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Відомо, що екстракти кріоконсервованих фрагментів органів свиней та поросят стимулю-
ють процеси репаративної регенерації. Тому, дослідження складу екстрактів має важливе значен-
ня для розуміння механізму їх біологічної дії. У роботі встановлено молекулярно-масовий розподіл 
пептидів в екстрактах кріоконсервованих фрагментів серця свиней та поросят, а саме: на хромато-
грамах екстрактів серця свиней реєструється 3 піки, а серця поросят – 6. Характерною особливістю 
екстрактів серця свиней є відсутність пептидів з молекулярною масою 10 000 і більше. Різниця в 
інтенсивності флуоресценції екстрактів свідчить про те, що пептиди в екстрактах серця поросят 
містять більшу кількість доступних розчиннику залишків триптофану. Одержано синхронні спектри 
флуоресценції екстрактів, які дозволяють проводити ідентифікацію їх пептидного складу без визна-
чення окремих його компонентів. Результати дослідження можуть бути використані для контролю та 
стандартизації пептидного складу екстрактів серця під час вивчення їхньої біологічної активності.

К л ю ч о в і  с л о в а: екстракт серця свиней, молекулярно-масовий розподіл пептидів, гельпроникна 
хроматографія, спектрофлуориметрія.

Відомо, що пептидна регуляція відіграє 
важливу роль у підтриманні гомео-
стазу організму як у нормі, так і за 

різноманітних патологічних станів [1–5]. Вста-
новлено, що екстракти кріоконсервованих 
фрагментів органів свиней та поросят сти-
мулюють процеси репаративної регенерації 
при патологіях відповідних органів [6–8]. 
Таку біологічну дію екстрактів пов’язують із 
наявністю в них регуляторних пептидів. На 
сьогодні регуляторні пептиди виділяють як 
самостійний клас речовин, що завершує ряд 
у метаболічній послідовності перетворен-
ня первинної генетичної інформації: геном–
транскриптом–протеом–пептидом [1]. Оче-
видно, що набір пептидів може змінюватися 
відповідно до фізіологічного стану організму, 
зокрема може залежати від віку тварин. 
Дослідження пептидного складу екстрактів має 
важливе значення для розуміння механізму їх 
дії та для стандартизації біологічних препаратів 
на основі екстрактів органів тварин. 

Метою роботи було встановити молеку-
лярно-масовий розподіл (ММР) пептидів в 
екстрактах кріоконсервованих фрагментів сер-
ця свиней та новонароджених поросят і отри-
мати їхні спектральні характеристики. 

Матеріали і методи

Дослідження проведені відповідно до «За-
гальних етичних принципів експериментів на 
тваринах», які схвалено III Національним кон-
гресом з біоетики (2007 р., Київ) і погоджено 
з положеннями «Європейської конвенції про 
захист хребетних тварин, які використовують-
ся для експериментальних та інших наукових 
цілей» (Страсбург, 1986 р.).

Серця статевозрілих свиней отримували 
на Харківському м’ясокомбінаті, а серця но-
вонароджених поросят (18–24 год від наро
дження) – в операційній віварію ІПКіК НАН 
України. Поросят доставляли з агрокомбінату 
«Слобожанський» Чугуєвського району 
Харківської області.

Серця подрібнювали ножицями на фраг-
менти з масою 2–5 мг і тричі відмивали 
фізіологічним розчином (рН 7,4). До фрагментів 
органів по краплях додавали 20%-й розчин 
кріопротектора ПЕО-1500 у співвідношенні 
1 : 1, потім ретельно і обережно перемішували. 
Одержану завись фрагментів розфасовували в 
поліетиленові ампули об’ємом 20 мл та заморо-
жували зі швидкістю охолодження 1 °С/хв. Цей 
процес проводили за допомогою програмного 
заморожувача УОП-6 виробництва СКТБ з ДВ 
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ІПКіК НАН України. Зразки заморожували до 
-70 °С, а потім переносили в рідкий азот. Роз-
мерзання матеріалу проводили на водяній бані 
при 37–40 °С. Від кріопротектора фрагменти 
відмивали фізіологічним розчином. У цьому ж 
розчині фрагменти інкубували протягом 60 хв. 
Супернатант прогрівали на киплячій водяній 
бані 15 хв, після чого фільтрували через папе-
ровий фільтр [9]. 

Для визначення ММР речовин 
пептидної природи використовували метод 
високоефективної гельпроникної хромато
графії [10]. Перед цим екстракти фільтрували 
через фільтр «Міліпор» з діаметром пор 
0,45 мкм. Об’єм проби становив 0,1 мл. 
Гель-фільтрацію проводили при кімнатній 
температурі на колонці діаметром 16 мм та 
довжиною 400  мм, заповнену полівініловим 
гелем TSKGel Toyopearl HW-40 Finе (Японія). 
Елюцію проводили фосфатно-сольовим бу-
фером такого складу: Na2HPO4 та NaH2PO4 – 
30 ммоль/л, NaCl – 100 ммоль/л, рН – 7,5. 
Елюент подавали в колонку через петльовий 
інжектор перистальтичним насосом (LKB-
2132, Швеція) зі швидкістю 1,6–1,7 мл/хв. 
Хроматограми реєстрували при λ 254 нм, за 
допомогою УФ-детектора (LKB-2238 Uvicord 
S11, Швеція), самописець (LKB-2210 Rekorder, 
Швеція), інтегратор Watear-746 (США). По-
передньо колонка була прокалібрована речо-
винами з відомою Мм: інсуліном, глюкаго-
ном, соматостатином та вітамінами В2 і В12. 
Молекулярні маси пептидів (в атомних оди-
ницях маси) визначали за часом їх утримання 
відповідно до калібровки.

Флуоресценцію збуджували світлом з 
λ  280 нм (загальна флуоресценція) та 296 нм 
(триптофанова флуоресценція). Вимірювання 
проводили на спектрофлуориметрі Varian 
Cary Eclipse (Австралія). Ширина вхідної та 
вихідної щілин монохроматорів становила 
5  нм [11]. Всі спектральні вимірювання ви-
конували при 20 °С в стандартних кюветах із 
кварцу 1×1×3 см. Обробку спектрів проводили 
в програмі Microcal Origin 6.0.

Результати статистично обробляли за до-
помогою пакета програм Statistica для Windows.

Результати та обговорення

На рис. 1 наведено типові хроматограми 
екстрактів серця свиней та поросят, з яких 
видно, що ММР пептидів в екстрактах за-
лежить від віку тварин. Загальним для обох 
екстрактів є тільки один пік – В, котрий 
відповідає середній Мм речовин пептидної 
природи 1784 (табл. 1). Характерними особ

ливостями ММР пептидів в цих екстрактах, 
по-перше, є різна кількість піків, а саме три 
піки в екстрактах серця свиней і шість – в екс
трактах серця поросят. По-друге, в екстрактах 
серця свиней відсутній пік  Р (Мм  10  тис. і 
більше), який спостерігається на хроматогра-
мах всіх раніше досліджених зразків екстрактів 
кріоконсервованих органів: печінки, селезінки, 
підшлункової залози та шкіри статевозрілих 
свиней і новонароджених поросят, а також 
селезінки свиней [6]. До того ж на хроматогра-
мах екстрактів серця свиней є два піки C і D, 
які відповідають низькомолекулярним пепти-
дам, і які відсутні на хроматограмах екстрактів 
серця поросят. На хроматограмах екстрактів 
серця поросят наявні піки високомолекуляр-
них пептидів, які відсутні на хроматограмах 
екстрактів серця свиней.

Із наведених хроматограм видно, що 
відносна площа фракцій екстрактів значно 
різниться між собою. Під час дослідження 
біологічної активності екстрактів виявляють-
ся сумарні ефекти впливу пептидів на перебіг 
відповідної експериментальної патології. Але 
можна припустити, що регуляторний вплив 
пептидів кожної фракції буде в значній мірі 
специфічним саме для неї. Тому відповідну 
роль у прояві біологічної активності екстрактів 
можуть відігравати не тільки фракції, які 

Рис. 1. Хроматограми екстрактів серця свиней 
(а) та серця поросят (б)

а

б
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містять велику кількість пептидів, а і пептиди 
інших фракцій, кількість яких в екстрактах є 
незначною. Адже відомо, що біологічна дія ре-
гуляторних пептидів і деяких інших речовин 
як in vitro, так і in vivo виявляється за дуже 
низьких концентрацій. Робочі концентрації 
низки внутрішніх біорегуляторів, наприклад, 
пептидів і, власне, гормонів, часто знаходять-
ся в інтервалі від 10-9 до 10-15 моль/л і навіть 
менше [12–14].

Вікові відмінності у складі екстрактів 
можуть бути пов’язані з різним фізіологічним 
станом клітин серця новонароджених поро-

Т а б л и ц я  1. Питома площа фракцій пептидів 
різної молекулярної маси в екстрактах серця 
свиней та серця поросят

Пік
Молекулярна 

маса

Питома площа 
фракцій 

пептидів, %

Серце 
свиней

Серце 
поросят

P 12 000 – 0,5

P1 10 000 – 2,8

A3 4 597 – 8,5

A3.1 3 895 – 31,9

B 1 784 52,3 17,9

B2 1 296 – 38,4

C 1 061 3,9 –

D 420 43,8 –

сят і статевозрілих свиней, а також із різною 
проліферативною активністю. 

Однією з особливостей фізіологічно ак-
тивних пептидів є те, що вони утворюються 
із протеїнової молекули попередника шляхом 
протеолізу відповідно до потреб та можливо-
стей організму [1]. Тому, мабуть, у відповідь 
на стрес, спричинений процесом заморожу-
вання/розморожування фрагментів серця, і 
запускаються механізми утворення пептидів 
із відповідною біологічною активністю. А 
їхній склад залежить від віку тварин, а саме 
від адаптаційних можливостей органа та 
його здатності до фізіологічної і репаративної 
регенерації. Можливий інший варіант, втрата, 
в значній мірі, спеціалізованими клітинами 
(у фазі Gо) здатності продукувати відповідні 
пептиди. 

Флуоресценція більшості протеїнів і 
пептидів пов’язана, передусім, із триптофа-
новими залишками, індольні кільця яких є 
чутливими флуорофорами [11]. На спектри 
флуоресценції речовин пептидної природи 
впливають процеси зв’язування субстратів, 
реакції асоціації і денатурації. Спектри 
флуоресценції тканинних екстрактів знахо-
дяться в межах 290–450 нм (рис. 2, табл.  2). 
Під час збудження світлом (280 нм) мак-
симум спектрів флуоресценції знаходиться 
в межах 340–358 нм, що може свідчити про 
наявність в екстрактах доступних для розчин-
ника залишків триптофану [11]. Відмінності, 
які спостерігаються в спектрах флуоресценції 
екстрактів, вказують на те, що їхній склад за-
лежить від джерела отримання, і вони вклю-

Рис. 2. Спектри флуоресценції екстрактів серця свиней (а) та серця поросят (б) при λзб = 280 нм (1) 
та λзб = 296 нм (2)

а б
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Т а б л и ц я  2. Характеристики спектрів флуоресценції екстрактів серця свиней та серця поросят

Зразок

Спектрофлуориметричні показники

Довжина хвилі 
збудження, нм

Довжина хвилі 
в максимумі 

флуоресценції, нм

Максимум інтенсивності 
флуоресценції, ум.од.

Екстракт серця свиней
280 354–356 24,4

296 352–358 18,0

Екстракт серця поросят
280 342 49,4

296 344 45,3

Рис. 3. Синхронні спектри флуоресценції екстрактів серця свиней (а) та серця поросят (б)
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чають в себе пептиди, які різняться між со-
бою за кількісним співвідношенням та 
амінокислотним складом.

Детальний аналіз спектрів флуоресценції 
пептидів провести важко, тому що він 
ускладнюється великою кількістю факторів, 
які впливають на флуоресценцію індольної 
складової, а також наявністю в більшості 
таких речовин триптофанових залишків. 

Оскільки кожен залишок знаходиться в 
різному оточенні, то і спектральні властивості 
різні [11]. У разі дослідження суміші протеїнів 
або пептидів, до складу яких входить знач-
на кількість триптофанових залишків у ге-
терогенному оточенні, важко співвіднести 
конкретні спектральні характеристики з окре-
мим ароматичним амінокислотним залишком. 
У такому разі доводиться обмежуватися лише 
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якісним описом спектральних властивостей 
груп цих залишків. 

Додатковим підходом до оцінки складу 
екстрактів є їхні синхронні спектри, чутливі 
до зміни стану мікрооточення триптофанових 
і тирозинових залишків у протеїнах та пеп-
тидах. Синхронні спектри флуоресценції  – 
це суперпозиція спектрів, зареєстрованих за 
різних величин зсуву монохроматорів збу
дження і флуоресценції. Оскільки кожен екс
тракт має унікальний склад, то йому буде 
притаманний свій набір синхронних спектрів 
флуоресценції. 

На рис. 3 наведені синхронні спектри 
флуоресценції екстрактів серця свиней та 
серця поросят, одержані за допомогою ве-
личини зсуву монохроматорів збудження і 
флуоресценції від 10 до 200 нм. Синхронні 
спектри дають можливість виявити не 
тільки розбіжності в спектрах флуоресценції 
екстрактів, пов’язані з тим, що до їхнього 
складу входять різні пептиди, але й отрима-
ти їхні індивідуальні спектральні топограми, 
які є, по суті, спектральними характеристика-
ми відповідних екстрактів (рис.  4). Наведені 
дані підтверджують можливість ідентифікації 
екстрактів за топограмами їхніх синхрон-
них спектрів. Такий підхід може бути ви-
користаний для стандартизації препаратів, 
біологічна дія яких заснована на наявності в 
них відповідних пептидів. Синхронні спектри 

Рис. 4. Топограми синхронних спектрів флуоресценції екстрактів серця свиней (а) та серця поросят (б)

також можуть бути корисними для експрес-
оцінки екстрактів під час їх одержання тощо.
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Известно, что экстракты криоконсерви-
рованных фрагментов органов свиней и по-
росят стимулируют процессы репаративной 
регенерации. Поэтому, исследование состава 
экстрактов имеет большое значение для пони-
мания механизма их биологического действия. 
В работе определено молекулярно-массовое 
распределение пептидов в экстрактах крио-
консервированных фрагментов сердца сви-
ней и поросят, а именно: на хроматограммах 
экстрактов сердца свиней регистрируются 3 
пика, а сердца поросят – 6. Характерной осо-
бенностью экстрактов сердца свиней является 
отсутствие пептидов с молекулярной массой 
10 000 и больше. Различие в интенсивности 
флуоресценции экстрактов свидетельствует о 
том, что пептиды в экстрактах сердца поросят 

а
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содержат большее количество доступных для 
растворителя остатков триптофана. Получены 
синхронные спектры флуоресценции экстрак-
тов, которые позволяют проводить идентифи-
кацию их пептидного состава без определения 
отдельных компонентов. Результаты исследо-
вания могут быть использованы для контроля 
и стандартизации пептидного состава экстрак-
тов сердца при изучении их биологической ак-
тивности.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: экстракт сердца 
свиней, молекулярно-массовое распределение 
пептидов, гельпроникающая хроматография, 
спектрофлуориметрия.
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It is known that extracts of cryopreserved 
organ fragments of pigs and piglets stimulate the 
processes of reparative regeneration. Therefore, the 
study of the extracts is essential for understanding 
the mechanism of their biological effects. In this 
paper was studied the molecular mass distribution 
of peptides in the extracts of cryopreserved heart 
fragments of pigs’ and piglets’, i.e., the chromato-
grams of pigs’ heart extracts show 3 picks, whilst 
piglets’ heart extract show 6 picks. The peculiarity 
of pigs’ heart extracts is the absence of peptides 
with molecular mass of 10,000 and more. The dif-
ferences in the intensity of extracts fluorescence 
prove that the peptides in pigs’ heart extracts con-
tain greater amount of tryptophan residues acces-
sible for solvent. The synchronous fluorescence 
spectra of extracts were obtained which allows the 
identification of extract without assessment of their 
components. Results shown in this research could 
be used for control and standardization of heart 
extracts peptide composition under investigation of 
their biological quality.

K e y  w o r d s: extract of pigs’ heart, molecu
lar-mass distribution of peptides, gelpenetrating 
chromatography, spectrofluorimetry.
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