
щей скачка теплоемкости при переходе «стекло -» метастабильная жид­
кость» и энтальпии испарения исследуемого вещества в предположении, 
что AflCeAflH 1 и составила АаН ( 140,0 К)=(3,2±0,3) кДж- моль-1 [6]. Если при­
нять, что значения AaH  и AaS, рассчитанные на основании температурной 
зависимости объема жидкого ЦГФ, остаются постоянными в интервале от 
315,7 К до 140,0 К, то AflG fl 40,0 К)=3,87 кДж - моль-1 и ввиду принятых ра­
нее допущений хорошо согласуются со значением, полученным на основе 
калориметрических данных.

Согласно [7] энтальпия образования дырок AaH  и энергия когезии жидко­
сти ДкогЕ связаны соотношением

АкогЕ= \  (10) 
Ад«

где (V yyfl) -  среднее отношение мольных объемов молекул и дырок. Энер­
гию когезии жидкости можно оценить на основании энтальпии испарения 
вещества по формуле A mrE = A siapH 0( T ) - R T .  C учетом средневзвешенного

значения ДгарН°(283,19 К)=(49,77±0,24) кД ж м оль-1, полученного по ре­
зультатам определения энтальпии испарения ЦГФ в дифференциальном 
микрокалориметре МИД-200 и температурной зависимости давления насы­
щенного пара, а также разностей теплоемкостей между газом и жидкостью 
энергии когезии жидкого ЦГФ при 140,0 К и 315,7 К составили соответствен­
но 60,73 кДж - моль"1 и 44,93 кДж - моль-1. Тогда при 140,0 К и 315,7 К отно­
шения мольных объемов молекул и дырок равны соответственно:

Ум A ltorE f l 40,0 К )  60,73
Va A flH f l40,0 К ;  3,2

и
Vu ДкпгЕ ('3 1 5 ,7 К ; _ 44,93
Vr А аН (315,7 К ;  4,08

Таким образом, можно предположить, что общее увеличение дырочного 
объема в жидком ЦГФ (NaVa) при повышении температуры происходит как 
за счет роста концентрации дырок, так и за счет увеличения их среднего 
мольного объема.

1 .  Б л о х и н  А. В. ,  К а б о  Г.Я. ,  Ка б о  А . Г . / /  Журн. физ. химии. 2000. T. 74. С. 812.
2. TRC Thermodynamics Tables, TRC1 Texas ASM University: College Station, 1998. d-tables.
3. W u n d e r l i c h  B. / / J .  Phys. Chem. 1960. Vol. 64. P. 1052.
4. C o n n o l l y  M. L . / / J .  Am. Chem. Soc. 1985. Vol. 107. P. 1118.
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УДК 547.458.1+577.157.2

Ю.А. ЛЕСНИКОВИЧ. В.М. ШКУМАТОВ

НОВЫЕ ПОДХОДЫ К АНАЛИТИЧЕСКОМУ КОНТРОЛЮ И РАЗДЕЛЕНИЮ 
ИНДИВИДУАЛЬНЫХ БЕЛКОВЫХ КОМПОНЕНТОВ PPSB-КОМПЛЕКСА

With the help of anion-exchange HPLS and SDS - gel - electrophoresis the quantitative estima­
tion of proenzymes and activated factors in a PPSB-complex is carried out. The data of HPLS are 
well corresponded with the specification of the factors contents determination on the data of activity 
determination. For preparative isolation of individual proteins from PPSB-complex the methods of 
hydrophobic and group-specific chromatography on cholate- and heparin - substituted agaroses are 
offered.
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PPSB-комплекс представляет собой концентрат неактивированных фак­
торов II, VII, IX и X системы свертывания крови. Процесс активации факто­
ров протекает по механизму ограниченного протеолиза, приводящего к из­
бирательному расщеплению полипептидных цепей в присутствии фосфоли­
пидов и ионов Саг+ с удалением в ряде случаев пропептидов и пептидов 
активации. Эти белки в результате посттрансляционной модификации и ак­
тивации обладают уникальной структурно-функциональной организацией:
1) являются N- и О-гликозилированными; 2) имеют сходную доменную 
структуру -  каталитический (протеолитический) домен, два домена, близких 
по первичной структуре с эпидермальным фактором роста, домен, содержа­
щий остатки -у^карбоксиглутаминовой кислоты (GIa); 3) относятся к семей­
ству трипсиноподобных протеиназ, обладающих строгой специфичностью 
по расщеплению пептидных связей (Arg-lle, Arg-Thr); 4) “легкие” и “тяжелые” 
полипептидные цепи активированных факторов имеют внутри- и межцепо­
чечные дисульфидные связи [1-9]. Комплементарные, высокоаффинные 
межмолекулярные белок-белковые и белок-эффекторные взаимодействия, 
уникальная субстратная специфичность обусловливают каскад фермента­
тивных реакций, протекающих в норме как процесс свертывания крови. На­
рушения этих молекулярных механизмов, вызванные даже единичными за­
менами аминокислот в первичной структуре, например фактора IX (замены 
в положениях 43 и 46 (здесь и далее нумерация дана для аминокислотных 
остатков предшественников факторов), которые предотвращают выщепле- 
ния пропептида, мутация в положении 93, приводящая к потере способ­
ности связывания с клеточной мембраной, замены в положениях 191 или 
226, препятствующие отделению пептида активации и так далее по всей 
молекуле фактора IX) приводят к тяжелым, средним или легким формам 
гемофилии Б [10]. Близкие физико-химические свойства: молекулярная 
масса (56-72 кДа), изоэлектрическая точка (pi 4,1-4,6), наличие остатков 
Gla и углеводных компонентов приводят к тому, что разделение компонен­
тов PPSB-комплекса и получение отдельных факторов в гомогенном со­
стоянии, что крайне необходимо для избирательной заместительной тера­
пии различных форм нарушения свертывания крови, значительно затруд­
нено. Для выделения и очистки индивидуальных факторов PPSB-комплекса 
применяют различные схемы, включающие анионообменную хроматогра­
фию, аффинную хроматографию с использованием ковалентно связанных с 
агарозой лигандов: гепарина и моноклональных антител, а также группоспе­
цифические методы с использованием металлохелатной хроматографии и 
хроматографии на иммобилизованных красителях [11-15]. При оценке со­
держания факторов применяют непрямые методы определения фермента­
тивной активности с использованием синтетических пептидных субстратов. 
В итоге из-за неполной активации проферментов, неоптимизированных ки­
нетических условий проведения реакций, а также присутствия активирую­
щих и/или ингибирующих соединений могут возникнуть искажения конечно­
го результата и уровень факторов будет оценен неточно.

Цель настоящей работы заключалась в анализе содержания отдельных 
компонентов PPSB-комплекса с помощью высокоэффективной жидкостной 
хроматографии высокого давления (ВЭЖХВД) в сравнении с методом гель- 
электрофореза в денатурирующих условиях и на основе такого аналити­
ческого подхода -  в применении различных хроматографических сорбентов 
для селективного выделения индивидуальных факторов этого комплекса.

Материал и методика
В работе использованы: додецилсульфат натрия, 2-меркаптоэтанол, 

кумасси голубой G-250, натриевая соль холевой кислоты, трис-(гидрокси- 
метил)аминометан (“Serva”, Германия); сефароза 4В ("Loba feinchemie", 
Германия); цианоборгидрид натрия ("Fluca", Швейцария); твин 20, белки- 
стандарты (в скобках даны значения молекулярных масс, кДа): карбоангид-
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раза (29), миоглобин (17,2), а-лактальбумин (14,2), альбумин (67), овальбу­
мин (45), химотрипсиноген (25), цитохром с (12,3) ("Sigma", США); сефароза 
CL-4B; сефадекс G-150 ("Pharmacia", Швеция); N ,N ,N ',N '-  тетраметилэти­
лендиамин, глицин, акриламид, N1N -метилен-бис-акриламид, персульфат 
аммония, голубой декстран (2000 кДа), лизоцим (“Reanal” , Венгрия). Пре­
парат PPSB -  комплекс ("Интерсеро", Германия), содержащий смесь факто­
ров свертывания крови IX, II, VII, X с общими активностями 1309, 984, 320 и 
903 Международных единиц (ME) соответственно. Препарат " Alphanine" 50 
ME фактора IX на 1 мл; препарат "Антитромбин Ш-альфа" 50 ME/мл ("Alpha 
Therapeutic", Германия). Для спектрофотометрического определения содер­
жания белков использовали следующие значения A 280hm: протромбин 
(15,5), проконвертин (13,8), фактор IX (13,4), фактор X (12,4), антитромбин 
III (6,5). Пентозанполисульфат, натриевая соль 100 мг/мл (далее ППС) 
("Bene-Arzneimittel", Германия). Раствор натриевой соли гепарина 5000 
ME/мл (АО "Белмедпрепараты", Беларусь); сухой гепарин ("Spofa", Чехия).

Получение холат-сефарозы [16]: сефарозу CL-4B активировали эпи­
хлоргидрином и аминировали этилендиамином; полученное аминоэтильное 
производное содержало 10—11 мкмоль первичных аминогрупп в 1 мл осев­
шего геля. К 33 % (по объему) суспензии геля в сухом диоксане добавляли 
холевую кислоту и N1N -дициклогексилкарбодиимид (конечные концентра­
ции соответственно 0,08 и 0,1 М). Реакционную смесь перемешивали 5 ч 
при 20 °С, затем гель промывали диоксаном, метанолом и водой. Получен­
ный сорбент не давал положительной реакции с тринитробензолсульфоно- 
вой кислотой, что свидетельствовало о количественном ацилировании пер­
вичных аминогрупп холевой кислотой.

Иммобилизацию гепарина на сефарозе 4В проводили по методу [17] с 
модификациями. Активированную эпихлоргидрином сефарозу 4В аминиро­
вали 1,5 объемами NH4OH1 после промывки высушивали на фильтре и 
суспензировали в 0,2 M калий-фосфатном буфере (pH 7,0), содержавшем 
30 мг гепарина и 3 мг цианоборгидрида натрия на 1 г сефарозы. Иммоби­
лизацию проводили при комнатной температуре и постоянном перемешива­
нии в течение 48 ч, затем добавляли еще 3 мг NaCNBH3 из расчета на каж­
дый грамм сефарозы и дополнительно инкубировали 12 ч. Полученную та­
ким образом гепарин-сефарозу использовали для проведения жидкостной 
хроматографии низкого давления.

Гель-электрофорез в денатурирующих условиях проводили по методу 
[18] в 10 %-м полиакриламидном разделительном геле. После проведения 
электрофореза гели помещали на 30 мин в 10 %-ю трихлоруксусную кисло­
ту, затем отмывали смесью изопропанол:уксусная кислота:вода (1:2,5:7,5) и 
окрашивали 0,1 %-м раствором кумасси голубого G-250 в 3,5 %-м растворе 
HCIO4. Для концентрирования белковых растворов перед гель-электрофо­
резом и ВЭЖХ применяли ультрафильтрационные центрифужные пробирки 
с разделяющей границей по молекулярной массе 10 кДа ("Cent-ricon C 10', 
"Amicon"); центрифугирование проводили в течение 10 мин при 
8000 об/мин.

Хроматографию низкого давления проводили с использованием авто­
матической системы “Градифрак” (“Pharmacia Biotech AB”, Швеция) в режи­
мах градиентного или изократического элюирования по заданным програм­
мам. Хроматографию гидрофобных взаимодействий осуществляли на ко­
лонке (1x5 см) с холат-сефарозой, используя обратный градиент сульфата 
аммония от 30 %-го до 0 %-го насыщения в 0,005 M трис-HCI буфере (pH 
7,0). Хроматографию на колонке (0,5x5 см) с гепарин-сефарозой проводили 
в 0.01 M калий-фосфатном буфере (pH 7,3), линейные градиенты создавали 
растворами пентозанполисульфата натрия 2 мг/мл, 2 M NaCI или гепарина 
200 ME/мл в том же буфере от 0 %-го до 100 %-го в течение 2 ч. Скорость 
протока элюента составляла 0,2 мл/мин.
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Высокоэффективную жидкостную хроматографию высокого давления 
проводили на приборе фирмы "Shimadzu"(3noHnn) с применением матрицы 
диодного излучения SPD-M10A в диапазоне длин волн 240-300 нм. Исполь­
зовали анионообменную колонку (125x4 мм) ET NUCLEOSIL 4000-7 PEI 
("Macherey-Nagel", Германия). Хроматографическая система: элюент 
А -  0,01 M трис-HCI (pH 8,0) и элюент Б -  0,02 M трис-HCI (pH 8,0) с 1,5 M 
NaCI. Градиент от 10 %-го Б до 100 %-го Б в течение 30 мин. Скорость 
протока элюента -  1 мл/мин. Аналитический вариант хроматографии гидро­
фобных взаимодействий проводили на колонке TSK Phenyl -  5PW 
(7,5x75мм) ("LKB", Швеция). Для анализа смесей основных белков исполь­
зовали катионообменную колонку (8x46мм) NUCLEOSIL SCX ("Macherey- 
Nagel", Германия).

Спектральные измерения проводили на спектрофотометре UV-1202 
("Shimadzu", Япония) с использованием программы регистрации спектров 
поглощения.

Результаты и их обсуждение
Высокоэффективная жидкостная хроматография высокого давления 

PPSB-комплекса.

Рис. 1. ВЭЖХВД белков PPSB-комплекса:
а -  гидрофобная хроматография на колонке (75x7.5 мм) TSK Phenyl-5PW. б -  анионообменная хроматография на колонке 
(125x4 мм) ET Nucleosil 4000-7 PEI. А Б. В. Г -  объединенные фракции, 1 -  поглощение при 280 нм, 2- форма градиектов

На рис. 1 представлены данные ВЭЖХВД в вариантах гидрофобной (а) и 
анионообменной (б) хроматографии. Несмотря на то, что катионообменная 
хроматография низкого давления на сульфопропил-сефадексе была ис­
пользована для заключительной очистки фактора Vll [19], применение силь­
ного катионообменника с привитыми остатками сульфоновой кислоты 
(Nuckleogel SCX 1000-8/46) в варианте ВЭЖХВД не позволило добиться 
удовлетворительного разделения факторов (данные не приведены). Гидро­
фобная ВЭЖХВД (силикагель с фенильными остатками, TSK Phenyl-5PW) в 
нативных условиях с применением обратного экспоненциального градиента 
концентрации сульфата аммония (кривая 2 на рис. 1а) также приводила к 
неполному разделению. Как и предполагалась на основании значений pi, 
наилучшие результаты были получены нами при использовании анионооб­
менной хроматографии на полиэтиленимино-содержащем носителе (Nuc- 
Ieosil 4000-7 PEI) (рис. 16). При этом, если в работе [20] с использованием 
диэтиламиноэтил-целлюлозы в варианте обычной хроматографии отмеча­
лось лишь отделение фактора VII, а факторы II, IX и X получали в виде сме­
си без разделения, то в случае ВЭЖХВД наблюдалось четкое разделение 
всех четырех факторов.
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Для идентификации фракций пиков (А-Г) на рис. 16 с индивидуальными 
белками PPSB-комплекса использовали ВЭЖХВД высокоочищенных стан­
дартных факторов Il и IX, а также гель-электрофорез в денатурирующих 
условиях. В таблице приведены время удержания, значения кажущихся 
молекулярных масс проферментов и возможных продуктов их активации, 
которые регистрируются при гель-электрофорезе после восстановления ди­
сульфидных связей в виде минорных “тяжелых” и “легких” цепей. Из данных 
таблицы следует, что определение содержания индивидуальных факторов 
методом ВЭЖХВД (интегрирование пиков) соответствует данным специфи­
кации компонентов PPSB-комплекса по активности. Нами установлено, что 
фактор Vll имеет 2-3 % активированной формы (протеолиз по связи Arg 
212—Ile 213). Активация фактора IX сопровождается протеолитическим вы- 
щеплением пептида активации Ala 192—Ile 226 с образованием “тяжелой” 
цепи (Val 227-Thr 461) и “легкой” цепи (Туг 47-Arg 191), минорные коли­
чества которых удалось зафиксировать при гель-электрофорезе фракции Г 
после восстановления образца белка 2-меркаптоэтанолом. Гель-электро­
форез фракции В позволил установить, что фактор Il также имеет примеси 
активированной формы (до 5 %). Исходный препарат PPSB-комплекса пос­
ле обработки 2-меркаптоэтанолом характеризовался наличием трех поли­
пептидных цепей в районе молекулярных масс 55-75 кДа и нескольких ми­
норных полипептидов в районе 38-15 кДа соответственно (см. таблицу). 
Совокупность полученных данных свидетельствует о том, что как исходный 
препарат PPSB-комплекса, так и выделенные в индивидуальном виде его 
компоненты содержат активированные формы. Помимо возможной незначи­
тельной активации проферментов в процессе получения PPSB-комплекса, 
это может быть обусловлено также и тем, что фактор Vll в форме про­
фермента способен гидролизовать ряд синтетических субстратов и облада­
ет низкой свертывающей активностью [20]. Следует подчеркнуть, что не­
смотря на частичную активацию проферментов при ВЭЖХД, мы наблюдали 
только четыре пика, поскольку в нативных условиях продукты активации 
связаны дисульфидными связями.

Выход, молекулярные массы (кДа) полипептид­
ных фрагментов и значения активностей компо­

нентов PPSB-комплекса

Фракция
ВЭЖХВД

Время
/держания,

мин

Выход'
%

Актив- 
HOCTb ,

ME

Молекулярн 
кДа) по дан 

электрог

ая масса 
ным гель 
юреэа Фактор

сверты­
ванияоеэ ж'-мер- 

каггго- 
этанола

с і -̂мер- 
капто- 

эта нолом
А 9,9 15 320 60 60

30'
18

Vll

5 12.1 22 903 56 в X
В 13,7 28 984 72 72

38'
26'

Il

Г 17,3 35 1304 57
46'

57
28'
17

IX

Рассчитывали по площади пиков 

% для индиви-

П р и м е ч а н и е .  а

с учетом коэффициентов поглощения E280
дуальных факторов; 6 -  значения по данным специ­
фикации исходного PPSB-комплекса; в -  для данного 
фактора анализ не проводили; * -  минорные компо­
ненты (2-5 %) по данным денситометрического скани­
рования гелей при 620 нм.

Таким образом, низкомо­
лекулярные полипептидные 
цепи (15-35 кДа) в препарате 
PPSB-комплекса до разделе­
ния ВЭЖХВД обусловлены 
как субъединичным составом 
фактора X, так и продуктами 
частичной эндогенной актива­
ции проферментов. В специ­
альных экспериментах мы 
установили, что выдержива­
ние при 37 0C в присутствии 
ионов Ca2+ приводит к кинети­
чески зависимому увеличе­
нию содержания “легких” и 
“тяжелых” цепей активиро­
ванных факторов и низкомо­
лекулярных продуктов неиз­
бирательного расщепления, 
что сопровождается уменьше­
нием выхода неактивирован­
ных факторов и увеличением

содержания кислоторастворимых пептидов и аминокислот при ВЭЖВД. По­
этому при разработке схем получения индивидуальных факторов с исполь-
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зованием в качестве исходного материала PPSB-комплекса необходимо 
соблюдать условия, препятствующие активации проферментов, -  введение 
ингибиторов протеиназ трипсинового типа, хелаторов ионов Ca2+, понижен­
ную температуру -  и минимизировать время и количество стадий очистки и 
выделения.

Подходы к селективному выделению компонентов PPSB-комплекса. 
Элюционные профили разделения компонентов PPSB-комплекса колоноч­
ной хроматографией низкого давления с использованием гепарин-сефаро- 
зы и холат-сефарозы приведены на рис. 26 и рис. 3 соответственно. Холат- 
сефароза была адаптирована ранее для выделения гидрофобных, мембра­
носвязанных форм цитохромов Р-450 различной субстратной специфичнос­
ти [16, 21]. Установлено, что без высаливающего эффекта сульфата ам­
мония белки PPSB-комплекса не взаимодействуют с носителем и элюиру­
ются в свободном объеме, что вполне объяснимо, исходя из наличия боль­
шого количества заряженных аминокислотных остатков в молекулах неакти­
вированных факторов. Уравновешивание колонки трис-HCI буфером (pH 
7), содержащим 30 % от насыщения сульфата аммония, сопровождалось 
40 %-й сорбцией белкового материала, элюирование которого достигнуто 
обратным градиентом (30 %->0 %) сульфата аммония (см. рис. 2). Одно­
временное введение в элюирующий буфер аналога иммобилизованного ли­
ганда -  натриевой соли холевой кислоты (0 % -И  ,5 %) -  практически не из­
меняло характер кривой элюирования. Фракции были объединены как ука­
зано на рис. 2, сконцентрированы с помощью ультрафильтрационных цент­
рифужных пробирок до объема 1-2 мл и подвергнуты анализу с помощью 
анионообменной ВЭЖХВД (колонка ET NLICLEOSIL 4000-7 РЕІ) и гель- 
электрофореза в денатурирующих условиях. Несмотря на то что объеди­
ненные фракции содержали практически индивидуальные факторы, пере­
крытие пиков приводило к тому, что выход разделенных белков был отно­
сительно низок.

J \

В последнее время практически все схе­
мы получения факторов свертывания на за­
ключительных стадиях включают хромато­
графию на иммобилизованном гепарине 
[11, 15]; нередко авторы обозначают эту 
стадию термином аффинная хроматогра­
фия. В то же время гепарин как линейный 
полиэлектролит способен взаимодейство­
вать с большим числом различных белков 
[22]. Ранее нами установлено, что гепарин и 
его полусинтетический аналог -  пентозан- 
полисульфат натрия -  способны образовы­
вать в растворах с нейтральными значени­
ями pH и при низкой ионной силе комплексы 
различной стехиометрии и молекулярной 
массы практически со всеми компонентами 
PPSB-комплекса [23]. Существует ряд ме­
тодов ковалентной иммобилизации гепари­
на для получения нерастворимых производ­
ных, но наиболее приемлемый подход, ис- 

акшония ходя из соображений максимального сох­
ранения связывающих участков, удельного 

содержания лиганда, отсутствия многоточечной модификации и стеричес- 
ких затруднений со стороны носителя, заключается в восстановительном 
аминировании концевой формильной группы гепарина аминопроизводны­
ми агарозы [17]. Нами синтезирован такой вариант гепарин-сефарозы и 
применен для изучения специфических и неспецифических белок-лиганд-

Рис. 2. Профиль элюирования PPSB- 
комплекса при проведении гидро­
фобной хроматографии низкого дав­
ления на колонке с холат-сефарозой.
А. Б. В. Г -  объединенные фракции Линии: 
сплошная -  профиль элюирования белков, 
пунктирная -  изменение концентрации сульфата
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ных взаимодействий. В качестве модельных использовали щелочные бел­
ки: химотрипсиноген, цитохром с и лизоцим. Нанесение смеси этих белков 
на колонку с гепарин-сефарозой и последующее элюирование линейным 
градиентом раствора гепарина сопровождалось выходом симметричного 
пика (см. рис. За). Аналогичные результаты были получены при элюирова­
нии растворами пентозанполисульфата натрия или NaCI. Ранее нами пока­
зано, что по крайней мере пентозанполисульфат является низкоаффинным 
ингибитором ферментативного восстановления цитохрома с [23]. Следова­
тельно, взаимодействие между щелочными белками и иммобилизованным 
гепарином осуществляется по механизму неспецифических ионных взаимо­
действий поверхностно-локализованных положительно заряженных остат­
ков лизина на молекулах белков и сульфатированных остатков молекулы 
гепарина. Такой же вывод позволяет сделать аналитическая катионооб­
менная ВЭЖХВД с использованием носителя с привитой сульфоновой кис­
лотой (NUCLEOSIL SCX), правда, с идеальным разделением белков в за­
висимости от их изоэлектрических точек, что обусловлено аналитическим 
характером хроматографии (100 мкг суммарного белка смеси) и более чем 
4000 теоретических тарелок для примененной колонки (см. рис. За, встав­
ка). На рис. 36 приведен элюционный профиль разделения белков PPSB- 
комплекса с применением гепарин-сефарозы. В свободном объеме колонки 
элюировалась смесь факторов II, Vll и X, а растворимым гепарином элю­
ировался фактор IX с незначительными примесями фактора II. Эти белки 
являются кислыми, поэтому связывание неактивированных факторов Il и IX 
обусловлено комплексом взаимодействий белков с иммобилизованным ге­
парином, включающим ионные, водородные и гидрофобные взаимодей­
ствия.

Рис. 3. Взаимодействие смеси белков (лизоцим, химотрипсиноген и цитохром с) (а) и PPSB- 
комплекса (б) с гепарин-сефарозой. Десорбция белков осуществлялась раствором Б (жирная 
линия) с концентрацией гепарина до 200 ME/мл в 0,01 M калий-фосфатном буфере (pH 7,3).

Вставка на рис. За -  анализ ВЭЖХВД на катионообменной колонке NUCLEOSIL SCX совместно элюированных белков (1 -  хи­
мотрипсиноген. 2 -  цитохром с, 3 - лизоцим: штриховая линия -  поглощение при 280 нм. сплошная -  поглощение при 412 нм)

Таким образом, предложена аналитическая система анионообменной 
ВЭЖХВД для определения количественного содержания индивидуальных 
неактивированных факторов свертывания в PPSB-комплексе, применение 
которого для терапии гемофилии Б сопровождается побочными эффекта­
ми [24]. Получение индивидуальных белков для заместительной терапии 
различных дефектов свертывания крови осложняется наличием в исходном 
препарате минорных количеств активированных факторов, которые способ­
ны осуществлять глубокую протеолитическую деградацию факторов с 
уменьшением их выходов при выделении. Применение различных вариан­
тов хроматографии с использованием гепарин-сефарозы оправдано только 
после предварительных стадий разделения белков PPSB-комплекса и по­
этому требует новых подходов, связанных с возможностью тонкого разде­
ления активированных и неактивированных факторов.
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Л.И. СТЕПАНОВА, Т.И. БОДРЫХ, В.В. СВИРИДОВ

ТЕРМОСТИМУЛИРУЕМЫЕ СТРУКТУРНО-ФАЗОВЫЕ ПРЕВРАЩЕНИЯ И 
БАРЬЕРНЫЕ СВОЙСТВА ХИМИЧЕСКИ ОСАЖДЕННЫХ ПЛЕНОК Ni-W-P

The paper discussed the effect of tungsten inclusion into deposited from hypophosphite solutions 
Ni-P alloys on regularities of heat-induced structural-phasic and barrier properties

Известно [1—4], что пленки сплавов Ni-W-P осаждаются из цитратно-ги- 
пофосфитных растворов химического никелирования при введении в них 
вольфрамата натрия. В зависимости от состава раствора (концентрации 
вольфрамата натрия, соли никеля, цитрата натрия, наличия ионов аммо­
ния) и его pH пленки Ni-W-P могут содержать 4-21 ат.% фосфора и 
1-8ат.% вольфрама. В опубликованных работах отмечалось, что пленки 
названных сплавов по структуре и свойствам существенно отличаются от 
пленок Ni-P,. осажденных из аналогичных растворов. В частности, степень 
их кристалличности снижается не только при повышении содержания фос­
фора, но и при возрастании количества вольфрама, при большой концен­
трации тугоплавкого металла они становятся аморфными, выделение же 
фосфидной фазы Ni3P в результате термообработки в присутствии вольф­
рама тормозится. До сих пор нет общепринятой точки зрения на то, каким 
образом вольфрам включается в состав сплавов Ni-W-P: одни авторы [1, 4] 
предполагают, что вольфрам может включаться в сплавы эвтектически, а 
другие [2, 3] -  утверждают, что тугоплавкий металл встраивается в решетку
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