
Прирост, за  который взята  масса последней стадии эм бриогенеза  
(при допущ ении 100% утилизаци и  ж е л т к а ) ,  ум нож енны й на среднюю к а 
лорийность [5], д а л  сходные величины в 10 и 20° и о казал ся  н и ж е  при 
30 0C. Увеличение энергетических трат  и уменьш ение прироста при 30° 
ск азал о сь  на коэф ф иц иенте  использования ассимилированной энергии 
на рост. В то врем я к а к  при тем п ературах  10 и 20° K2 имеет близкие з н а 
чения, при 30° он несколько  ниже.

Т аким  образом, культиви рование  даф ний в условиях постоянных те м 
ператур и высокой концентрации пищи благоприятно сказы вается  на ве
л ичинах  чистой эффективности  роста в эм бриональном  периоде р а зв и 
тия, о чем свидетельствую т высокие значения Кг-
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ИММ У Н О Ф Е Р МЕ Н Т Н ЫЙ  А Н А Л И З  ТУБУЛИНА

П ри ряде патологических состояний в крови больных обнаруж ены  
аутоантитела к б елкам  цитоскелета. Н аиболее  часто встречаю тся ауто 
антитела к белкам  микротрубочек: тубулину (TB), вы соком олекулярны м  
белкам  (М А Р) и др. [I]. Количество TB в мозгу м лекопитаю щ их в 4— 
6 раз  выше, чем в других органах , и составляет  250— 280 мкг на 100 мг 
ткани. П ри разруш ен ии  нейронов и глиальны х клеток, наруш ении гема- 
тоэнцеф алического  б арьера  возмож ен выброс значительного  количества 
TB в кровь. Тубулин о б лад ает  низкой антигенностью, связанной с к р а й 
ним консерватизмом первичной структуры этого белка. П оэтом у для  
образован и я  аутоан ти тел  TB долж ен  длительное врем я и в значительны х 
количествах  поступать в кровь. Н али чи е  в крови TB м ож ет  служ ить  м а р 
кером развития  патологических состояний, связан н ы х  с разруш ением  
I ематоэнцеф алического  барьера.

Сущ ествую щий метод определения TB, основанный на способности 
нативного тубулина связы вать  меченый тритием колхицин, имеет ряд  
ограничений и не годится д л я  определения ден атури рованного  белка [2].

Ц елью  работы  я в л я л а с ь  р азр аб о тк а  количественного гетерогенного 
иммуноферментного метода определения нативного и денатурированного  
тубулина в различ ны х  о р ган ах  и тканях .

Материал и методика

Выделение тубулин а  из мозга кры с проводилось методом полим ери
заци и-деп олим еризаци и  [3]. Очистку тубулина от минорных примесей и 
M A P  проводили хром атограф ией  на ф осф оцеллю лозе  [4]. Н а  колонку 
с ф осфоцеллю лозой ( 1 ,5 x 2 5  см ),  уравновеш енную  0,05АА ф осфатны м бу
фером, pH  6,9 с 0.005М M g C l2, O1OOlM ЭГТА и 0,0005М ГТФ (буфер А), 
наносили 10— 20 мг белка. Колонку пром ы вали буфером  А, собирая 
эл ю ат  ф ракц и ям и  по 2 мл. Ф ракции , элю ируем ы е при промы вке колонки, 
объединяли и кон центрировали  прессовым диализом . Очищенный п р еп а 
рат  тубулина хранили при — 20 °С.
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Получение коньюгата 
пероксидаза хрена-тубу-  
лин [ТБ-ПХ] проводили по 
описанной ранее  методике
[5] с некоторыми м о ди ф и 
кац иям и . Д л я  синтеза 
конью гата  [ТБ-ПХ] ис
п ользовали  п ероксндазу  
хрена, м одифицированную  
по ам иногруппам  ам ино
кислотных остатков  уксус
ным ангидридом. Перок- 
сидазу  хрена  (150 мг) 
р астворяли  в 30 мл 0,1 M 
N a H C O 3, pH  8,0 и поме
щ али  в водяную  баню.
В течение 60 мин п ри ли 
вали  30 мкл свеж епере- 
гнанного уксусного ангид
рида. Д о бавлен и ем  м алы х  
доз IM N a O H  п о д д е р ж и 
вали  pH  8,0. По о кон ча
нии реакции раствор  м одифицированной пероксидазы  ди али зовали  24 ч 
против 100 объемов 0,01М фосфатного  б уф ера  pH  7,5.

К  раствору, с о д ер ж ащ ем у  20 мг модифицированной пероксидазы, 
присыпали 60 мг сухого перйодата  натрия  и в темноте  инкубировали 
30 мин. З а те м  д о б а в л я л и  0,035 мл этиленгликоля  и через 60 мин д и а л и 
зовали  против 0,OlM карбонатного  б уф ера  p H  9,5.

П осле  д и а л и за  к активированной пероксидазе  п р и бавл ял и  6 мг тубу- 
лина  в 0 ,1M  карбонатном  буфере pH 9,5. Р еакц и ю  конъюгации вели при 
комнатной температуре. Ч ерез  3 ч д о б ав л я л и  15 мг боргидрида натрия 
и вели реакцию  ещ е 3 ч. Реакц ионн ую  смесь д и ал и зо в ал и  против 
200 объемов 0,01М ф осф атного  буфера pH  7,5, со держ ащ его  0,1М N aC l 
(буфер Б ) .

Выделение ком п лекса  [ТБ-ПХ] вели на колон ке  с сефадексом  G-200 
(3 ,2X 90  см ),  уравновеш енной буфером Б. П р о ф и л ь  элю ции представлен 
на рис. I. К онц ентрац ию  компонентов кон ью гата  [ТБ-П Х ] определяли 
спектроф отометрически по поглощению при Агво и Моз нм. М ольное соот
ношение пероксидазы  и тубулин а  в конью гате  [ТБ-ПХ] составило 1/2,4. 
Полученный кон ью гат  храни ли  в 0,5М ф осф атном  буфере p H  7,5 с 50 % 
глицерина при — 20 °С.

П олучение антисы вороток к тубулину вели по методу [6]. Кроликов 
им м унизировали  очищенным тубулином, п редварительн о  обработанны м 
д одецп лсульф атом  натрия  д л я  повышения его антигенности. И м м у н и за 
цию ж и вотн ы х вели смесыо м одифицированного  тубулин а  и полного 
адъю ванта  Ф рейнда  одни р аз  в две недели по 2,5 мг белка в течение д е 
вяти месяцев. К ровь у ж и вотн ы х  брали  из уш ной краевой  вены после д о 
стиж ения титра  антител к тубулину I : 8. Сы воротки хранили при 
— 20 °С.

Выделение моноспецифичных антител к тубулину вели аффинной 
хром атограф ией  антпсы вороток  на тубулнн-целлю лозе . Д л я  получения 
сорбента 50 г м икрокристаллической  ц еллю лозы  отм ы вали  дисти лли ро
ванной водой и суспендировали  в 250 мл 0,1М цитратно-ацетатного  бу
ф ера  pH  4,25. К. суспензии п ри бавляли  10 г п ерй одата  натрия и 60 мин 
перем еш ивали  на магнитной меш алке. З а т е м  пром ы вали  активи рован
ную целлю лозу  дисти лли рован н ой  водой. П р е п а р а т  тубулина, очищен
ный на ф осф оцеллю лозе  (150 мг), в 0,01М карбон атн ом  буфере pH 9,5 
вносили в суспензию активированной целлю лозы  и перемеш ивали при 
комнатной тем п ературе  в течение 3 ч, затем  д о б а в л я л и  I г пербората  н а т 

АЛ

Рис. I. Проф иль элюции коньюгата [ТБ-ПХ] на к о 
лонке с сефадексом G -200

/ — поглощение при ^so нм; 2 — поглощение при ?^0з нм

42



рия и п р о д о л ж ал и  реакц ию  еще 3 ч. По окончании реакции осадок цел
лю лозы  д ек ан ти р о в ал и  и пром ы вали  О,IM  N aCl. Количество с в я за в ш е 
гося с целлю лозой  тубулин а  определяли  по р азни це  внесенного в р е а к 
ционную смесь и со держ ащ егося  в промывной ж идкости  белка. С 50 г 
целлю лозы  связы вало сь  80 мг тубулина.

А нтисы воротку  к тубулину (150 мл) д и ал и зо в ал и  против 0,05М трис- 
H C l б уф ера  pH  6,9 с 0,2М N aC l (буфер В) и наносили на колонку с тубу- 
лин-ц еллю лозой  (3 ,2 X 1 5  см ),  уравновеш енную  буфером В. К олонку про
м ы вали  буфером  В до исчезновения поглощ ения при Агво нм в элюате. 
Э лю цию  антител вели буфером В, содерж ащ и м  4,5М MgCB- Моноспеци- 
фичные антитела  к  тубулину  ди ал и зо вал и  против 0,01М бикарбоната  
ам м ония  и ли оф илизовали .

Ход иммуноферментного анализа на тубулин. В лунки полистироль- 
ного п лан ш ета  р а зл и в а л и  по 0,2 мл антител и ин кубировали  при 37 °С. 
Р аствор  антител  через 60 мин сливали , в лунки вносили по 0,3 мл забу- 
ференного физиологического раствора, содерж ащ его  0,5% бычьего сыво
роточного альбум и на , и повторно инкубировали  при 37 0C 30 мин. После 
у дален и я  р аство р а  из ячеек в них вносили в 0,3 мл различное количество 
тубулина, ин кубировали  30 мин и д о б ав л я л и  по 0,02 мл конью гата 
[ТБ-ПХ]. И нкубац ию  п р о д о л ж ал и  еще 30 мин. З атем , удали в  смесь и про
мыв ячейки дисти лли рованной  водой, в них вносили по 0,3 мл р еакц ион
ной смеси, со держ ащ ей  0,006М о-дианизидина, 0,001М пербората  натрия 
в 0 , IM цитратно-ацетатн ом  буфере pH  6,0 с 0,5 % твина-20. Реакцию  
вели 30 мин при 30 0C и ф отом етрировали  при X m  нм.

В работе  использовались: п ероксидаза  хрена P z 403/280 =  2,5, п лан ш е
ты д ля  иммунологических реакций, бычий сывороточный альбумин, 
адъю вант Ф рейнда  («Calbiochem », С Ш А ), твин-20 («Merck», Ф Р Г ) ,  
о-дианизидин, перй одат  натрия, боргидрид натрия  и другие реактивы 
отечественного производства  м арки  «хч».

Результаты и их обсуждение

Пероксидазная активность коньюгата [ТБ-ПХ] бы ла изучена в р е а к 
ции окисления о -дианизидина (о-ДА) перборатом  натрия  при 30 °С. Д л я  
[ТБ-ПХ] получена зависимость  скорости окисления субстрата  от его кон
центрации, из которой вычислены кинетические п арам етры  реакции пе- 
роксидазного  окисления: ккат =  3,03 • IO4 с-1 ; К м  =  1,0 • IO-4 М; V =  
=  7,57 • 10~7 М/с. К онью гат  сохран яет  каталитические  свойства, но срод
ство субстрата  и каталитические  константы несколько ниж е в сравнении 
с их значениям и д ля  немодиф ицированной пероксидазы  [7].

Н а-р и с .  2 п ок азан а  зависи м ость  скорости окисления о-ДА  конъюга
том [ТБ-П Х ] от концентрации антител, сорбированны х в л у н к ах  п л а н 
шета. Н аи б о л ее  полная  сорбция антител на стенках  лунок планш ета  д о 
стигается при внесении в лунку  0,15 мг белка моноспецнфичных антител

к тубулину. П ри этом сор
бированны е антитела э ф 
фективно взаим одейство
вали  с тубулином конъю
гата  [ТБ-ПХ]. О п ти м ал ь
ное врем я  взаимодействия 
антител и [ТБ-ПХ] состав
ляет  30 мин при 3 7 0C.

Иммунофермен т н ы й  
анализ тубулина. При 
37 0C в течение 60 мин ин
кубировали  моноспеци- 
фичные антитела  к тубу
лину в л у н к ах  планш ета 
(оптим альное  содерж ание  
белка  0,02 м г /м л) .  И м м у 

Рис. 2. Зависим ое!ь  скорости окисления о-дианизиди- 
на конъюгатом [ТБ-ПХ] от концентрации антител
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ноглобулины  сорбирую тся на стенках  лунок 
план ш ета .  П о сл ед у ю щ ая  инкубация  с забуфе- 
ренным ф израствором , со держ ащ ем  0,5 % 
бычьего сывороточного альбумина, приводит 
к более  полному покрытию  поверхности лунок 
сорби рованны м  альбум ином , что п ред отвра
щ ае т  неспецифическую сорбцию коньюгата 
[ТБ-ПХ] полистиролом  плаш ек. П осле  у д а л е 
ния из лунок р аство р а  в них вносили 0,3 мл 
р аств о р а  тубули н а  различной концентрации и 
через 30 мин при ли вали  0,02 мл раствора 
кон ью гата  (3,1- IO^11 М ).  И нкубац ия  п родол
ж а л а с ь  ещ е 30 мин. Тубулин конкурирует  с 
кон ы огатом  [ТБ-ПХ] за  связы ван и е  с ан ти тел а 
ми к тубулину, сорби рованны м и на поверхно
сти лунки план ш ета:  чем выш е концентрация 
тубулина  в смеси, тем меньш е конью гата  св я 
зы в ается  с антителам и , и, следовательно, тем 
ни ж е  скорость пероксидазного  окисления о-ДА 
после уд ал ен и я  из лунки несвязавш и хся  ко м 
понентов. Активность кон ью гата  [ТБ-ПХ], с в я 
завш егося  с сорбированны м и в лунке  ан ти те
л ам и , в окислении о -Д А  оп ределяли  в стан дар тн ы х  условиях: 3 0 °С, 
в ци тратно-ацетатн ом  б уф ере  pH  6,0, содер ж ащ ем  0,4 мМ  о-Д А  и 1,0 мМ 
п ер б о р ата  натрия . Н а  рис. 3 представлен а  градуи ровочн ая  п р ям ая  в к о 
ординатах :  Ig [ТБ] — % св язы в ан и я  метки. К а к  следует  из рис. 3, л иней
ная  связь  м еж д у  процентом связавш егося  кон ью гата  и концентрацией 
тубулин а  из м озга  кры с н аблю дается  в д и ап азо н е  IO-9— IO-6 М.

Т аки м  образом , в описанных оптим альны х условиях  при кон центра
ции конью гата  [ТБ-ПХ] 3 ,1 - K H 1 M возм ож но определение тубулина из 
м озга  крыс п оряд ка  10“° М. Достоинством  метода является  его простота, 
доступность реагентов и возм ож ность  с высокой точностью определять 
уровень  тубулина  (как  нативного, т а к  и ден атури рованного)  в р азл и ч 
ных тканях .
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УДК 581.9(476.1)

Ю. А. БИБИКОВ  

О Х Р А Н Я Е М Ы Е  РАСТЕНИ Я МИНС КО Й ОБЛАСТИ

К атастроф ич ески  быстро н арастает  общ еп лан етарн ое  разруш ение 
биологического р азн о о б р ази я  — р азн о о б р ази я  видов, популяций, их при
родных сочетаний (сообществ, ф лор и ф а у н ) ,  слагаем ы х  ими экосистем. 
Этот процесс таит больш ую  угрозу для  вы ж и ван и я  человечества и со 
хранени я  биосферы как  сбалан си рован н ого  целого. Опасность его еще 
недостаточно осознана. Н еобходимы  неотлож ны е меры по расширению  
и усоверш енствованию  нац иональной сети охран яем ы х  территорий [ I ] .

Н а  к аф едр е  ботаники Белгосуниверси тета  им. В. И . Л ени на  с 1968 г.

%,СВЯЗ.

МТБ]
Рис. 3. Градуировочная 
прямая зависимости связы
вания коньюгата [ТБ-ПХ] 
от концентрации свободного  

тубулина
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