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ПРЕДИСЛОВИЕ

Учебное пособие создано в соответствии с учебным пла-
ном и базовой программой подготовки студентов по специ-
альности 1-31 01 01-02 Биология (научно-педагогическая дея-
тельность); специализация 1-31 01 01-02 05 Биохимия. Этот 
предмет завершает подготовку специалистов в 10-м семестре 
обучения студентов и предназначен для ознакомления обучае-
мых с характером биохимических исследований, проводимых 
в ряде вузов Министерства образования и научно-исследова-
тельских институтах Национальной академии наук Республи-
ки Беларусь. Учебное пособие не претендует на исчерпываю-
щую информацию о многогранных биохимических исследо-
ваниях белорусских ученых. Данное издание должно проде-
монстрировать то, что биохимические методы исследования 
активно внедряются в фундаментальные и прикладные иссле-
дования не только в общепризнанных и авторитетных науч-
ных и педагогических центрах г. Минска, но и в других горо-
дах республики.

Изучение современных проблем биохимии служит для до-
стижения основной цели: подготовить выпускника-биохимика 
к профессиональной деятельности и сократить время его 
адаптации к решению научных, производственных и учебных 
биохимических задач. В соответствии с этим пособие включа-
ет материалы по применению биохимических методов in sili-
co (компьютерное моделирование), in vitro и in vivo. В матери-
алах книги содержится более 190 методик биохимического 
анализа, 50 таблиц, более 90 рисунков, около 200 источни-
ков литературы. Потребность в таком издании вызвана 
тем, что стремительное развитие технологий биохимических 
исследований сокращает навыки биохимика-исследователя до 
этапа пробоподготовки, а остальное выполняют приборы. 

Наряду с классическими методами выделения и изучения 
ферментов, оценки обмена белков, углеводов, липидов, нукле-



иновых кислот, состояния энергетического обмена, свободно-
радикальных процессов в пособии представлены методы им-
мунохимического анализа, молекулярно-генетических иссле-
дований, анализа данных банков нуклеотидных и аминокис-
лотных последовательностей макромолекул, исследование 
нанофлюидики. В практическом отношении будут полезными 
методики изучения фагоцитоза, апоптоза, некроза, биохими-
ческих характеристик тканей животного и растительного про-
исхождения.

Глава 1 написана В.В. Хрусталевым, Е.В. Барковским, 
Д.Я. Задорожным; гл. 2 – А.С. Дроздовым, С.Б. Бокутем; 
гл. 3 – А.Ф. Макарчиковым; гл. 4 – Е.М. Дорошенко, 
В.Ю. Смирновым; гл. 5 – В.Н. Никандровым, Н.С. Пыжо-
вой; гл. 6 – Л.И. Надольник, О.И. Валентюкевичем; гл. 7 – 
А.И. Грицуком; гл. 8 – Э.П. Титовцом; гл. 9 – Л.М. Караедовой; 
гл. 10 – А.Н. Бородинским, И.К. Дремзой; гл. 11 – В.У. Бу ко, 
О.Я. Лукивской, Е.Е. Нарутой; гл. 12 – Л.Б. Заводником, 
Е.А. Лап шиной, В.Т. Чещевиком, И.К. Дремзой, И.Б. Заводни-
ком; гл. 13 – Е.И. Коваленко, А.А. Чиркиным; гл. 14 – 
Е.О. Данченко; гл. 15 – Н.В. Пивень; гл. 16 – С.Б. Мельновым, 
Т.Л. Лебедь, В.Н. Ки пенем; гл. 17 – Т.А. Толкачевой, И.М. Мо-
ро зовой, Г.В. Ляхновичем; гл. 18 – Е.В. Морозовой, Л.Н. Ни-
колаевич, А.А. Чиркиным.



ГЛ А В А 5. МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
ПРОТЕОЛИЗА

Среди универсальных механизмов регуляции метаболизма 
и функций организма важное место занимают реакции проте­
олиза. Они реализуются во всех живых организмах, играют 
важную роль в репродукции вирусов и, по-видимому, в транс­
формации белка прионов в его патологическую форму - 
PrPsc - и амплификации этого патологического белка.

Значение протеолиза в жизнедеятельности клетки сопоста­
вимо с таковым клеточного дыхания, а в некоторых случаях 
и превосходит его. Известен ряд организмов, являющихся об­
лигатными анаэробами и не нуждающихся в кислороде. 
В то же время без протеолитических реакций такие организ­
мы не обходятся. Примером могут служить возбудители газо­
вой гангрены - Clostridium perfringens, Clostridium histoly- 
ticum.
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5.1. Биологическая роль протеолиза

Протеолиз тотальный (расщепление белка до малых пеп­
тидов и АК) обычен для пищеварения, разрушения удаляемых 
из биосистемы белков, а ограниченный (расщепление в белке 
немногих пептидных связей, часто даже одной) - для регуля­
ции целого ряда биохимических процессов.

Фактически во всех основных патологических процессах 
реакции протеолиза играют ключевую роль, так как без них 
немыслимы гемостаз, регуляция кровяного давления, моди­
фикация неклеточного матрикса, миграция клеточных эле­
ментов, ряд иммунных реакций, метастазирование опухолей 
и т.д. Только у человека известно по меньшей мере 70 за­
болеваний, обусловленных дефектами генов, кодирующих 
образование компонентов протеолиза. Именно в силу этих 
обстоятельств компоненты протеолиза, соединения, ингиби­
рующие отдельные реакции, используются в клинической 
медицине в качестве средств заместительной и патогенети­
ческой терапии. Реакции протеолиза используются также 
в качестве диагностических тестов при разнообразных забо­
леваниях. Поле исследовательской деятельности необычай­
но широко, что обусловлено прежде всего разнообразием 
протеолитических реакций и вовлекаемых в данные реак­
ции соединений. Фактически каждый год литература сооб­
щает о новых протеиназах, их субстратах, ингибиторах. На­
капливаются все новые материалы о значении реакций про­
теолиза в патогенезе ряда заболеваний.

Тем не менее возможности оценки состояния звеньев про­
теолиза в регуляции физиологических процессов или в диаг­
ностическом плане пока используются в ограниченном мас­
штабе. Более того, несмотря на чрезвычайно большую значи­
мость проблемы протеолиза, структурно-функциональная ор­
ганизация его системы, регуляция ее на молекулярном, 
клеточном и системном уровнях, механизм расщепления про­
теиназами пептидной связи далеки от решения. Это логиче­
ски стимулирует дальнейшие исследования механизмов регу­
ляции протеолиза, прежде всего на молекулярном и клеточ­
ном уровнях.

За раскрытие механизма лишь одного из путей внутрикле­
точного протеолиза - убиквитин-опосредованного АТФ-акти- 
вируемого - израильские исследователи А. Цехановер, А. Герш- 
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ко и И. Роуз удостоены Нобелевской премии 2004 г. в области 
химии.

Методы исследования протеолиза многообразны, но боль­
шинство их сводится к регистрации расщепления низкомоле­
кулярных субстратов или же белков.

С помощью низкомолекулярных субстратов была получена 
ценная информация о первичной и вторичной субстратной 
специфичности ряда протеиназ, конфигурации активного цен­
тра, субстрат-связывающего участка, определены константы 
кинетики реакций. Такие субстраты достаточно стандартны. 
Однако чрезвычайно важно значение протеолиза для расщеп­
ления именно белков. И хотя стандартизировать такие суб­
страты сложнее (что, кстати, может являться причиной рас­
хождения в результатах анализа одних и тех же реакций 
разными исследователями), при изучении их расщепления не­
редко получают более многогранную картину, дающую объем­
ную информацию для размышлений и постановки перспек­
тивных задач работы. По этой причине изложим лишь не­
сколько примеров использования низкомолекулярных суб­
стратов для изучения протеолиза, сосредоточивая большее 
внимание на приемах изучения расщепления белковых суб­
стратов.

В литературе описаны многочисленные варианты одного 
и того же метода. В настоящей главе изложены методы изуче­
ния протеолиза, которые взяты из различных источников ли­
тературы и в свое время были хорошо проработаны в лабора­
тории биохимии НИИ эпидемиологии и микробиологии Ми­
нистерства здравоохранения Беларуси, а в настоящее время 
используются и дополняются в лаборатории регуляторных 
белков и пептидов Института физиологии НАН Беларуси.

В процессе многолетней работы обнаружено, что, напри­
мер, в исследованиях расщепления фибринового геля предпо­
чтительно использовать фосфатный буферный раствор. В по­
следующем это подтвердилось и в работе с другими белками- 
субстратами. В итоге совокупность фактов вылилась в пред­
ставления о «фосфатном эффекте» в протеолизе, суть которого 
детально изложена в [1, 2].

При выполнении исследований на фоне устранения данного 
феномена рекомендуется использовать методы лизиса фибри­
новых пластин или лизиса белков-субстратов в тонком слое 
агарового геля. Причем пластины субстрата следует готовить 
без использования солей неорганического ортофосфата.
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В ряде случаев для изучения протеолиза требуется получе­
ние очищенных образцов протеиназ и зимогенов. Ниже при­
ведены методы получения образцов плазминогена человека 
(Lys-формы) и тканевого активатора плазминогена.

5.2. Методы определения активности 
протеолитических ферментов

Существует несколько методических подходов для оценки 
активности протеолитических ферментов.

Определение активности протеиназ по расщеплению 
бензоил-аргинин-р-нитроанилида. Принцип метода", при 
расщеплении нитроанилидного субстрата высвобождается 
р-нитроанилин, количество которого определяют спекгрофо- 
тометрически по величине абсорбции при 405 нм.

Реактивы".
• бензоил-аргинин-р-нитроанилид (BAPNa), 100 мМ рас­

твор в диметилсульфоксиде (43,5 мг/мл);
• 0,1 М Tris-HCl-буфер, pH 8,0 (25 мл 0,4 М Tris-HCl-бу- 

фера -1,21г, смешивают с 5 5 мл 0,1 М раствора НС1 и доводят 
дистиллированной водой до 100 мл);

• ЭДТА динатриевая соль, водный раствор, 0,93 мг/мл;
• р-нйтроанилин;
• 50 %-ный водный раствор ТХУ.
Ход анализа", в две пробирки вносят по 2,91 мл Tris-HCl-бу- 

фера, 30 мкл раствора ЭДТА, 30 мкл BAPNa. Затем в опыт­
ную пробирку вносят 30 мкл раствора энзима и инкубируют 
при температуре 37 °С в течение 30 мин - 12 ч (это зависит от 
активности исследуемого материала; время инкубации необ­
ходимо определить в предварительном эксперименте) и изме­
ряют величину абсорбции при 405 нм. В контрольную про­
бирку вносят 30 мкл дистиллированной воды и также измеря­
ют величину абсорбции (контроль за спонтанным гидролизом 
субстрата). Из изменений величины абсорбции опытной про­
бы вычитают таковую контрольной пробы. Если растворы аб­
солютно прозрачны (например, исследуют очищенные энзи­
мы), проводить измерения можно без добавления ТХУ.

Активность выражают в микромолях расщепленного суб­
страта в единицу времени. Строят калибровочный график по 
р-нитроанилину, для чего готовят серию растворов нитроани­
лина, содержащих от 25 до 250 нм реактива в объеме 3 мл.

135



Для расчета можно использовать коэффициент молярной 
экстинции р-нитроанилина при 405 нм, который равен 
10,4 мМ-1 • см1.

Расщепление BAPNa использовано также в комплексном 
методе определения активности трипсиноподобных протеи­
наз и белков-ингибиторов протеиназ в плазме крови [3].

Если же активность исследуют в мутных образцах, напри­
мер гомогенатах ткани, то по истечении срока инкубации ре­
акцию останавливают добавлением 0,3 мл 50 %-ного раствора 
ТХУ. Образующийся осадок удаляют центрифугированием 
при 8000 об/мин в течение 30 мин. В контрольные пробы ана­
лизируемый раствор энзима вводят в инкубационную смесь 
после добавления раствора ТХУ.

Определение активности плазмина по расщеплению 
хромогенного субстрата. Принцип метода', при расщепле­
нии нитроанилидного субстрата высвобождается /?-нитро- 
анилин, количество которого определяют спектрофотометри­
чески по величине абсорбции при 405 нм [4].

Реактивы:
• H-D-Val-Leu-Lys-pNa ■ 2НС1 (S-2251);
• 0,1 М Tris-HCl-буфер, pH 7,4;
• 50 %-ный водный раствор ледяной уксусной кислоты.
Ход анализа: в две пробирки вносят по 0,1 мл раствора 

S-2251, по 2,5 мл 0,1 М Tris-HCl-буфера. Затем в опытную 
пробирку добавляют исследуемый образец - 0,4 мл (0,8 мг/мл 
плазмина), обе пробирки инкубируют при температуре 37 °С 
в течение 3 мин, добавляют по 0,5 мл 50 %-ного раствора ук­
сусной кислоты и учитывают оптическую плотность при 
405 нм против контрольной пробы, куда исследуемый образец 
вносят после уксусной кислоты.

В очищенных образцах плазминогена этот метод позволяет 
определять менее чем 0,1 % плазминовой активности.

Определение активности урокиназы по расщеплению 
хромогенного субстрата. Принцип метода: тот же, что при 
определении активности плазмина. При этом используют хро­
могенный субстрат, специфичный для урокиназы.

Реактивы:
• Bz-Ala-Gly-Arg-4pNa (Chromozym U), Mr 586,6;
• 0,05 M Tris-HCl-буфер, pH 7,4;
• 10 %-ный водный раствор лимонной кислоты.
Ход анализа: в две пробирки вносят по 1,6 мл 0,05 М Tris- 

HCl-буфера, pH 7,4 и по 0,2 мл раствора субстрата (100 мкМ). 
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В опытную пробирку добавляют 0,2 мл раствора исследуемо­
го образца, а в контрольную - 0,2 мл буфера. Перемешивают 
содержимое пробирок и инкубируют при температуре 37 °С 
в течение 3-30 мин (это зависит от активности исследуемого 
материала; время инкубации необходимо определить в пред­
варительном эксперименте). Затем добавляют по 0,5 мл рас­
твора лимонной кислоты. Измеряют величину абсорбции 
опытной пробы против контрольной при 405 нм.

Активность энзима выражают в Е/мл (U/ml) и рассчитыва­
ют по формуле

у
Ед/мл =------------ ДЛ/мин,

V’e405 -d

где V - объем смеси; v - объем образца (0,2 мл); е405 - коэф­
фициент абсорбции />-нитроанилина, е405 = 10,4 мМ 1 • см1; 
d - длина оптического пути (1 см); ДА/мин - изменения аб­
сорбции в минуту.

Определение активности протеиназ по накоплению 
продуктов расщепления белков-субстратов. Принцип ме­
тода: метод основан на образовании в процессе расщепления 
белков протеиназами неосаждаемых ТХУ продуктов, концен­
трацию которых можно учесть по абсорбции при 280 нм 
(тирозинсодержащие пептиды) или уровню азота аминокис­
лот [5].

Реактивы:
• белки-субстраты (казеин по Гаммерстену, гемоглобин, 

фибриноген, желатин, сывороточный альбумин, протамин­
сульфат и др.). В качестве белка-субстрата можно применять 
любые водорастворимые белки. Однако при использовании 
сывороточного альбумина допустимы лишь образцы, не со­
держащие жирных кислот и свободные от примесей протеи­
наз, поскольку и те и другие существенно искажают результа­
ты анализа. При реализации этого метода казеин в качестве 
субстрата можно использовать в нейтральной и щелочной зо­
нах pH, но не в кислой, так как в кислой среде казеин выпада­
ет в осадок;

• буферные растворы в зависимости от цели исследования: 
0,2 М ацетатный буфер, pH 5,0, или 0,05 М Tris-HCl-буфер, 
pH 7,0, или 0,06 М калий-натрий фосфатный буфер, pH 7,0, 
или 0,7 М буфер бура-NaOH, pH 11,0, или другой необходи­
мый для анализа;
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• трихлоруксусная кислота, 5 %-ный водный раствор (хра­
нят в холодильнике);

• DL- или L-тирозин.
Приготовление субстратного раствора казеина приве­

дем отдельно, поскольку это сопряжено с некоторыми слож­
ностями: 0,5 г казеина по Гаммерстену вносят в колбу, прили­
вают 40 мл фосфатного буфера и 0,8 мл 1 М раствора NaOH. 
Выдерживают при перемешивании 40 мин, а затем помещают 
в кипящую водяную баню до полного растворения казеина. 
Затем содержимое колбы охлаждают до комнатной температу­
ры и осторожно при перемешивании доводят pH раствора ка­
зеина с помощью 1 М раствора НС1 до 7,4. Объем полученно­
го раствора белка доводят буфером до 50 мл. Раствор казеина 
хранят в замороженном состоянии при температуре -20 °С.

Приготовление стандартного раствора тирозина’, в мер­
ную колбу на 50 мл вносят 90,6 мг тирозина, 30 мл дистилли­
рованной воды и по каплям - 1 М раствор NaOH при взбалты­
вании содержимого колбы до полного растворения тирозина. 
Затем доводят объем дистиллированной водой до 50 мл. Это - 
маточный раствор, содержащий 10 мкмоль/мл тирозина. Его 
разводят дистиллированной водой в 10 раз. Затем готовят об­
разцы для калибровочного графика с содержанием тирозина 
в пробе от 0,1 до 4,0 мкМ в пробе при общем объеме каждой 
пробы 4,2 мл.

Ход анализа’, в центрифужную пробирку вносят 1 мл 
1 %-ного раствора белкового субстрата (в 0,2 М ацетатном бу­
фере, pH 5,0, или 0,05 М Tris-HCl-буфере, pH 7,0, или 0,06 М 
калий-натрий фосфатном буфере, pH 7,0, или 0,7 М буфере 
бура-NaOH, pH 11,0, или другом необходимом для анализа бу­
ферном растворе), а также исследуемый образец - 0,2 мл. 
Смесь инкубируют при температуре 37 °С в течение 1 ч, реак­
цию останавливают добавлением 3 мл охлажденной 5 %-ной 
ТХУ. Затем содержимое пробирки центрифугируют в течение 
20 мин при 9000 об/мин.

Контрольные пробы инкубируют без исследуемого образ­
ца, последний вносят перед добавлением ТХУ. Содержание 
кислоторастворимого тирозина рассчитывают по калибровоч­
ному графику. Активность протеиназы выражают в микромо­
лях кислоторастворимого тирозина, образующегося за 1 ч в 
пересчете на единицу объема или концентрации белка в ис­
следуемом образце.
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Если же в качестве субстрата используют белки, не содер­
жащие триптофана и тирозина, то после центрифугирования в 
супернатанте определяют концентрацию образовавшихся пеп­
тидов по реакции с нингидрином.

Определение содержания азота аминокислот с нингид­
риновым реактивом. Принцип метода', метод основан на 
измерении интенсивности окраски, образующейся при взаи­
модействии нингидрина с альфа-аминокислотами. При вос­
становлении красно-желтая окраска переходит в фиолетово­
синюю [6].

Реактивы', все работы по определению содержания амин­
ного азота выполняются с использованием воды, не содержа­
щей аммиака:

• нингидриновый реактив;
• 4 н ацетатный буфер, pH 4,54;
• 1 %-ный раствор аскорбиновой кислоты;
• уксусная кислота разведенная;
• стандартный раствор глицина.
Приготовление нингидринового реактива'. 1,2 г нингид­

рина («х.ч.» или перекристаллизованного) растворяют в 15 мл 
н-пропанола (раствор № 1); 30 мл н-бутанола смешивают с 
60 мл этиленгликоля и добавляют 9 мл 4 н ацетатного буфера, 
pH 4,54 (раствор № 2). Смешивают растворы № 1 и № 2. Реак­
тив хранят в темной посуде. Срок годности - 30 дней.

В случае загрязнения спиртов или использования старых 
реактивов их предварительно перегоняют - н-пропанол при 
температуре 97,2, н-бутанол - при температуре 117,7 и эти­
ленгликоль - при температуре 197,2 °С.

Приготовление ацетатного буфера'. 54,4 г CH3COONa х 
х ЗН2О растворяют в 100 мл дистиллированной воды. Полу­
ченный раствор кипятят в термоустойчивой посуде на элек­
троплитке до уменьшения объема вдвое. После охлаждения 
полученный раствор переносят в мерную колбу на 100 мл, 
приливают 30 мл ледяной уксусной кислоты и доводят общий 
объем водой до метки. Проверяют pH на pH-метре (должен 
соответствовать 4,54), хранят в сосуде с притертой пробкой.

Приготовление разбавленной уксусной кислоты'. 4 мл 
ледяной СН3СООН растворяют в 1,75 л дистиллированной 
воды.

Приготовление стандартного раствора глицина'. 535,6 мг 
глицина растворяют в дистиллированной воде в мерной колбе 
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на 1 л и доводят объем до метки. Полученный маточный рас­
твор разводят дистиллированной водой в 10 раз. Получают 
раствор с концентрацией аминного азота 50 мкг/мл.

Построение калибровочного графика. Из стандартного 
раствора готовят 7 рабочих растворов с содержанием амин­
ного азота от 5 до 35 мкг/мл с интервалом в 5 мкг. Затем 
в ряд пробирок вносят по 2 мл каждого из растворов, 3 мл 
нингидринового реактива и 0,1 мл 1 %-ного раствора аскор­
биновой кислоты. Перемешивают и выдерживают на кипя­
щей водяной бане 15 мин. Охлаждают и измеряют оптиче­
скую плотность при длине волны 580 нм в кюветах с толщи­
ной слоя 0,5 см. В качестве контроля используют пробу, в ко­
торую вместо стандартного раствора глицина вносят 2 мл 
воды.

Ход анализа", в центрифужную пробирку вносят 2 мл раз­
веденной уксусной кислоты и 2 мл исследуемого образца, 
предварительно разведенного (степень разведения следует 
выяснить в предварительном опыте) дистиллированной во­
дой. Пробирку помещают в холодную водяную баню. Баню 
доводят до кипения, после чего пробу выдерживают 5 мин. За­
тем пробу охлаждают и центрифугируют при 1500-3000 об/мин 
в течение 15 мин; 2 мл прозрачной надосадочной жидкости 
переносят в сухую пробирку. При необходимости (высокое со­
держание АК) надосадочную жидкость разводят в 20 или 
100 раз. Приливают 3 мл нингидринового реактива, 0,1 мл 
1 %-ного раствора аскорбиновой кислоты и перемешивают. 
Пробирку помещают в кипящую водяную баню на 15 мин, 
а затем охлаждают на воздухе. Оптическую плотность раство­
ров измеряют, как указано выше.

Измерения ведут против контрольной пробы, которая 
представляет собой 2 мл воды, обработанной так же, как об­
разец питательной среды. Концентрацию аминного азота в 
пробе находят по калибровочному графику. Содержание 
аминного азота в образце рассчитывают по формуле

Л — 1 1 ,
2

где X - количество аминного азота в 1 мл исходного образца, 
мг; С - концентрация аминного азота в пробе, мкг; X - коэф­
фициент пересчета разведения супернатанта; А - коэф­
фициент пересчета разведения исходной среды; 2 — коэффи­
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циент пересчета содержания аминного азота на 1 мл исходной 
среды.

Существует ряд случаев, когда в реакционную смесь при 
инкубации белка-субстрата с источником протеиназы вносит­
ся и исследуемый эффектор, который по своим свойствам ме­
шает после осаждения нерасщепленного белка ТХУ измере­
нию абсорбции при 280 нм или реакции с нингидрином. В та­
кой ситуации целесообразно вести учет не по образованию 
продуктов расщепления субстрата - белка, а по непрореагиро­
вавшему субстрату, т.е. нерасщепленному белку. В этой ситуа­
ции после осаждения нерасщепленного белка в контроле 
и опыте и отделения осадков центрифугированием их раство­
ряют в щелочи и определяют содержание белка хорошо из­
вестным и распространенным методом М.М. Брэдфорд [7]. 
Этот метод за последние десятилетия получил широкое рас­
пространение.

Определение азота пептидных фракций по методу Тор­
бан. Принцип метода', метод основан на различной осаждае- 
мости фракций белков и различающихся по молекулярной 
массе пептидов ТХУ различной концентрации и фосфорно- 
молибденовой кислотой. В полученных осадках затем опреде­
ляют содержание общего азота [8].

Реактивы.
• ТХУ: 6 %-ный водный раствор, 17 %-ный, 2 %-ный, 

8 %-ный;
• фосфорно-молибденовая кислота, 1 %-ный водный рас­

твор;
• калия гидрооксид, 1 М раствор.
Ход анализа', к 5 мл исследуемого образца приливают 5 мл 

6 %-ного раствора ТХУ и центрифугируют смесь при 6000 об/мин 
в течение 30 мин. Образуется осадок, содержащий фракцию 
белков.

Сливают надосадочную жидкость. К 4 мл надосадочной 
жидкости, перенесенной в чистую пробирку, приливают 4 мл 
17 %-ного раствора ТХУ и вновь центрифугируют при 
6000 об/мин в течение 30 мин. Получают осадок фракции вы­
сокомолекулярных пептидов.

Сливают надосадочную жидкость, 2 мл переносят в чис­
тую центрифужную пробирку, приливают 2 мл 1 %-ного рас­
твора фосфорно-молибденовой кислоты и центрифугируют 
при условиях, указанных выше. При этом осаждается фрак­
ция пептидов средней молекулярной массы.
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В полученной надосадочной жидкости находятся низкомо­
лекулярные пептиды, АК и гетероциклические соединения. 
Осадки, полученные при первом и втором фракционировании, 
промывают небольшим количеством соответственно 2 %-ного 
или 8 %-ного раствора ТХУ, а осадок после третьего фракцио­
нирования - 1 %-ного раствора фосфорно-молибденовой кис­
лоты.

Полученные осадки растворяют в 1 мл 1 М раствора КОН 
и переносят в колбы Кьельдаля для сжигания. Из надосадоч­
ной жидкости после третьего фракционирования отбирают 
1 мл и также переносят в колбу Кьельдаля. Минерализацию, 
колориметрическое определение азота проводят так же, как 
при определении общего азота реактивом Несслера. Количе­
ство азота в пробах находят по калибровочному графику, а его 
количество во фракциях рассчитывают по следующим фор­
мулам:

х -а^2'5-

_а3-4.2,5. 
Хз~~Т~’

^4-4-4-2,5
4 5

где Х{, Х2, Ху Х4 - количество азота соответственно белков, 
среднемолекулярных, высокомолекулярных, низкомолекуляр­
ных пептидных фракций в 1 мл исследуемого образца; av 
а2, а3, а4 - концентрация азота в указанных фракциях; 2,5 - 
коэффициент пересчета на объем первой надосадочной жид­
кости; 4 - коэффициент пересчета на объемы второй и тре­
тьей надосадочной жидкости; 5 - коэффициент пересчета на 
1 мл образца.

Определение общего азота с реактивом Несслера. Прин­
цип метода', метод основан на способности ионов аммония 
давать интенсивное красно-желтое окрашивание с реактивом 
Несслера, которое обусловлено образованием комплексного 
соединения ртути.

Реактивы.
• кислота серная концентрированная, «х.ч.»;
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• натрия гидрооксид, 10 %-ный водный раствор;
• реактив Несслера (10 г Hgl2 растворяют в небольшом ко­

личестве дистиллированной воды в ступке и переливают в 
склянку из темного стекла. Затем туда добавляют 5 г KI. В ос­
тавшейся от объема 100 мл дистиллированной воде растворя­
ют 20 г NaOH, охлаждают и переливают в склянку. Реактив 
выдерживают в течение недели для осаждения избытка солей 
ртути, а над осадком образуется прозрачная светло-желтая 
жидкость. Ее осторожно сливают в склянку из темного стек­
ла); можно пользоваться готовым реактивом Несслера;

• сульфат аммония, «х.ч.»;
• Н2О2, 30 %-ный раствор.
Приготовление стандартного раствора сульфата ам­

мония: 237,6 мг сульфата аммония растворяют в мерной кол­
бе на 1 л и доводят объем дистиллированной водой до метки. 
Содержание азота в таком растворе составляет 50 мкг/мл.

Построение калибровочного графика: из стандартного 
раствора готовят 10 рабочих растворов с концентрацией азота 
от 2 до 20 мкг/мл с интервалом 2 мкг/мл. В ряд пробирок вно­
сят по 1 мл каждого из растворов, приливают по 8 мл дистил­
лированной воды, 1 мл 10 %-ного раствора NaOH и по 1 мл 
реактива Несслера. После перемешивания содержимого про­
бирок измеряют оптическую плотность при длине волны 
453 нм. Контролем служит проба, в которую вместо раствора 
сульфата аммония внесен 1 мл дистиллированной воды. Калиб­
ровочную кривую строят, откладывая по оси ординат показа­
ния колориметра, а по оси абсцисс - концентрацию азота 
в пробе.

Ход анализа: в колбу Кьельдаля вносят 1 мл исследуемого 
образца, предварительно разведенного дистиллированной во­
дой (степень разведения зависит от концентрации исследуе­
мого материала, кратность разведения следует определить 
опытным путем). Приливают 1 мл концентрированной H2SO4 
и нагревают смесь на электроплитке до испарения воды. Кол­
бу охлаждают на воздухе и вносят 2-3 капли Н2О2.

Минерализацию продолжают до полного обесцвечива­
ния смеси. Колбу охлаждают, содержимое количественно пе­
реносят в мерную пробирку на 10 мл, смывая колбу несколь­
ко раз дистиллированной водой. Доводят объем дистиллиро­
ванной водой до 10 мл. Затем 1 мл полученного раствора пе­
реносят в чистую пробирку, добавляют 8 мл Н2О и 1 мл
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10 %-ного раствора NaOH, а затем - 1 мл реактива Несслера. 
Перемешивают содержимое и измеряют оптическую плот< 
ность при длине волны 453 нм, используя в качестве контро­
ля смесь из 9 мл Н2О, 1 мл 10 %-ного раствора NaOH и 1 мл 
реактива Несслера.

Содержание азота в пробе определяют по калибровочно­
му графику. Количество общего азота в образце находят по 
формуле

Х=аВ,

где X - количество общего азота в 1 мл образца; а - количе­
ство азота в пробе; В - коэффициент пересчета разведения.

Определение активности стрептокиназы методом се­
рийных разведений. Принцип метода: стрептокиназа, вы­
зывая активацию прочносвязанного с фибриногеном человека 
плазминогена в активную протеиназу плазмин, инициирует 
таким образом растворение фибринового сгустка, образуемо­
го в реакционной смеси при действии тромбина на фибрино­
ген [9].

Реактивы:
• 0,06 М фосфатный буфер, pH 7,4 (использование Tris-HCl 

или карбонатных буферов нежелательно);
• фибриноген человека «М» лиофильно сухой;
• тромбин человека лиофильно сухой;
• международный стандарт ВОЗ «стрептокиназа-стрепто- 

дорназа».
Ход анализа: в ряд пробирок, начиная со второй, вносят 

по 0,2 мл фосфатного буфера. Затем в первую и вторую про­
бирки добавляют по 0,2 мл исследуемого образца. Содержи­
мое второй пробирки перемешивают повторным пипетирова- 
нием, отбирают 0,2 мл смеси и переносят в третью пробирку. 
Повторяют процедуру перемешивания и 0,2 мл смеси перено­
сят в следующую пробирку и т.д.

Таким образом получают ряд серийных разведений иссле­
дуемого образца (1 : 2, 1 : 4, 1 : 8 и т.д.). Затем во все пробир­
ки, содержащие по 0,2 мл каждого из разведений, вносят по 
0,1 мл раствора тромбина (30 ед/мл) в 0,9 %-ном растворе 
NaCl и по 1,0 мл раствора 0,1 %-ного раствора фибриногена 
в указанном фосфатном буфере. Пробирки инкубируют при 
температуре 37 °С, учитывая разведение, при котором лизис 
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образующегося фибринового сгустка полностью завершается 
sa 30 мин.

В отдельную пробирку (контроль) вносят фосфатный буфер, 
растворы тромбина и фибриногена. Образующийся фибрино­
вый сгусток не должен распадаться в процессе инкубации при 
температуре 37 °С и после завершении ее в течение 2 ч.

Следует обращать внимание на характер образующихся 
фибриновых сгустков. Они должны быть плотными, «стекло­
видными». Это свидетельствует о хорошем качестве фибрино­
гена.

Поскольку активность стрептокиназы принято выражать 
в международных единицах (МЕ/мл), готовят1 также разведе­
ния и международного стандарта, проводят в дальнейшем со­
поставление результатов определения активности исследуе­
мого и стандартного образцов.

Определение плазминоген-активаторной способности 
активаторов плазминогена или прямой фибринолитиче­
ской активности методом лизиса фибриновых пластин. Прин­
цип метода’, активаторы плазминогена активируют прочносвя­
занный с фибриногеном плазминоген, переводя его в активную 
протеиназу плазмин, который расщепляет пленку предобразо- 
ванного геля фибрина, образуя зоны лизиса, размер которых со­
ответствует активности испытуемого образца.

Реактивы’.
• 0,06 М фосфатный буфер, pH 7,4;
• фибриноген человека «М» лиофильно сухой;
• тромбин человека лиофильно сухой.
Для исследования активаторной функции той же стрепто­

киназы при воздействии на нее различных факторов целесо­
образно использовать фибринолитический метод Т. Аструпа - 
С. Мюлерца [10, 11], предложенный ими для активаторов, за­
ключающийся в лизисе фибриновой пластины образующимся 
плазмином.

Характерной особенностью данной модели является то, 
что активатор плазминогена (стрептокиназа или иной) вно­
сится в систему уже после формирования фибринового геля. 
Это полностью выключает действие на активацию плазмино­
гена реакций фибринообразования и влияние на последние 
продуктов гидролиза плазмином фибриногена, а также и не­
посредственно самого плазмина.

Более того, использование модели с предобразованным 
фибриновым гелем позволяет резко уменьшить влияние раз-
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личных факторов на инициируемый стрептокиназой фибрино­
лиз через фибринообразование.

Ход анализа-. фибриновую пластину готовят следующим 
образом. Фибриноген растворяют в 0,06 М фосфатном буфе­
ре, pH 7,4, а тромбин - в 0,15 М растворе NaCl или в дистил­
лированной воде.

В одну пробирку вносят 9,0 мл раствора человеческого фиб­
риногена (3 мг белка/мл), а в другую - 0,2 мл раствора тром­
бина (100 ед/мл).

На строго горизонтальной поверхности (для этого нужно 
поместить в определенное место рабочего стола эмалирован­
ную кювету и залить ее расплавленным парафином, уровень 
которого установится строго горизонтально; после застыва­
ния на поверхность парафина следует положить лист стекла 
подходящего размера, что предотвратит погружение чашек 
Петри в парафин в случае значительного количества таковых 
и необходимости размещения их в 2-3 яруса (это особенно 
важно при термостатировании чашек); кювету с застывшим 
парафином нельзя перемещать в другое место) помещают 
чашку Петри (не имеющую дефектов дна), быстро смешива­
ют содержимое двух пробирок, повторно переливая содержи­
мое первой во вторую, а затем - содержимое второй в первую, 
и выливают в чашку Петри.

Чашку закрывают верхней половиной, в которую помеща­
ют диск фильтровальной бумаги (обязательно!). После обра­
зования геля пластины выдерживают 1 ч при комнатной тем­
пературе. Затем на поверхность геля наносят по 10 мкл иссле­
дуемых образцов (на одну пластину, в зависимости от актив­
ности исследуемых образцов, можно нанести 4-6 образцов), 
инкубируют пластины в термостате при температуре 37 °С в 
течение 20 ч на строго горизонтальной поверхности и учиты­
вают площадь зон лизиса в квадратных миллиметрах. В этих 
целях проецировали зоны лизиса при подсветке лампой на 
миллиметровую бумагу и находили площадь путем взвешива­
ния бумажных дисков на аналитических весах.

Обычно метод Аструпа - Мюллерца не привлекает иссле­
дователей из-за значительного разброса результатов в парал­
лельных определениях - некоторые авторы наблюдали коле­
бания в параллельных определениях не менее 20 %.

В специальных опытах нами было установлено, что введе­
ние трех довольно простых приемов (подбор чашек без де- 
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фектов дна, приготовление и инкубация пластин на горизон­
тальной поверхности, учет площади зон лизиса по проекции 
вместо рекомендуемого произведения диаметров, пересекаю­
щихся под углом 90° (Т. Аструп и др., 1971)) позволило свести 
различия в параллельных определениях до 7 %. При соблюде­
нии вышеуказанных условий, хорошей технике исполнения и 
некотором навыке зоны лизиса получаются практически иде­
ально округлыми. Кроме того, есть еще одна важная деталь. 
Новые чашки Петри следует обработать хромовой смесью 
и тщательно выполоскать водопроводной и дистиллирован­
ной водой.

Использованные в подобных анализах чашки следует ме­
ханически очистить от геля, вымыть с применением соды 
или моющих средств, после чего тщательно сполоснуть 
0,1 М раствором НС1 и вымыть водопроводной и дистилли­
рованной водой. Чашки можно кипятить в дистиллирован­
ной воде, использование при этом моющих средств недопу­
стимо.

В случаях когда необходимо исследовать активность образ­
цов плазмина или плазминогена, активированного стреп­
токиназой или другими активаторами, следует использовать 
пластины фибрина после предварительной инактивации содер­
жащегося в них собственного плазминогена. Наиболее широко 
для этой цели применяется прогревание пластин в узком диапа­
зоне температуры: 86-90 °С.

Данный прием, однако, имеет существенный недостаток: 
при нагревании происходит испарение жидкой фазы, дегид­
ратация геля. Как показали специальные исследования, при 
термоинактивации теряется около 15 % жидкой фазы, что 
приводит к изменению свойств геля, зоны лизиса получают­
ся с рваными краями, гель растрескивается. В итоге точ­
ность определения снижается. Поэтому для инактивации 
собственного плазминогена фибриновых пластин нами 
было предложено облучение их жесткими УФ-лучами при 
комнатной температуре, например лампой ПРК-4 (мощ­
ность излучения 18 Вт), в течение 10-30 мин на расстоянии 
35-45 см [12].

Указанный прием полностью уничтожает плазминоген, но 
не вызывает дегидратации геля фибрина. В итоге зоны лизиса 
получаются правильной формы с ровными краями, что повы­
шает точность исследований.
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Данный метод может быть использован при исследовании 
фибринолитической активности любых протеиназ. Адекват­
ность подобного метода проверена на примере рН-зависи- 
мости расщепления фибринового геля пепсином свиньи. Для 
этого фибриновый гель приготовили не на фосфатном буфере, 
а на 0,15 М растворе хлорида натрия. Величину pH аликвот 
раствора пепсина достигали, используя 0,1 М раствор НС1 или 
0,2 М ацетатный буфер. Полученная pH-зависимость расще­
пления пепсином фибринового геля (рис. 5.1) хорошо согласу­
ется с данными литературы о pH-оптимуме лизиса белков 
пепсином.

Рис. 5.1. Зависимость фибринолитической активности пепсина свиньи 
от pH растворителя

Определение расщепления белков-субстратов протеи­
назами методом лизиса белков в тонком слое агарового 
геля. Принцип метода’, принцип аналогичен таковому при 
использовании фибриновых пластин. Однако в данном случае 
субстратом служат водорастворимые белки, гомогенное рас­
пределение которых обеспечивается агаровым гелем. Это по­
зволяет вести исследования и при экстремальных величинах 
pH или в присутствии тех реагентов, которые вызывают выпа­
дение белков из раствора в осадок.

Реактивы.
• бактоагар типа «Difco»;
• белки-субстраты (казеин по Гаммерстену, гемоглобин, 

фибриноген, желатин, сывороточный альбумин, протамин­
сульфат и др.).
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В качестве белка-субстрата можно использовать любые во­
дорастворимые белки. Однако при использовании сывороточ­
ного альбумина допустимы лишь образцы, не содержащие 
жирных кислот и свободные от примесей протеиназ, посколь­
ку и те и другие существенно искажают результаты анализа. 
При работе этим методом казеин в качестве субстрата можно 
применять в нейтральной и щелочной зонах pH, но не в кис­
лой, так как в кислой среде казеин выпадает в осадок;

• буферные растворы в зависимости от цели исследования: 
0,2 М ацетатный буфер, pH 5,0, или 0,05 М Tris-HCl буфер, pH 
7,0, или 0,06 М калий-натрий фосфатный буфер, pH 7,0, или 
0,7 М буфер бура-NaOH, pH 11,0, или другой необходимый для 
анализа;

• хлорная кислота НС1О4,1 М водный раствор.
Приготовление белок-агаровых пластин требует соблю­

дения тех же условий, что и при приготовлении фибриновых 
пластин (горизонтальная поверхность, качество чашек Петри, 
характер их подготовки, диск фильтровальной бумаги в верх­
ней половине чашки).

Для получения каждой пластины в одной пробирке навеску 
100 мг агара растворяют в 5 мл соответствующего буферного 
раствора на кипящей водяной бане до полного растворения.

Во второй пробирке навеску 100 мг белка-субстрата рас­
творяют в 5 мл соответствующего буферного раствора, если 
необходимо - при нагревании.

Полученный расплавленный агар следует охладить до тем­
пературы приблизительно 60 °С, быстро смешать с раствором 
белка и вылить смесь в чашку Петри на горизонтальной по­
верхности.

После остывания белок-агаровой пластины чашку закры­
вают верхней половиной, в которую помещают диск фильтро­
вальной бумаги (обязательно!).

Ход анализа-, на поверхность геля наносят по 10 мкл ис­
следуемых образцов (на одну пластину в зависимости от ак­
тивности исследуемых образцов можно нанести 4-6 образ­
цов), инкубируют пластины в термостате при температуре 
37 °С в течение 20 ч на строго горизонтальной поверхности. 
Для визуализации зон лизиса белок-агаровые пластины обра­
батывают раствором хлорной кислоты и учитывают площадь 
зон лизиса в квадратных миллиметрах.

Определение активности плазминогена по лизису казеи­
на. Принцип метода: под действием стрептокиназы плазми­

149



ноген быстро превращается в активную протеиназу - плазмин, 
которая расщепляет казеин с образованием кислотораствори­
мых продуктов, содержащих остатки тирозина. Количество 
кислоторастворимого тирозина учитывают спектрофотомет­
рически.

Реактивы:
• казеин по Гаммерстену;
• 0,1 М калий-натрий фосфатный буфер, pH 7,4;
• стрептокиназа (раствор в 0,15 М растворе NaCl, содержа­

щий 1250 МЕ/мл стрептокиназы);
• 15 %-ный водный раствор ТХУ;
• DL- или L-тирозин.
Ход анализа: в две центрифужные пробирки вносят по 

1,0 мл 4 %-ного раствора казеина в фосфатном буфере, по 
1,0 мл раствора исследуемого образца в том же буфере. Затем 
в опытную пробирку вносят 0,2 мл раствора стрептокиназы и 
0,8 мл фосфатного буфера, а в контрольную - 1,0 мл фосфат­
ного буфера.

Тщательно перемешивают содержимое пробирок и инку­
бируют их при температуре 37 °С в течение 30 мин при посто­
янном перемешивании. Затем в обе пробирки добавляют по 
3,0 мл раствора ТХУ. Через 15 мин содержимое пробирок 
центрифугируют при 3000 об/мин в течение 15 мин, измеряют 
величину абсорбции прозрачного супернатанта опытной про­
бирки против такового контрольной при 280 нм.

Количество кислоторастворимого тирозина в пробе нахо­
дят по калибровочному графику.

За одну казеинолитическую единицу принимают актив­
ность, при которой из казеина на 1 мл исследуемого образца 
на 1 ч образуется 450 мкг кислоторастворимого тирозина.

Определение активности Са2+-активируемых протеи­
наз (кальпаинов). Принцип метода: метод аналогичен тому, 
который описан ранее для определения активности протеиназ 
по расщеплению белков-субстратов [13].

Реактивы:
• казеин по Гаммерстену, готовят 0,2 %-ный раствор, как 

описано выше;
• 0,1 М Tris-HCl-буфер, pH 7,2;
• водные растворы СаС12 с концентрацией 50 мкМ (для 

кальпаина I) и 5 мМ (для кальпаина И);
• 10 %-ный раствор хлорной кислоты (хранят в холодиль­

нике);
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• DL- или L-тирозин (приготовление стандартного раство­
ра и построение калибровочного графика описано выше).

Ход анализах в центрифужные пробирки вносят по 0,1 мл 
0,2 %-ного раствора казеина; 0,1 мл Tris-HCl-буфера, pH 7,2; 
0,1 мл раствора хлористого кальция (в концентрации 50 мкМ 
для кальпаина I или 5 мМ для кальпаина II). В опытные про­
бирки вносят 0,1 мл исследуемого образца, перемешивают со­
держимое пробирок и инкубируют их при температуре 37 °С 
в течение 2 ч.

Реакцию останавливают добавлением охлажденной 
10 %-ной НС1О4. Контролем при определении протеолитиче­
ской активности служат пробы, в которые НС1О4 вносят сразу 
же после смешивания компонентов инкубационной смеси.

Расчет активности ведут аналогично описанному выше 
способу по калибровочному графику.

Определение активности АТФ-активируемых протеи­
наз. Принцип методах метод аналогичен тому, который опи­
сан ранее для определения активности протеиназ по расще­
плению белков-субстратов [14].

Реактивы.
• казеин по Гаммерстену, готовят 0,3 %-ный раствор, как 

описано выше;
• 0,1 М Tris-HCl-буфер, pH 9,0;
• водный раствор АТФ-динатриевой соли с концентрацией 

0,3 мМ;
• 10 %-ный раствор хлорной кислоты (хранят в холодиль­

нике);
• DL- или L-тирозин (приготовление стандартного раство­

ра и построение калибровочного графика описаны выше).
Ход анализах в центрифужные пробирки вносят по 0,1 мл 

0,3 %-ного раствора казеина; 0,1 мл Tris-HCl-буфера, pH 7,2; 
0,1 мл раствора АТФ-динатриевой соли. В опытные пробирки 
вносят 0,1 мл исследуемого образца, перемешивают содержи­
мое пробирок и инкубируют их при температуре 37 °С в тече­
ние 60 мин.

Реакцию останавливают добавлением охлажденной 
10 %-ной НСЮ4. Контролем при определении протеолитиче­
ской активности служили пробы, в которые НС1О4 вносили 
сразу же после смешивания компонентов инкубационной 
смеси.

Расчет активности ведут аналогично описанному выше 
способу по калибровочному графику.
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5.3. Препаративные методы при анализе 
протеолитической активности

Оценка протеолитической активности некоторых биоло­
гических образцов требует дополнительных препаративных 
операций и приемов.

Получение Lys-сефарозы из BrCN-сефарозы 4В.
Реактивы".
• BrCN-сефароза 4В;
• 0,001 н раствор НС1;
• 0,1 М бикарбонатный буфер, pH 9,0 (2,1 г NaHCO3 рас­

творяют в 250 мл дистиллированной воды, добавляют 0,5 М 
(7,3 г) NaCl и доводят pH раствором Na2CO3 произвольной 
концентрации);

• 0,1 М бикарбонатный буфер, pH 9,0, содержащий 1 М 
NaCl;

• 0,1 М ацетатный буфер, pH 4,0, содержащий IM NaCl;
• 0,06 М фосфатный буфер, pH 7,4;
• L- или DL-лизин гидрохлорид.
Ход работы: навеску 5,5 г BrCN-сефарозы 4В (1 г такой 

сефарозы дает 3,5 мл геля) промывают 500 мл 0,001 М раство­
ром НС1 на фильтре Шотта. Затем гель переносят в бикарбо­
натный буфер и доводят pH до 8,9.

После доведения pH к полученной взвеси сефарозы добав­
ляют 2 г L- или DL-лизина гидрохлорида и вновь доводят pH 
до 8,6-8,7. Смесь оставляют при комнатной температуре на 
2 ч, периодически перемешивая (магнитная мешалка недопу­
стима!). Повторно добавляют еще 1,5 г L- или DL-лизина гид­
рохлорида и оставляют на ночь. Общий объем смеси с буфе­
ром составляет 140 мл.

Гель последовательно промывают избытком охлажденной 
дистиллированной воды, бикарбонатным буфером (содержа­
щим 1 М NaCl), 0,1 М ацетатным буфером, pH 4,0 (содержа­
щим IM NaCl), вновь бикарбонатным буфером (содержащим 
1 М NaCl) и 0,1 М ацетатным буфером, pH 4,0 (содержащим 
1 М NaCl), и, наконец, 0,06 М фосфатным буфером, pH 7,4. 
Полученный гель в буфере хранят в холодильнике.

Получение Lys-плазминогена человека методом аффин­
ной хроматографии из отходов гамма-глобулинового про­
изводства. Принцип метода: водорастворимые белки обога­
щенного Р-глобулинами осадка белков плазмы крови экстра­
гируют фосфатным буфером с полигликолями и наносят на 
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аффинный лизинсодержащий сорбент; балластные белки элю­
ируют фосфатным буфером с нарастающей ионной силой, 
а специфическую элюцию плазминогена, взаимодействовав­
шего с лизином сорбента лизин-связывающими кринглами, 
проводят специфическим лигандом кринглов Е-аминокапро- 
новой кислоты.

Реактивы’.
• Lys-сефароза;
• £-аминокапроновая кислота;
• полиэтиленгликоль-4000;
• полиэтиленгликоль-6000;
• 0,1 М Na-Na-фосфатный буфер, pH 8,1;
• 0,1 М Na-Na-фосфатный буфер, pH 7,6;
• 0,1 М Na-Na-фосфатный буфер, pH 8,1, 

0,1 MNaCl;
• 0,1 М Na-Na-фосфатный буфер, pH 8,1, 

0,2 М NaCl;
• 0,1 М Na-Na-фосфатный буфер, pH 8,1, 

0,5 М NaCl;
• 0,1 М Na-Na-фосфатный буфер, pH 7,6,

содержащий

содержащий

содержащий

содержащий
0,2 М £-аминокапроновой кислоты;

• 0,1 М Na-Na-фосфатный буфер, pH 8,1, содержащий азид 
натрия в концентрации 60 мг/л.

Ход работы, навеску обогащенного Р-глобулинами осадка 
белков плазмы крови 5 г смешивают с 500 мг ПЭГ 4000 и 
500 мг ПЭГ 6000, добавляют 20 мл 0,1 М Na-Na-фосфатного 
буфера, pH 8,1, содержащего 0,1 М NaCl. Ставят для переме­
шивания на магнитную мешалку на 2,5 ч, а затем - для даль­
нейшей экстракции в холодильник на ночь (без перемешива­
ния). Прозрачную зеленоватого цвета надосадочную жидкость 
сливают в отдельный чистый стакан, а осадок суспензируют 
в 10 мл 0,1 М Na-Na-фосфатного буфера, pH 8,1, содержащего 
0,1 М NaCl. Надосадочную жидкость и полученную центри­
фугируют в течение 1 ч при 9000 об/мин. Полученные супер­
натанты объединяют. При этом получают около 30 мл опалес­
цирующей жидкости.

Стеклянную колонку (10x1 см) заполняют гелем Lys-сефа­
розы, помещают сверху геля кружок фильтровальной бумаги 
и промывают 50 мл 0,1 М Na-Na-фосфатного буфера, pH 8,1.

Медленно (приблизительно в течение 3 ч) наносят полу­
ченный опалесцирующий раствор белков на колонку. Промы­
вают колонку фосфатным буфером до нулевой величины аб­
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сорбции при 280 нм. На этой стадии колонку можно оставить 
до утра в холодильнике.

Затем проводят элюцию белковых примесей последова­
тельно 0,1 М Na-Na-фосфатным буфером, pH 8,1, содержа­
щим 0,2 М NaCl, этим же буфером, содержащим 0,5 М NaCl. 
Во всех случаях элюцию ведут до нулевой величины абсорб­
ции при 280 нм.

Специфическую десорбцию плазминогена проводят 0,1 М 
Na-Na-фосфатным буфером, pH 7,6, содержащим 0,2 М є-ами- 
нокапроновой кислоты. При этом регистрируют абсорбцию 
при 280 и 320 нм (мутность). Собирают фракции элюата объе­
мом 2 мл. Фракции с величиной абсорбции при 280 нм выше 
0,5 объединяют. Получают пул объемом около 6,5 мл. Объеди­
ненную фракцию помещают в диализный мешок и диализуют 
в течение 5 ч против дистиллированной воды, а затем в течение 
ночи против 0,1 М Na-Na-фосфатного буфера, pH 8,1. Объем 
пробы после диализа равен около 8 мл. Такой цикл позволяет 
получить 5,5-6,0 мг плазминогена.

Колонку с сорбентом промывают 50 мл 0,1 М Na-Na- 
фосфатного буфера, pH 8,1, меняют фильтровальную бумагу 
сверху и заполняют 10 мл 0,1 М Na-Na-фосфатным буфером, 
pH 8,1, содержащим азид натрия.

Полученный раствор плазминогена подвергают лиофиль­
ной сушке либо хранят в замороженном виде при температуре 
не выше -20 °С. При этом пул плазминогена следует разлить 
в пробирки Эппендорфа по алликвотам и использовать в ра­
боте только необходимое количество. Нельзя подвергать рас­
твор плазминогена повторному оттаиванию - заморажива­
нию. В таком случае он преобразуется в плазмин.

Концентрацию плазминогена в растворе определяют, ис­
пользуя коэффициент абсорбции при 280 нм Л'см =17,0.

Получение плазмина человека методом аффинной хро­
матографии. Плазмин человека выделяют, как и плазмино­
ген, описанным выше методом. Для выделения используют 
сырье с исходно высоким содержанием активного плазми­
на, что определяют методом лизиса фибриновых пластин.

Удельная активность полученных нами таким образом 
образцов соответствовала 25 казеинолитических единиц/мг 
белка.

Образцы были гомогенны при электрофорезе в полиакрил­
амидном геле в присутствии додецилсульфата натрия в нере­
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дуцирующих условиях, а после обработки 2-меркаптоэтано- 
лом давали две полосы, соответствующие легкой и тяжелой 
цепям плазмина.

Получение частично очищенного препарата тканевого 
активатора плазминогена из сердца свиньи. Принцип ме­
тода'. белки из эфирно-ацетонового порошка ткани сердца 
экстрагируют слабым раствором соляной кислоты, осаждают 
в изоэлектрической точке, а затем дважды осаждают сульфа­
том аммония [13].

Реактивы:
• диэтиловый эфир;
• ацетон;
• 0,1 М раствор НС1;
• 0,01 М раствор НС1;
• 1 М раствор NaOH;
• насыщенный раствор сульфата аммония;
• 0,1 М калий-натрий фосфатный буфер, pH 7,4.
Ход работы: свежее (!) сердце свиньи очищают от остат­

ков перикарда, аорты, жировых отложений и нарезают на ку­
ски. Промывают диэтиловым эфиром для обезжиривания.

Полученные куски пропускают через мясорубку, обраба­
тывают последовательно достаточным количеством ацетона 
и диэтилового эфира для обезвоживания. Просушивают массу 
в вытяжном шкафу, не нагревая ее. При этом будет образовы­
ваться воздушно-сухая масса серовато-белого цвета, легко 
растираемая в порошок.

Навеску порошка 4 г смешивают с 800 мл 0,1 М раствора 
НС1 и оставляют на ночь для экстракции. Осадок отбрасыва­
ют, pH надосадочной жидкости доводят до 6,2 с помощью 1 М 
раствора NaOH. Образовавшийся осадок отделяют центрифу­
гированием при 6000 об/мин в течение 30 мин. Надосадочную 
жидкость отбрасывают, а осадок растворяют в 200 мл 0,01 М 
раствора НС1.

Затем добавляют насыщенный раствор сульфата аммония 
до насыщения 54 %. Образующийся осадок отделяют центри­
фугированием в течение 15 мин при 2000 об/мин, растворяют 
его в 100 мл дистиллированной воды. Величина pH после диа­
лиза - 6,2.

Повторно при pH 6,2 добавляют насыщенный раствор 
сульфата аммония до насыщения 54 %. Осадок отделяют цен­
трифугированием в течение 15 мин при 2000 об/мин. Вся 
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плазминоген-активаторная активность сосредоточена в осад­
ке. Его растворяют в дистиллированной воде, помещают в ди­
ализный мешок и ставят на диализ против проточной, а затем 
против дистиллированной воды на 1 сут. Величина pH после 
диализа - 6,2. Полученный раствор тканевого активатора раз­
ливают в ампулы и высушивают лиофильно.

Следует отметить, что приведенные методы далеко не ис­
черпывают всего многообразия протеолитических энзимов, 
белков-ингибиторов протеиназ. Как уже указано выше, авто­
ры сосредоточили внимание на тех приемах исследования 
протеолиза, которые были хорошо отработаны в ходе экспери­
ментов. Однако даже к данным методическим приемам не 
следует относиться как к догме. Объектов исследования про­
теолиза чрезвычайно много, разнообразие их велико. Поэтому 
избранная экспериментатором методика при решении кон­
кретной задачи должна быть предварительно хорошо отрабо­
тана и для конкретного объекта изменена. Прежде всего это 
касается величины pH растворителя, его состава, присутствия 
эффекторов (авторы не останавливались специально на опре­
делении активности цистеиновых протеиназ, иных металло­
протеиназ, кроме кальпаинов). Не затронуты также аспекты 
определения ингибиторов протеиназ, хотя с помощью изло­
женных в настоящей главе методов вполне можно решать 
и данные задачи.

В настоящее время в отечественной биологии, медицине, 
сельском хозяйстве и отдельных отраслях промышленности 
проблеме протеолиза уделяют весьма скромное внимание, 
хотя для решения целого ряда даже практических задач ис­
пользование информации о его реакциях и компонентах про­
сто необходимо. Это положение сохраняется, несмотря на не­
однократно издаваемые ранее практические руководства, со­
держащие описание методов исследования протеолиза.
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