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му выявило достоверные изменения 
у больных хроническим алкоголизмом 
отношений: а \ - антитрипсин/альбумин 
( /?<0 ,002) ; гаптоглобии/альбумин 
( р < 0 , 0 2 ) ; a rантихимотр^псин/a i -ан-
титрипсин ( р < 0 , 0 2 ) ; гаптоглобин/ 
/трансферрин ( / ?<0 ,05) ; гемопексин/ 
/альбумин (/?С0,01) (рис. 3). То, что 
от ношен и я к о н це н т р а ци й п р едет а в л е н -
пых на рис. 3 пар белков достоверно 
повышаются у больных хроническим 
алкоголизмом, не является неожидан-
ным. Известно, что такие белки, как 
arантитрипсин, ai-антихимотрипсин и 
гаптоглобин, относятся к так называе-
мым «позитивным острофазным бел-
кам». С другой стороны, альбумин и 
трансферрин являются «негативными» 
белками острой фазы [10]. Несмотря 
на то что содержание этих белков, 
взятых в отдельности, достоверно не 
изменяется (кроме ai-антитрипсина) у 
б о л ы I ,ы х х р о н и ч е с к и м а л к о г о л и з м о м, 
определение отношения концентраций 
«позитивных острофазных белков» к 
«негативным» в сыворотке крови мо-
жет служить одним из биологических 
маркеров хронического алкоголизма. 
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В настоящее время одним из пер-
спективных направлений в клиниче-
ской биохимии является создание им-
мунохимических методов определения 
изоформ ряда ферментов. Разработка 
иммунохимических методов позволит 
значительно увеличить как специфич-
ность, так и чувствительность диагно-

стических тестов по сравнению с су-
ществующими. 

Разработанный ранее иммунохими-
ческий способ определения изофер-
мента ЛДГ-1, важного для диагности-
ки острого инфаркта миокарда [6, 8] , 
хорошо зарекомендовал себя на прак-
тике [5, 7—9] в сравнении с тради-
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ционным электрофоретическим мето-
дом определения изоферментов Л Д Г . 
Однако широкое применение данного 
метода ограничивается использовани-
ем антител к антигену человека или 
обезьяны. 

Целью настоящей работы являлась 
разработка иммупосорбента для раз-
деления изоформ Л Д Г , полученного 
на основе доступных биологических 
материалов, который мог бы найти 
широкое применение в клинико-диа-
гностической практике. 

М е т о д и к а 

Очистка моноспецифических антител к М-
субъединицам ЛДГ. Выделение антител из 
кроличьей антисыворотки к М-субъединицам 
Л Д Г свиньи проводили с помощью антигенно-
го иммуносорбента, который получали, сшивая 
молекулы Л Д Г глутаровым альдегидом. Д л я 
приготовления антигенного иммуносорбента 5 г 
Л Д Г из скелетных мышц свиньи ( "Reana l" . 
ВНР) растворяли в 67 мл 0,1 М фосфатного 
буфера рН 7,0. При интенсивном перемешива-
нии быстро добавляли 20 мл 2,5 % раствора 
глутарового альдегида. Образующийся после 
выдерживания в течение 3 ч при комнатной 
температуре гель измельчали в ступке и мно-
гократно промывали 0.2 М фосфатным буфе-
ром, рН 7,3. Затем такую же промывку про-
водили буфером для элюции антител (0,2 М 
глицин-солянокислый буфер рН 2.8) и оконча-
тельно антигенный иммуносорбент уравновеши-
вали стартовым буфером для посадки анти-
тел 0,01 М фосфатным буфером, рН 7,0 с 
добавлением 0,15 М солянокислого натрия. 

К влажному осадку антигенного иммуно-
сорбента добавляли 100 мл антисыворотки и 
.инкубировали при комнатной температуре иа 
качалке в течение 2 ч. После многократной от-
мывки антигенного иммуносорбента фосфатно-
солевым буфером сорбировавшиеся антитела 
элюировали, добавляя к гелю 40 мл 0,2 М 
глицин-солянокислого буфера рН 2,8. После 
3-кратной элюции элюаты объединяли, фильт-
ровали и лиофилизировали. 

Моноспецифические антитела к М-субъеди-
ницам Л Д Г т а к ж е выделяли из антисыворотки 
на сорбенте, полученном иммобилизацией Л Д Г 
из скелетных мышц свиньи ("Reana l" , В Н Р ) 
на BrCN-агарозе (производство Института хи-
мии АН Эстонской ССР) по стандартной ме-
тодике (8 мг белка на 1 г носителя) | 2 | . 

Все стадии процесса очистки моиоспецифи-
ческих антител контролировали с помощью 
метода двойной радиальной иммунодиффузии. 

Получение стафилококкового иммуносорбен-
та. Выпускаемый Ленинградским Н И И эпиде-
миологии и микробиологии им. Пастера препа-
рат убитых клеток Staphylococcus aureus , со-
держащих белок А. трижды отмывали 20-крат-
ным объемом 0,05 М натрий-фосфатного буфе-
ра рН 7,4, содержащего 0,10 М солянокислый 
натрий (фосфатио-солевой буфер) . Затем к 
бактериальным клеткам добавляли взятый в 
избытке, раствор моноспецифических антител 
кролика к М-субъединицам Л Д Г свиньи в фос-
фатно-солевом буфере. Специфическую сорб-
цию иммуноглобулинов G на белке А, кова-

лентно связанном с элементами бактериальной 
клеточной стенки, проводили до полного на-
сыщения связывающей способности клеток ста-
филококка. Протекание процесса сорбции кон-
тролировали, определяя содержание антител в 
надосадке с помощью метода двойной ради-
альной иммунодиффузии. Полученный стафи-
лококковый иммуносорбент отмывали от не-
связавшихся антител 20-кратиым объемом фос-
фатно-солевого буфера. Отмывку повторяли 3 
раза. 

Электрофоретическое разделение изофермен-
тов Л Д 1 проводили на ацетат-целлюлозных 
мембранах и в агарозе. Проявление электро-
фореграмм на ферментную активность Л Д Г 
проводили по стандартной методике [ I ] . 

Ферментную активность Л Д Г определяли 
колориметрически (набор реактивов "Lachema" , 
ЧССР) и спектрофотометрически (набор, реак-
тивов LDH Monotes t фирмы "Boehr inger Man-
nheim", Ф Р Г ) . 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

В проведенных исследованиях мы 
основывались на данных литературы, 
что однотипные субъедин и цы- Л Д Г у 
разных видов ж и в от и ы х ст р у кт у р и о 
более схожи, чем субъединицы разных 
типов у особей одного вида [3] . Отсю-
да вытекают два важных следствия, 
положенных в основу всей работы: во-
первых, антитела, полученные к одно-
му типу субъединиц, не дают пере-
крестных реакций с субъединицами 
другого типа, и, во-вторых, открыва-
ется возможность использования гете-
рологической антисыворотки, т. е. в 
нашем случае аитисыворотки к свино-
му антигену, с которой р е а г и р у е т со-
ответствующие антигены сыворотки 
крови человека. Как было нами ранее 
показано, антитела к М-субъединицам 
Л Д Г свиньи взаимодействуют только 
с содержащими М-еубъединицы изо-
формами Л Д Г человека. 

Определение диагностически значи-
мого изофермента Л Д Г - 1 , основанное 
на отделении этого изофермента от 
остальных изоформ Л Д Г с помощью 
специфических антител, связано с не-
обходимостью использования эффек-
тивного и практичного способа разде-
ления образующихся иммунных комп-
лексов и свободного изофермента 
Л Д Г - 1 . Был разработан иммуносор-
бент, позволяющий отделить изофер-
мент ЛДГ-1 от других изоформ Л Д Г . 
Иммуносорбент представляет собой 
убитые клетки Staphylococcus aureus , 
содержащие в своей клеточной стенке 
белок А, с сорбированными на нем 
антителами к М-субъединицам Л Д Г 
свиньи. 
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ЛДГ-' Щ 

ЛДГ-2 

ЛДГ-3 

ЛДГ А С, 

ЛДГ-5 Щ 

D 
И-сибъединицо М-сибьединица Антитело Клетки стафило-

нМ-сибъединицам кокка, содержащие J белок fi 

Рис. J. Принципиальная схема иммунохимиче-
ского метода определения изофермента Л Д Г - 1 . 

Твердофазную основу со связанны-
ми антителами использовали в связи 
с тем, что сродством гетерологических 
антител к соответствующим белкам 
человека оказалось невысоким, так 
как имеет место только частичная им-
мунологическая идентичность М-субъ-
единиц Л Д Г человека и свиньи [4]; 
для полного связывания удаляемых 
изоформ к пробе требуется добавить 
большой избыток цельной антисыво-
ротки, что должно снижать чувстви-
тельность определения вследствие раз-
ведения анализируемых сывороток. 
Концентрирование же антител на 
клетках стафилококка позволяет ре-
шить задачу полного и быстрого 
осаждения образующихся иммунных 
комплексов без разбавления тестируе-
мых проб. 

Обработка стафилококковым имму-
носорбентом сыворотки крови челове-

ЛДГ-! ЛЛГ-гЛДГ-3 ЛДГ-4ЛДГ-5 

Рис. 2. Денситограммы электрофоретического 
разделения изофермеитов Л Д Г интактной сы-
воротки крови больного острым инфарктом 
миокарда (А) И ТОЙ ж е сыворотки, обрабо-
танной стафилококковым иммуносорбеитом (б). 

ка приводит к полному связыванию с 
ним всех изофермеитов Л Д Г , в состав 
которых входят М-субъедииицы. Изо-
форма ЛДГ-1, содержащая только-
Н-субъедииицы, с иммуносорбеитом 
не связывается. Принцип разработан-
ного иммуиохимического способа оп-
ределения ЛДГ-1 представлен на 
рис. 1. 

Б результате обработки клеток ста-
филококка цельной кроличьей антисы-
вороткой к ЛДГ-5 (М-субъединицам) 
свиньи был получен иммуносорбент с 
невысокой сорбциониой емкостью по 
отношению к антигену, поскольку с 
клетками стафилококка, помимо ан-
тител требуемой специфичности, свя-
зывались все другие обычно присутст-
вующие в сыворотке иммуноглобули-
ны, обладающие сродством к белку 
А. Использование такого иммуносор-
беита не давало полного удаления 
всех изофермеитов Л Д Г , содержащих 
М-субъединицы, из тестируемых сыво-
роток крови человека. Поэтому, для 
того чтобы повысить ЛДГ-связываю-
щую способность иммуносорбепта, 
клетки стафилококка обрабатывали 
очищенными моиоспецифическими ан-
тителами, выделенными с помощьк> 
аффинной хроматографии. Стафило-
кокковый иммуносорбент, сенсибили-
зирован ный очищенными моноспеци-
фическими антителами к М-субъеди-
ницам Л Д Г свиньи, полностью связы-
вал 2,3,4 и 5-й изоферменты Л Д Г в 
обрабатываемой сыворотке крови че-
ловека, что подтверждалось результа-
тами электрофоретического разделе-
ния изофермеитов Л Д Г в сравнении с 
определением ферментативной актив-
ности Л Д Г в сыворотках до и после 
их обработки иммуносорбеитом 
(рис. 2). 

Схему определения активности 
ЛДГ-1 в сыворотке крови можно пред-
ствить в виде следующих последова-
тельных операций: 1) добавление те-
стируемой сыворотки (60 мкл) в мик-
ропробирку со стафилококковым им-
муносорбеитом (50 мг); 2) тщатель-
ное перемешивание и инкубация при 
комнатной температуре (5 мин); 
3) центрифугирование (3000 g, 10мин); 
4) отбор иадосадка для измерения 
активности Л Д Г или электрофорети-
ческого анализа. Измерение фермент-
ной активности Л Д Г в иитактных и 
обработанных иммуносорбеитом сыво-
ротках можно проводить любым до-
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•ступным методом — как колориметри-
ческим, так и спектрофотометриче-
ским. 

Таким образом, разработан быст-
рый, простой в техническом исполне-
нии иммунохимический способ опреде-
ления активности изофермента ЛДГ-1 , 
который может найти широкое приме-
нение в клинико-диагностической прак-
тике. 
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УДК 

Как известно, эумеланины, обуслов-
л и в а ю щ и е цвет черных волос и кожи, 
представляют собой практически нера-
створимые гетерополимеры, устойчи-
вые к разного рода физико-химиче-
ским воздействиям. В то ж е время 
сильные окислители типа перекиси во-
дорода (IT2O2) вызывают посветлеиие 
волос и пигментированных тканей в 
результате окислительной деструкции 
эумеланинов [3] . Однако продукты 
перекисной деструкции пигментов изу-
чены недостаточно, имеются лишь еди-
ничные работы в этом направлении, 
причем с использованием очень жест-
ких условий воздействия Н2О2 [1, 8 ] . 
В мягких условиях, при малой кон-
центрации, IT2O2 не вызывала досто-
верного посветления пигмента за 
30 мин инкубации при 100°С, но при 

5. Lowry 0. И., Rosebrough N. /., Farr A. L, 
Randall R. У . / /Л . biol. Chem. — 1951. — Vol. 
193. — P. 265—275. 

6. Schmidt N. F., Brush A. H. / / Analyt. Bio-
chem. — 1970. — Vol. 38, N 1. — P. 158—163. 
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A simple and rapid immunochemical proce-
dure is developed for estimation of the LDIIi 
activity which involved separat ion of LDHi from 
other LDll isoenzymes us ing immunosorbent . 
The immunosorbent consisted of killed Staphy-
lococcus aureus cells, membrane of which con-
tained protein A with absorbed antibodies to-
wards M-subuni ts of porcine LDH. 

этом пигмент переходил в раствори-
мое состояние и приобретал способ-
ность к флюоресценции [7]. Какие-
либо другие характеристики мелани-
на в данной работе не исследовали, 
тем не менее по интенсивности этой 
Н2С>2-индуцированной флюоресценции 
авторы предлагают оценивать коли-
чество меланина в тканях, не учиты-
вая возможность деструкции пигмен-
та д а ж е при таком относительно мяг-
ком воздействии. Следует подчерк-
нуть, что состояние меланина !в про-
цессе окислительной деструкции, осо-
бенно на начальных этапах, практиче-
ски не исследовалось, хотя такие дан-
ные представляли бы определенный 
интерес как с практической, так и с 
теоретической точки зрения. Это и 
явилось задачей данной работы. 
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