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Описан метод определения активности лизоцима в сыворотке крови с использова-
нием в качестве субстрата коллоидного хитиназура Основой инкубационной среды являл-
ся 0,1 М ацетатный буфер, рН 5,0. Об активности лизоцима судили по флуоресценции азура
при 650 нМ (Длина волны возбуждающего света 558 нм) в инкубационной среде в конце
трехчасовой инкубации при 37°С после отделения непрореагировавшего хитиназура крат-
ковременным центрифугированием. Показано, что развитие раневой инфекции сопровож-
дается увеличением хитиназной активности лизоцима в сыворотке крови.
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Введение. Лизоцим (3.2.1.17) — это фермент, расщепляющий гликозидную связь
между 1-ым атомом углерода N-ацетилмурамовой кислоты и 4-ым атомом углеро-
да N-ацетилглюкозамина в полисахаридах клеточной стенки бактерий, что при-
водит к гибели микроорганизмов. Лизоцим считается одним из основных компо-
нентов неспецифической защиты организма, связанной с функцией моноцитар-
но-макрофагальной системы, филогенетически более старой, чем лимфоцитар-
но-плазмацитарная система, ответственная за специфический иммунитет. Фер-
мент содержится у человека и животных в крови и других биологических жидко-
стях и тканях, синтезируясь в основном в клетках, способных к фагоцитозу, —
гранулоцитах и макрофагах. Таким образом, активность лизоцима в крови являет-
ся важным показателем интенсивности инфекционного процесса и состояния си-
стемы неспецифической защиты организма [1, 2].

Несмотря на несколько попыток приготовить простой, хорошо определенный
субстрат для измерения активности лизоцима, ее продолжают определять в ос-
новном турбидиметрическим методом [1]. Он основан на регистрации убыли мут-
ности стандартной суспензии бактерий Micrococcus lysodeikticus при добавлении к
ней источника фермента [3]. В последние годы предложена его микромодифика-
ция [4]. Описай также радиоиммунологический метод определения количества
лизоцима [5] Таким образом, остается актуальной задача поиска биополимера,
который мог бы служить субстратом при определении лизоцимовой активности.
Между тем известно, что лизоцим обладает определенной хитиназной активнос-
тью (3.2.1 14.), т.е. способностью гидролизовать 1,4-р-1Ч-гликозидные связи между
остатками ацетилглюкозамина в хитине [1]. Одним из простых методов определе-
ния хитиназной активности является регистрация растворимых окрашенных про-
дуктов реакции после инкубации источника фермента с субстратом, в котором
хитин связан с красителем-азуром [6]. В литературе существует указание на попыт-
ку определять активность лизоцима в раневом эксудате с использованием в каче-
стве субстрата хитиназура, однако авторы сообщения не описали своего метода
[7].
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В связи с вышеизложенным целью настоящей работы мы поставили разработку
метода определения лизоцимной активности в сыворотке крови с использовани-
ем в качестве субстрата хитиназура

Методика. Кровь получали от доноров и больных с раневой инфекцией.

В опытах использовали хитиназур фирмы "Sigma" (Англия). Из него приготовля-
ли коллоидный раствор по описанной в литературе методике [8]. Хитиназур ра-
створяли в концентрированной соляной кислоте и полученный раствор нейтра-
лизовали по каплям 1 М NaOH до рН 7,0 Хитиназур осаждали центрифугировани-
ем при 1000 g в течение 5 мин, а затем 3 раза промывали десятикратным объемом
дистиллированной воды для освобождения от соли и неосаждаемых при данном
режиме центрифугирования мельчайших частиц хитиназура. Затем осадок раство-
ряли в 0,1 М ацетатном буфере, рН 5,0, так, чтобы в 1 мл раствора содержалось 3
мг хитиназура. Перед использованием раствор хитиназура обрабатывали в гомоге-
низаторе Даунса (20 ударов поршня).

Определение активности лизоцима проводилось следующим образом. В инкуба-
ционный сосудик помещали 1,8 мл 0,1 М ацетатного буфера, рН 5,0; 1 мл раство-
ра хитиназура и 0,2 мл сыворотки крови. Таким образом, конечная концентрация
хитиназура в инкубационной среде составляла 1 мг/мл Инкубацию проводили в
течение 3 часов при температуре 37°С при постоянном встряхивании. Реакцию
останавливали быстрым отделением непрореагировавшего субстрата в ходе крат-
ковременного центрифугирования (5 мин, 1000 g). 1,5 мл супернатанта переносили
в пробирку, куда было предварительно добавлено 1,5 мл 0,1 М ацетатного буфе-
ра, рН 5,0. В качестве контроля использовали пробы, в которых хитиназур отделя-
ли сразу после смешивания компонентов. Об активности лизоцима судили по раз-
нице флуоресценции опытных и контрольных проб. Измерение флуоресценции
проводили при 650 нм (длина волны возбуждающего света 558 км) на спектрофлу-
ориметре MPF-4 ("Hitachi", Япония). В качестве стандарта сравнения использова-
ли раствор азура 1 в 0,1 М ацетатном буфере, рН 5,0 в концентрации 0,1 мкг/мл.
Активность лизоцима выражали в мкг освободившегося в супернатант азура на 1
мл сыворотки за 1 час при 37°С. Такая единица хитиназной активности лизоцима
была выбрана по аналогии с единицей, предлагаемой в работе [9]. Авторы выра-
жали активность хитиназы в миллиграммах восстанавливающих Сахаров, образую-
щихся при гидролизе коллоидного хитина 1 мл кулътуральной жидкости за 1 час
при 37°С.

Расчет активности лизоцима проводили по формуле:

(О-К)-0,1-2-5-3 = О-К

СТ • 3 СТ

где О — отброс самописца флуориметра от нулевой точки в опытной пробе (в
мм),

К — отброс самописца флуориметра от нулевой точки в контрольной пробе (в
мм),

0,1 — концентрация азура в стандартной пробе (в мкг/мл),

2 — разбавление инкубационной среды перед определением (безразмерная ве-

личина),

5 — во столько раз активность лизоцима больше в 1 мл сыворотки, чем в 0,2 мл
сыворотки (безразмерная величина),
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3 (в числителе) — объем инкубационной среды (в мл),

СТ — отброс флуориметра от нулевой точки в стандартной пробе (в мм),

3 (в знаменателе) — время инкубации (в часах).

Результаты и обсуждение. При создании нового метода определения активности
лизоцима надо было сначала подобрать среду инкубации. Оптимум активности
лизоцима для его основного субстрата достигается при рН 6,2 |3], однако опти-
мум его активности по отношению к хитину достигается при рН 5,0 [10]. Поэтому
за основу инкубационной средьимы взяли 0,1 М ацетатный буфер, рН 5,0.

Если один из реагентов находится в растворе, а другой в твердом состоянии,
то скорость реакции будет пропорциональна площади раздела фаз. Поэтому для
увеличения скорости реакции мы поставили перед собой задачу максимального
диспергирования хитиназура. Перевести его в раствор невозможно, так как он
растворим только в крепких кислотах [6] Однако при определении хитиназной
активности иногда используют коллоидный раствор хитина, который образуется
при нейтрализации раствора хитина в крепких кислотах щелочью. Мы решили
вводить в инкубационную систему коллоидный хитиназур. При стоянии наблюда-
ется слипание частиц коллоида. Для того, чтобы размер коллоидных частиц был
минимальным и стандартизированным, мы проводили обработку раствора хити-
назура непосредственно перед опытом в гомогенизаторе Даунса.

Пробные эксперименты показали, что после окончания инкубации суперна-
танты совершенно бесцветны, и количества перешедшего в раствор окрашенного
продукта совершенно недостаточно для спектрофотометрического определения.
Тогда мы решили попробовать флуориметрический метод определения азура. Мы
сняли спектры поглощения и флуоресценции азура 1 в 0,1 М ацетатном буфере,
рН 5,0 и определили их максимумы соответственно при 558 и 650 нм. Сходный
спектр поглощения и флуоресценции имели растворимые продукты деградации
хитиназура при внесении в инкубационный сосудик богатого источника лизоци-
ма — слезной жидкости

Прикидочные эксперименты показали, что при внесении в инкубационный
сосудик 0,2 мл сыворотки крови и при трехчасовой продолжительности инкуба-
ции при 37°С образуется достаточное для флуориметрического определения ко-
личество растворимого флуоресцирующего продукта.

Теперь перед нами встал вопрос о способах остановки реакции и определении
оптимальных условий регистрации флуоресценции. Использование кипячения для
остановки реакции не подошло, так как по литературным дынным лизоцим со-
храняет активность при кипячении в кислой среде [11]. Кроме того, при кипяче-
нии раствор становится мутным, и от мутности не удавалось избавиться в ходе
кратковременного низкоскоростного центрифугирования (1000 g, 15 мин). Исполь-
зование же для остановки реакции ТХУ или хлорной кислоты не подошло пото-
му, что в сильнокислой среде азур меняет цвет и характеристики флуоресценции.
Поэтому мы решили останавливать реакцию отделением непрореагировавшего суб-
страта при помощи кратковременного центрифугирования (1000 g, 5 мин). Это
время мало по сравнению с продолжительностью инкубации. Мы решили опреде-
лять флуоресценцию продукта прямо в инкубационной среде после отделения
субстрата, чтобы избежать уменьшения абсолютной величины флуоресценции
вследствие разбавления раствора Определение флуоресцирующего продукта реак-
ции иногда применяется в энзимологии [12] Для того, чтобы определить, не
вызовет ли добавленная в инкубационный сосудик сыворотка гашения флуорес-
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ценции, мы провели определение флуоресценции раствора азура 1 в концентра-
ции 0,1 мкг/мл и раствора азура той же концентрации при добавлении к нему
сыворотки в количествах, используемых нами в опытах. Мы обнаружили, что
сыворотка не влияет на флуоресценцию азура. Для того, чтобы обеспечить запол-
нение стандартной кюветы флуориметра толщиной 1 см, требуется 2,5-3,0 мл
жидкости. Поэтому для проведения анализа пришлось бы сливать весь суперна-
тант. Однако при этом возможно взмучивание осадка. Для того, чтобы исключить
загрязнение супернатанта и обеспечить заполнение кюветы флуориметра, мы ре-
шили отбирать 1,5 мл супернатанта и смешивать его с 1,5 мл 0,1 М ацетатного
буфера, рН 5,0.

Необходимо было также показать, что в диапазоне наблюдаемых нами измене-
ний концентрации азура имеет место линейная зависимость флуоресценции азура
от его концентрации. Это было проделано нами в специальных экспериментах
(рис. 1).

Необходимо было проверить, не является ли появление растворимого флуо-
ресцирующего продукта результатом не ферментативной, а какой-нибудь неспе-
цифической реакции, например, вымывания из субстрата при инкубации в усло-
виях постоянного встряхивания мельчайших частиц хитиназура, неосаждаемых
при используемых нами режимах центрифугирования. Для этого была проведена
стандартная трехчасовая инкубация субстрата в буфере, но без добавления источ-
ника фермента. Было четко показано, что в этих условиях не происходит накопле-
ния флуоресцирующего продукта в супернатанте. Таким образом, было доказано,
что мы регистрируем именно ферментативную реакцию.
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Рис. 1. Величина отброса пера самописца флуориметра от нулевой точки в зависимости от

исследуемой концентрации раствора азура в 0,1 м ацетатном буфере, рН 5,0

По оси абсцисс — концентрация азура (в мкг/мл). По оси ординат — величина отброса пера
самописца флуориметра от нулевой точки (в мм).

В специальных опытах нами было показано, что при используемых нами коли-
чествах сыворотки и времени инкубации имеет место линейная зависимость на-
копления флуоресцирующего продукта реакции в супернатанте от количества вне-
сенного фермента. В инкубационные сосудики добавляли по 0,1, 0,2 или 0,4 мл
сыворотки крови от больных с местной раневой инфекцией, 1 мл раствора хити-
назура и соответственно 1,9, 1,8 и 1,6 мл 0,1 М ацетатного буфера, рН 5,0 так,
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чтобы общий объем инкубационной среды составлял 3,0 мл. Инкубацию и опре-
деление концентрации азура в инкубационной среде после отделения непрореа-
гировавшего хитиназура проводили так, как описано в разделе "Методика" (рис. 2)
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0,40,1 0,2

Рис 2 Концентрация азура в инкубационной среде при добавлении в инкубационные сосудики
различных количеств сыворотки больных с местной раневой инфекцией.

По оси абсцисс — количество добавленной в инкубационный сосудик сыворотки (в мл). По оси
ординат — концентрация азура в инкубационной среде после проведения инкубации (в мкг/

мл).
Кривая 1 — первый больной, кривая 2 — второй больной.

Разработанным методом мы определяли активность лизоцима у больных с ост-
рыми (флегмона) и хроническими (трофические язвы, остеомиелит) гнойными
заболеваниями. При этом у 15 пациентов инфекция имела местный характер, а у 8
— отмечены выраженные проявления гнойно-резорбтивной лихорадки. Контро-
лем служили исследования, проведенные у 14 доноров Диапазон изменчивости
активности лизоцима у доноров составил 0,03-0,09 мкг азура/мл сыворотки/час.
По литературным данным он составляет 5-15 мг/л [3]. Таким образом, вариабель-
ность активности лизоцима у доноров примерно соответствует вариабельности
активности лизоцима, определенной турбодиметрическим методом. Нами было
показано, что хитиназная активность лизоцима при раневой инфекции достовер-
но возрастает1 доноры — 0,07±0,01 мкг азура/мл сыворотки/час, больные с мест-
ной инфекцией — 0,16±0,02 мкг азура/мл сыворотки/час (Р<0,01), больные с
гнойно-резорбтивной лихорадкой — 0,18±0,03 мкг азура/мл сыворотки/час (Р<0,05).

Попытка определить активность лизоцима в моче нашим методом не дала ре-
зультатов. По литературным данным активность лизоцима в моче примерно в 20
раз ниже активности лизоцима в сыворотке крови [1|.

Разработанный нами метод уступает по чувствительности турбодиметрическо-
му методу, требует для проведения большего количества сыворотки (для опреде-
ления активности лизоцима турбодиметрическим методом требуется 0,1 мл сыво-
ротки [3], а его микромодифиции — 5-10 мкл [4]) занимает больше времени для
выполнения (турбодиметрический метод — 0,5 часа [3D, требует более сложного
оборудования (флуориметр, а не ФЭК) и дорогостоящих реактивов (хитиназур)
Однако в нашем методе, в отличие от турбодиметрического, используемый суб-
страт более прост и лучше определен. Кроме того, наш метод позволяет опреде-
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лять активность лизоцима на основании совершенно иного химического подхода. В
нём хитиназная активность лизоцима определяется по флуоресценции раствори-
мых продуктов деградации хитиназура-субстрата, в котором хитин ковалентно
связан с красителем азуром. Он является предпочтительным, когда исследовате-
лей интересует именно хитиназная активность лизоцима. Таким образом, предла-
гаемый метод расширяет возможности энзимолога при изучении активности ли-
зоцима в крови.
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THE METHOD OF ESTIMATION OF LYSOZYME ACTIVITY IN SERUM WITH
CHITIN AZURE AS SUBSTRATE

S.A. Pisarzhevsky, A.G. Globa, O.N. Shirshov, A.I. Marchuk, A.M. Svetuhin, A.A. Karelin

Vishnevsky Institute of Surgery, Russian Academy of Medcal Sciences, Bolshaya Seprukhovskaya
27, Moscow

The method of estimation of lysozyme activity in serum when chitin azure is used as substrate
is described. The basis of incubation medium is 0,1 M acetate buffer, pH 5,0. It was judged about
activity of lysozyme by fluorescence of azure in incubation medium at the end of three hour
incubation at 37°C after separation of non-reacted chitin azure by short time centrifugation. It was
shown that development of wound infection is accompanied by increasing of chitinase activity of
lysozyme in serum.
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