
Տարբեր ոհստրիկցխէն ֆերմենտների օգնությամբ ստացված են pALAV 
լ'{1ահ մ frrjfi գելեցխէն մու տ անտն հ ր, որոնց մոտ համենա յն դեպս պահպանված 
Լ ;irgE էքենըւ E. COll-/’ բջիջներում ռեկոմբինանտ պրսզմիգներր առաջացնում 
են բազմաթիվ պատճեններ, բնութադրվւււմ են ամպլիֆիկս՝ ցի ա յի ենթարկվելու 
(էպունակաթյամր ե կայունությամբ:

նկատված է ոգենի զողայի էէիեկո.՝<\ ըստ - ա ցե տ ի լօ րն ի թ ին զենացեաիլա~ 
•ր-օի (3!'gL զենի պրույսւ կտը ) ակտիվության ոե կաքբինան tn լզլազմիղր կրող 
£. coli շ սր ա մի I, բս ա ր ա կան ե բո ւմ :
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ArgECBH genes oi E. coli K—12 have been cloned on the vector- 
pliRS'2'Լ Restriction map of (be pAI.M! recombinant plasmid, harbouring 
Il.imlH—fragment (8 kb) with whole bipolar operon ar p ECRH. has been 
constructed. Deletion mutants of pAL.Wi plasmid have been generated 
by different restriction enzymes. The mutant plasmids have retained at least 
argE gene. Recombinant plasmids are multicopy, atu pi if icable and stable 
in E. coli cells. The strains carrying recombinant plasmids have increased 
the activity of N-acetylornlthine deacetylase, coded by argE gene.
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В настоящее время в медицинских и биологических исследованиях 
интенсивно использую гея липосомы как для доставки веществ в ткани 
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организма. так и для моделирования различных свойств клетки [1, 2. 
3|. В связи с этим особое значение придается изучению их физико-хи­
мических свойств, в частности, проницаемости липосомальной мем­
браны.

Для тестирования проницаемости липосом выбрала глюкоза- вс-1 
шеегвс. играющее важную роль в метаболизме клеток. О к> «иниаемо?. 
егя липосомальной мембраны судили по прибыли глюкозы в наружном 
растворе, обуелп.нлеином ее выходом из липосом. Обычно химические I 
методы анализа глюкозы требуют довольно большой затраты времена 
и, возможно, оказывают плияние па мембраны клеток. Энзиматические 
мсгоды анализа требуют постоянного расхода высокоочишепных фер­
ментов и кофакторов. О л их недостатков свободен метод определения 
1-.онпен.трзции глюкозы с использованием иммобилизованных фермой֊| 
тов. При определении проницаемости мембраны липосом для глюкозы! 
в данной работе впервые применена аналитическая система глюкозе-. 
метр, сконструированный в нашей лаборатории [1].

В основе рабогы гл юкоян .метра лежит реакция окисления глюкозы с помощью им­
мобилизованной ла силикагеле глюкозодкендиЗы О концентрации глюкозы, окисляе-3 
мой глюкозоок<'пя;13он. судили но убыли кислорода, определяемой кислородным мем­
бранным электродом. Измерения проводили в проточном реакторе • вигсснением. Не-: 
обходимую (кмотичносп. прог-кающего раствора создавали добавлением сахароз». < 
Результаты измерений регистрировали в цифровом виде с помощью глскгролного бло­
ка. Время отклика глюкозиметрв—30 ՛ Для полуи инн липосом нс пользовали яич­
ный леинтнп харьковского зплода Хим реактивов Исходная водно леццглповзи смосз 
состояла из 25 мг ле-инина ня I мл щисвцетатною буфера с 100 мМ -100 мг$| 
глюкозы и 10 мМ дсзоксихолатл натрия. Диспергирование проводили ультразвуком 
частотой 22 кГц с использованием трубчатого излучателя прибора УЗДН 1.

Наиболее удобным условием определения выходящего потока глю-.очы ил липосом 
.о данной методике было бы отсутствие глюкозы а наружном растворе. Однако'« 
процессе освобождения наружного раствора <>| глюкозы, например, мсгодом гсльфиль-. 
’опции, липосомы теряют ее, и к началу измерс-ннь выходящего погона истинная ко։։- 
центрлция :.тюкозы в липосомах окалывается щ-ианесгвой. Эго эитр.д'яс։ определе­
ние комета: ты выхода глюкозы. Поэтому мы пошли по пути создания гргдяента кон- 
..ентраинн, напраелейного из липосом в наружную среду. Для этого раствор с липа- 
томами, содержащий -100 мг% глюкозы, разно .или соленым грцсоным буфером до 
50 мг^ глюкозы, а изоосмотичиость раствора создавали добзикой сах.чрблы. За ну­
левую точку слсчетл времени принимали момент разведения раствора и через опреде­
ленные временные интервалы вводили и проток пробу объемом 70 мкл. 1} качестве 
калиброночного раствора использовали солевой грнсовый буфер г '0 1 100 чг%
: люхозы.

Рассчитанный коэффициент проницаемости 3,5-10 ~им/с (сред­
нее из -10 измерений) является несколько заниженным. гак как в та­
кой поста нивке опыта. строго говоря. измеренный поток является раз­
ностным; потоком, направленным внутрь липосом, можно пренебречь 
из-за сравнительно низкой наружной концентрации глюкозы. Введение 
поправки на утечку глюкозы из раствора в липосомы увеличивает рас­
считанный коэффициент проницаемости всего па 0.12-10 14 м/с.

Хяалсяичные < пыты по определению потока глюкозы из липосом 
проводились на спектрофотометре энзиматическим методом [5]. позво­
ляющим определять концентрацию глюкозы в растворе. Результаты



Шяосп»ю совпали с результатами. полученными с помощью глюкози- 
цетрз.

■ С помощью глюкознметра можно определить внутренний объем 
ВЛИпосом по количеству захваченной липосомами глюкозы. Для этого 

'••ерез проточный реактор пропускали нс нзоосмотнческнй раствор, а ди­
стиллированную волу, что привозило к осмотическому шоку ЛИПОСОМ. 
Калибровочные кривые при кзоосмотическом сахарозном протоке и про- 

Иокг шетиллированной волы нс отличались яруг нт друга.
г Разиина между показаниями глюкознметра до осмотического нп»- 

м и после него соптаетс г.чуег количеству глюкозы, вышедшей из ли- 
Ирсрм Поделив количество глюкозы, вышедшей из ли носом в резуль­
тате осмотического разрушения, на копнен грацию глюкозы в липосо­
мах, которая известна, можно вычнелть объем липосом, который в и:։* 
шем случае составлял в среднем 10-15%

Описанный метол быстрого определения глюкозы может быть мо­
дифицирован для определения проницаемости не только мембран липо- 
'Сом. но и проницаемости клеток в клеточной суспензии благодаря вы­
сокой специфичности метода определения
Ер։՝н.։ис1и։й физический институт ГКИАЭ СССР Поступило 25.1V 1983 г.
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В работах Абндора. Аракеляна и яр. |1. 4] было показано, что про­
бой бислойных липидных мембран (БЛАН в электрическом поле свя­
зан с появлением и развитием дефектов типа сквозных гидрофильных 
пор. Рост этих пор. приводящий к разрушению БЛА\, связан с преоло- 
ленпем энергетического барьера (диффузионная сталия пробоя) Число 
стадий электрического пробоя БЛАА можно определи и. из зависимости, 
приведенной в работе [2]

85


	83
	84
	85

