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ФРАКЦИОНИРОВАНИЕ КИСЛЫХ ВОДОРАСТВОРИМЫХ 
БЕЛКОВ ГОЛОВНОГО МОЗГА КРЫСЫ МЕТОДОМ

ПЕРЕКРЕСТНОГО ИММУНОЭЛЕКТРОФОРЕЗА

A .V КОСТАПЯН. Р. А. КАЗАРЯН, Э С ГЕВОРКЯН. К. Б НАЗАРЯН

Использован метод пе|юкрестного иммуноэдскгрофррсаа для фракционирования 
кислых иодорастворнмых белков головного мозга крысы Обнаружено 10 зон пре
ципитации для неистощенной йятйсыворчткя и 2 зоны после се истощения. Получена 
возможность для их идентификации н количественного анализа.

Ключевые слова: перекрестный иммуноолсктрофоре:!. нейроспецифиКеские белки.

Разделение и количественный анализ нативных белков головного 
мозга сопряжены со значительными трудностями ввиду их высокой ге
терогенности и лабильности [5]. Например, широко распространен
ный метод электрофореза в ПЛАТ в неденатуркрующих условиях по
зволяет различить лишь 10 12 белковых фракций со значительным фо
ном и плохой воспроизводимостыо, что сильно за трудпяст количествен
ные исследования и идентификацию. Более адекватными для решения 
подобных задач могут быть различные модификации и.ммупоэлектричс- 
ского метода, в котором сочетаются мягкие условия проведения экспе
римента с высокой воспроизводимостью и широкими возможностями 
идентификации полученных фракций.

Настоящая работа посвящена разработке высокочувствительного 
метода количественного анализа кислых белков головного мозга, боль
шинство которых являются нейроспенифически.ми белками [4. II]. с 
целью дальнейшего изучения количественных сдвигов их пула при раз
личных физиологических состояниях и патологических проявлениях 
нервной системы. Кроме того, существует большая вероятность обна
ружения новых нсйроспенифических белков, поскольку величина транс
крибируемых участков генома нервной системы более чем в 2 раза пре
восходит таковую других тканей JI].

Материал и методика. Ткани головкою мозга беспородных белых крыс гомогени
зировали н 0.01 М трпс-фосфатиом буфере, pH 7.5 (буфер А), и центрифугировали 
*0 мим при 105 000 •> Надоси точную жидкость сгущали ди концентрации белка 
50 мг/мл и подавали на колонку с ДЭАЭ-целлюлозой (ДЕ-32. «Whatman». Англия), 
которую промывали буфером А до снижении оптической ii.ioTitocrii элюата ниже 
0.01 О Е. при 280 нм. Затем элюировали связавшиеся кислые белки тремя объемами 
I М \'аС1. приготовленного ла буфере А. К полученному белковому пулу добавляли 
(NH4)2SO4 до 80%-ного насыщения, центрифугировали 30 мин при 15000 g и белхо- 
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ный осадок, отдиализованный против буфера А, мсподьзова.'ш для фракционирова
но։. а против 0,15 М \’аС1, приготовленного на буфере А, для нимуннзанни Нол-֊՛- 
гадрс.чых кролнков-самиов иммунизировали по следующей схеме в область подколе։։֊ 
■ 1й.\ лимфоузлов вводили 0,1 мл белкового раствора (10 мг/мл) с 0.1 .мл полного адъю
ванта Фрейнда («рИсо», США); через 30 дней проводили реиммунизанню введением 
! мл белка и той же концентрации без адъюванта: 0,-1 мл—внутривенно, 0.1 мл— внут
римышечно и 0,2 мл—в область лимфоузлов. Кровь брали ни восьмой день после рс- 
щ мувпзаиин ИЗ краевой ушной вены Из сыворотки криви иыезлингшпем сульфатом 
аммония 50%-ного насыщения получали глобулиновую фракцию, которую использова
ли в качестве источника антител. Истощение иммунных сывороток проводили экс
трактами водорастворимых белков печен։։, почек, сердца, а также сыворотки кровя. 
Полноту истощения проверяли реакцией двойной иммунизации в геле по Ухтсрлоин. 
ын.»рук> проводили по Гусеву [2]. Белок определяли по Лоури [9], нммуноэлектро- 
форе.т—по Фримёлю [б] н 1,5%-ном агаре («Регак-». Зап. Берлин!. Для перекрестного 
иммуиоэлсктрофорсза использовали 1%-ный гель агарозы (тип А, «СаШюсЬеш». 
США) с энлбОсмосом 0,13, приготовленный на 0,075 АА барбиталовом бу<|>ере . лак
татом кальция, pH 8,6. Стеклянные пластинки размером 25X00 мм заливали рзс- 
||.!п|’.:снной агарозой (3 мл) и после застывания фракционировали белковый раствор 
(1՜ мкл) при напряженности 5 В/см 75 мин Затем проводили элскгрофо|к՝з й пер- 
генднкулярном направлении на пластинках размером 60X90 мм в течение 24 ч при 
напряженности 2 В/ем, используя при этом 8 мл агарозного геля и антитела с кон
центрацией 0,9 мг белка/ем2. Температуру гелей поддерживали при 10ф. После .лек- 
трофореза гели обрабатывали ■'отжимание» но Дореллу [6] —15 мин, промывание в 
нескольких сменах физиологического раствора 2-1 ч, промывание и дистиллированной 
воде—15 мни, «отжимание» и высушивание при 80°, окрашивание и растворе 0,5%-ио- 
го ку.масн |<-250 («Еегзк», Зап. Берлин) с составом эта пол: уксус։։ а я кислота; вода 
(1,5:1 4,5)—и обесцвечивали в той же смеси без красителя.

Результаты и обсуждение. Одним из основных условий высокока
чественного разделения при перекрестном им.мупоэлектрофорезе явля
ется подбор буферной системы, обеспечивающий иаи.тучшис условия 
фракционирования и нулевую подвижность иммуноглобулинов, вклю
чённых во второй гель. Из используемых и испробованных нами барби
таловых и трис-глициновых буферов наиболее приемлемым оказался 
барбитал—натрин -барбиталовый буфер с лактатом кальция и pH 8,6. 
Он имеет вполне удовлетворительную емкость, стоек при хранении в те
чение нескольких недель (при добавлении консерванта), его можно 
многократно использовать. Указанные в методической части время 
проведения и.ммуноэлсктрофореза, толщина геля, концентрация анти
гена и антител, напряженность электрического поля и г. д. также подо
браны -экспериментально и являются оптимальными для фракциониро
вания кислых белков головного мозга.

Полученные неистощенные антисыворотки дают в реакции двойной 
иммунодиффузии не менее грех линий преципитации с белками кислой 
фракции (рис. I а). Тигр антисыворотки, определенный методом по
следовательных разбавлений антигена, начиная с концентрации 10 мг/мл 
оказался равным 32. Из рис. 1 б видно, что экстракты водораство
римых белков печени, почек, сердца и сыворотки крови также интен
сивно реагируют с неистощенной антисывороткой. После истощения в 
реакции Ухтерлони удается различить одну полосу Преципитации, кото
рая соответствует всйроспеиифическому антигену, а точнее антигену, 
не имеющему общих детерминант с водорастворимыми белками ис
пользуемых тканей (рис. 1 в, г).
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При нммуноэлектрофоретическом разделении неистощенная анти
сыворотка выявляет 4 дуги преципитации с подвижностью, соответству
ющей альбумину и «г. г/. ..-глобул инам сыворотки крови (рис. I л).

Перекрестным иммуноэлектрофорезом удается получить до 10 зон 
преципитации (рис. 2а), что хорошо иллюстрирует более высокую раз
решающую способность этого метода по сравнению с иммуноэлектрб- 
форезом. По классификации Шульца и Хиремапса [12] для сывороточ
ных белков, полученные зоны обладают следующей электрофоретиче
ской подвижностью: I. 1а, 2—альбумины; 3. За аг липопротеиды; 
4,5—гаптоглобины; б. 7, 8—траисфсрипы. После истощения антисы
воротки перекрестный иммуноэлектрофорез выявляет дна некроспсни- 
фичсских белка с подвижностью альбуминов (рис. 3 6). Это согласу
ется с результатами ряда авторов [8, 10], показавших, что электрофо
ретическая подвижность нейроспеиифичсских белков, таких как енола
за уу. крсатинкиназа ВВ, альдолаза С4 и др., при электрофорезе в не
денатурирующих условиях соответствует подвижности альбумина и 
преальбумипа сыворотки крови По некоторым данным [3, 7]. в кислой 
фракции водорастворимых белков содержи гея не менее 5 ненроспеци- 
фичсских белков, однако при использованной нами схеме иммунизации 
достаточный для видимой преципитации гитр антител был получен 
только для двух нейроспеиифичсских белков. Возможности повышения 
титра, а также применения более чувствительного метола регисI рации 
иммунных комплексов изучаются. Идентификация полученных зон 
возможна при наличии выебкооч и щепных нейроспеиифичсских белков 
простой модификацией перекрестною и.ммуноэлектрофореза («тандем» 
иммунофорез), а количественный анализ—определением площади зол 
преципитации.
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Рпс. 1. Реакция двойной иччтн ։ифф\ ни и, б, а. п и иммунихюктро* 
форез кислой фракции моАорэгтворимы.ч белки» пьтовшло чока крысы с 
неистощенной антисывороткой Н) I—неистощенная антисывирыка;
2—кнсла.ч фракция водорастасрнчых белков головною мозга крысы; 
3, 4. 5, 6—водорастворимые белки э» страктз печени. :о.чк. сгрд.са н сы
воротки кронн. 7—н-тйшсшик аитнсыз;.р<>тка; Ф—фнзии.и»п։«кский 

рзствир

Рис. 2. Перекрестный ичмуш...н-.;троф՛ |нч кислых иодорвегворимых бел 
кон головного мозга крысы с ненстпицчпюй ;ш тисы широтной (а) и нети

Шеннон антисывороткой (б)



FRACTIONATION OF THE RAT BRAIN WATERSOLUBLE ACIDIC 
PROTEINS BY CROSS IMMUNOELECTROPHORESIS METHOD

A. A. KOSTANJAN. R. A. KAZ.ARJAN, E. S. GEVORKIAN, К. B. N AZARJAN

10 zones of precipitation for inexhausted antiserum and 2 zones for 
exhausted antiserum have been received by cross Immunoelectrophoresis 
of the rat brain acidic watersoluble proteins. This allows the possibility 
of their identification and quantitative analysis.
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ВЛИЯНИЕ а- И р-ЛДРЕНОБЛОКАТОРОВ НА АМН 1ИТУД1Ю- 
ВРЕМЕННЫЕ ПАРАМЕТРЫ ВП КОРЫ СОМАТОСЕНСОРНОЙ

ОБЛАСТИ МОЗГА У КРЫС

И. I САРКИСЯН, Т. 1 УРГАНДЖЯН

Показано, что блокирование и р-здренорСцепторои с помощью ..֊бандана и фен- 
толачина вызывает облегчение соматических вызванных первичных ответов Установ
лено также превалирующее влияние р-адренорецепторов на соматосенсорную области 
коры мозга.

Ключевые слова: адренорецепторы, идрениблокитары. вы тайный потенциал.

Изучение механизмов норадренергического участия в шпе։ратин
ной деятельности мозга представляет нс только теоретический интерес, 
но и имеет определенное практическое значение в связи с наличием
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