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ОПРЕДЕЛЕНИЯ ЭТИХ СОЕДИНЕНИЙ

ДМИТРИЕВ Л. Д., ГОЛИКОВА Ю. И., КОБЫЛЯНСКИИ А. Г., 
САМОВИЛОВА И. И., ТРУШИНА Е. Д„ ЯРЫГИН К. Н., 

БЕСПАЛОВА Ж. Д, АЗЬМУКО А. А., САКС Т. Р.

Антисыворотки к синтетическим лейцин- и метионии-энксфалннам, а также а՜» 
R- и «-эндорфинам получены путем многократной иммунизации кроликов олигопепти­
дами, которые были ковалентно связаны с бычьим сывороточным альбумином с по­
мощью бне-диазотированного бензидина. Лучшие антисыворотки использовались 
для радиоиммунологического определения пептидов в конечном разведении от 
Г4000 до 1:48000. Чувствительность методов—менее 10 пг в пробе. Все антисыворот­
ки характеризовались высокой специфичностью и давали минимальную перекрестную 
реакцию с энкефалинами, эндорфинами и р-липотропином. Показано, что экстракты 
мозга и соответствующий опиоидный пептид одинаковым образом вытесняют 1251-псп- 
1ид из его комплекса со специфической антисывороткой.

Энкефалины и эндорфины—группа пептидов с опиоидными свой­
ствами, которые были выделены из экстрактов мозга [1—1]. Эндорфи­
ны по своей первичной структуре соответствуют фрагментам 61—76 
[2]. 61—91 [3, 4], 61—77 [5] и 61—87 [4] 0-липотропина и обозна­
чаются а-, 0-, у- и о-эндорфины соответственно. Met-энкефалин также 
является фрагментом 61—65 0-липотропина [3, 4]. Кроме того, описа­
ны высокомолекулярные предшественники Leu- и Met-энкефалинов, 
отличные от 0-липотропина [6—9]. Для определения опиоидных пеп­
тидов были предложены конкурентные методы, основанные па способ­
ности этих соединений связываться с опиатными рецепторами мозга 
[10 11]. Однако в экстрактах тканей эти методы позволяют опреде­
лять лишь сумму опиоидных пептидов. В настоящее время разработа­
ны радиоиммунологические методы определения энкефалинов и эн­
дорфинов [12—17], по в некоторых случаях используемые антисыво­
ротки характеризовались низкой специфичностью [15, 18]. Антисыво­
ротки к Leu- и Met-энкефалинам, а также а-, 0- и у-эндорфинам, опи­
санные в настоящей работе, при их использовании для радиоиммуноло­
гического определения сочетают высокую чувствительность и специ- 
фичность^в отношении 0-липотропина и его фрагментов.
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Материалы и методы

Синтез пептидов и тестирование их биологической активности- 
Опиоидные пептиды (Ьеи-энкефалин, МеЬэнкефалин, а-эндорфин иу-эи- 
дорфин) были получены классическими методами пептидной химии 
[19] Гомогенность пептидов проверялась с помощью тонкослойной 
хроматографии, высокоэффективной жидкостной хроматографии и 
электрофореза на бумаге [19]. Биологическую активность пептидов 
определяли, используя классические тесты с семявыводящим протоком 
мыши и нотвздошной кишкой морской свинки. Определялась также 
анальгезируюшая активность пептидов [20, 21]. Кроме того, тестиро­
валась способность всех пептидов конкурировать с ’Н-налоксоном за 

связывание с рецепторами опиатов мозга крысы [22].
Получение иммуногенных конъюгатов. Конъюгацию эндорфинов с 

альбумином (БСА) проводили с помощью бис- оычьим сывороточным альо\мн“у-‘ V / I 
диазотированного бепз.шша (БДЬ) [23]. Молярное отношение пептид: 
БСА: БДБ „ „нкубанпонной смеси равнялось 20:1:40. Опиоидные поп- 
тиды. БСА БДБ смешивал,, в 5-10 мл 0.16 М боратного буфера pH 
9 с 0 15 М ,МаС1 К инкубационной смеси добавляли 106 имп/мин соот- 

,„,1Т11Г1Я Реакцию проводили в ледяной бане 1 ч; ветствующего |2->1-пептида- ‘ •кг 1 оценивали по убыли радиоактивности [|251], связывание пептида с Б<֊>.д он • ,• аликвоту инкубационной смеси объемом 5 
оязывающеися с углео. • д „ (10 „г/м) „ 0.05 м фосфат. 
мал смешивал , с 200 мнлс^ №1тр1,фуп1рова1|п։1 (1000.,
„ом буфере pH 7.5 с 0 2 * .....  „ осадкс Реак.
10 мин) оценивали радиоакн.
..ИОННУЮ смесь диализовали при -Н° против дистиллированной воды 

.. п,.пноактивности и еще 1 сутки против 0,15 М.
до исчезмопепия в ,,?я „ пдаст1|КО11ЫХ пробирках.
.\;а . Конъю.аты хра. дл51 перВОй иммунизации 1 мг конъюгата 

ммунизация кр добавляли равный объем полного адъю-
ДОВОДИЛИ ДО 1 .МЛ 0.։о М ’ли смесь путем обработкн ультразвуко.М. 
'։ан'а >рс11нда 11 ЭМ'։калЫвали в подушечку каждой из лап кролика. 
По 0.2 мл эмульгата՛ в^ваЛН ПОДКОжно в 10-12 точек спицы- По- 
ос. авш^юся .асть и проводили с месячным интервалом подкожно следующие иммунизации
в 8-10 точек спины, используя 0,2-0,5 мг конъюгата в 0,5 мл непол­
ного адъюванта Фрш.нда^ определение о,шоидных пептидов Все

а иоиммун >. •> смеси растворяли в буфере: 0,05 М фосфат компоненты инк\банпони „ п поо/ ,
пН 7.5 с 0 15 м‘.1\аС1, 0,2% БСА и °՛02% аз»Да "атрия (РИО-буфер). 
.. , ’ омрсь объемом 0,4 мл содержала: 1251-пепт.ид—Инкубационная смесь , л- ՛ , л . м-1 антисыворотку в соответствующем разведении10д имп/мин в 9,1 мл, <։|> *' количество эндорфина пли неизвестный образец -
(И мТ’рИоХ'ф^ МЛ- ПрОбЬ' "11К-՝б"РО1‘ал" 18֊24ч при -н4°.

’ ' ‘ ’ .«чавшихся с антителами энкефалинов, а также а- и
ля отделепн ^вОбОдНЫХ»։ .< инкубационной смеси добавляли 0,1 мл 

у--шдорфиноь () разведенной РИО-буфером в 5 раз и 0,5 мл
нейтральной сыворо..՝ • . 1

.... д-4° раствора сульфата аммония. Через 30 мин про- насыщенного при -г1 г 1 * 
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бы центрифугировали (2000 g, 0°, 15 мин) и регистрировали радиоак­
тивность в осадках. Для осаждения связавшегося с антисывороткой 
i25j.p.эндорфина в пробы добавляли 0,05 мл (нейтральной сыворотки, 
разведенной в 100 раз, и 0,05 мл антисыворотки барана к у-глобулину 
кролика. После инкубации в течение 18—24 ч при -)-4о пробы центрифу- 
1 провали (2000 g, 0°, 20 мин) и определяли радиоактивность в осадках, 
используя у-счетчик LKB.

Получение экстрактов мозга. В опытах использовали беспородных 
крыс массой 120—150 г без учета пола. Немедленно после декапитации 
животных вскрывали черепную коробку, извлекали мозг, промывали 
его холодным 0,15 MNaCl, взвешивали и помещали в0,2 М НС1 (5—6 
объемов по отношению к весу). Пробы прогревали в кипящей водяной 
бане 10 мин и размельчали на холоду в гомогенизаторе стекло-стекло. 
Экстракты центрифугировали (2000 g, 0°, 20 мин), осадок отбрасыва­
ли, а супернатант замораживали в жидком азоте. После оттаивания 
пробы нейтрализовали до pH 7 1 М NaOH с 0,2 М Na2HPO.t, образо­
вавшийся осадок удаляли центрифугированием, а супернатант исполь­
зовали для радиоиммунологического определения опиоидных пептидов.

Получение йодированных пептидов. Опиоидные пептиды йодирова­
ли хлораминовым методом [14]. йодированные пептиды отделяли от 
свободного [1251] гель-фил ьтрациси на Био-геле Р-2 [14].

Результаты и обсуждение

При конъюгации Leu-энкефалина с БСА с помощью бис-диазоти- 
рованного бензидина около 60% олигопептида ковалентно связывалось 
с белком в течение часа (рис- 1), и дальнейшая инкубация не приводи­
ла к увеличению связывания. Для других опиоидных пептидов связы­
вание также было близко к 60%. Учитывая молярное отношение ком­
понентов реакции в инкубационной смеси, следует заключить, что 12 
молекул пептида ковалентно связывалось с одном молекулой БСА, что 
составляло около 10 мкг Leu- и Met- энкефалинов, 30 мкг а- н у.ЭНЛОр- 
финов и 60 мкг р-эндорфина на 100 мкг БСА. При использовании в ка­
честве конъюгирующего агента карбодиимида с . связывается око­
ло 6 молекул пептида [23]. БД Б связывает пептид с белком через 
остатки тирозина или гистидина; в молекулах энкеоалинов, и- и у.эн­
дорфинов один остаток тирозина Туг1, в молекуле [эндорфина вер­
блюда, который использовался для приготовления иммуногенных 
конъюгатов, таких остатков два-Tyr' и His27. В то же время молеку­
лы эндорфинов насчитывают .несколько свободных карбокси- и амино­
групп, через которые пептид связывается с белком при использовании 
карбодиимида. Таким образом, конъюгация кароодиимндом в сравне­
нии с бис-диазотированным бензидином приводит к юлынему разнооб­
разию мест связывания эндорфинов с оелком, но, по видимому, 
уменьшает специфичность антисывороток, особенно в c.iy iae [> эндор­

фина. "*  1ОДля получения антисывороток иммунизировали 12 кроликов: 
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двух—конъюгатами у-эндорфина, по два животных конъюгатами энке­
фалинов и но три животных конъюгатами а- и р-эндорфинов. У всех 
кроликов после пятой—седьмой иммунизации обнаруживались антитела 
к соответствующему олигопептиду. Лучшие сыворотки связывали 40— 
50% 1251-пентида в следующих конечных разведениях: антисыворотка 
(АС) № 80 к а-эндорфину—1:40000. АС № 50 к р-эндорфину—1:6000, 
АС № 17 к Ьен-энксфалину—1:8000, АС № 19 к МеЬэнксфалину— 
1:3200 и АС № 49 к у-эндорфину—1:40000.

Рис. 1 Конъюгация.Ъеи-энкефалпна с бычьим сывороточным альбумином 
с помощью бйс-дпазотированиого бензидина. '

К 20 мкл инкубационной смеси, отобранным в указанный момент времени, 
добавляли 380 мкл 1% суспензии (вес/объем) смеси активированного уг­
ля с декстраном Т70 в отношении 9:1 в РИОфуфере. После центрифу­
гирования регистрировали радиоактивность [1251] в осадке и суперна- 

1 . . таите

Специфичность антисывороток определяли радиоиммунологиче- 
ским методом. Рис. 2 иллюстрирх ei определение, специфичности АС 
№ 50 к p-эндорфину. Доза p-эндорфина, которая на 50% ингибирует 
связывание [l2Sl] р-эндорфина с антисывороткой,՜ составляла 200 пг. В 
той же системе у-эидорфии подавлял связывание наполовину при кон­
центрации 30 нг. Отношение дозы Р-эндорфина, подавлявшей связыва­
ние наполовину, к соответствующей концентрации у-эндорфина равня­
лось 0,8%. Эта величина и характеризует перекрестную реакцию АС 
№ 50 к р-эндорфину в отношении у-эндорфина. Сходным образом опре­
делялась специфичность всех исследованных антисывороток к эндорфи­
нам в отношении а-, р-> У՜ и Оез-Туг’-у-эндорфинов, Leu- и Met-энке­
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фалинов и p-липотропина*-  Эти данные представлены в табл. 1. Можно 
видеть, что АС № 50 к p-эндорфину давал минимальную перекрестную 
реакцию с другими эндорфинами и практически нулевую с энкефалина­
ми; ее перекрестная реакция с p-липотропином составляла 6,6%. Опи­
санная система для рад.иои.ммупологического определения р-эндорфи- 
на человека является гетерологичной: иммуногенные конъюгаты полу­
чали, используя р-эндорфип верблюда (фирма «Serva»), а для йодиро­
вания и приготовления стандартов применяли p-эндорфип человека- 
(фирма «Beckman»). р-Эвдорфип верблюда в сравнении с р-эпдорфи- 
ном человека имеет две аминокислотных замены: гистидин в 27 поло­
жении заменен на тирозин и С-концевой глютамин—на глютаминовую 
кислоту. Несмотря на гетерологичность системы радиоиммунного тести­
рования, опа характеризовалась высокой чувствительностью и специ­
фичностью. Большинство описанных сывороток к p-эндорфину обла­
дает гораздо худшей специфичностью, особенно в отношении р-липо- 
тропина [18]'.

* р-лилотропин быка был любезно предоставлен проф. К). А. Панковым (Инсти­
тут экспериментальной эндокринологии и химии гормонов, Москва)

Рис. 2. Специфичность антисыворотки № 50 к р-эндорфииу: /— р-эидор- 
фии, 2 экстракт, 3—р-липотронин, 7—у-эндорфин, 5—Des-Tyri—-у-эн­
дорфин, 6—сс-эндорфип, 7—Leu-энкефалин, 8 Met-энксфалин; Во—свя­
зывание 1251—р-эндорфина с антисывороткой в отсутствие конкурирую- 

' щего агента; В—то же при определенной концентрации пептида или эк­
стракта

Хорошей специфичностью характеризовалась АС № 80 к а-эндор- 
фину. Ее перекрестная реакция с у-эндорфином равнялась 14% (табл. 
1), хотя оба олигопептида отличаются лишь одним аминокислотным 
остатком на С-конце—Leu77 p-липотропина. Оеэ-Туг’-'у-эндорфин обла­
дал той же перекрестной реакцией, что и у-эндорфин, а для р-эндорфина 
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эта величина была значительно ниже и составляла 2,6%. Перекрестная 
реакция с энкефалинами и 0-липотропином практически равнялась ну­
лю.

Антисыворотка № 49 к у-эндорфину также обладала высокой спе­
цифичностью и давала минимальную перекрестную реакцию с а- и 0- 
эндорфинами, энкефалинами и 0-липотропином (табл. 1). Однако ее 
перекрестная реакция в отношении Оез-Туг'-у-эпдорфина была очень 
высока и составляла 50%. что позволило опредепить сумму у- и Оез-
Туг'-у-эндорфинов.

Таблица 1
Характеристика антисывороток к эндорфинам

II сити л

Перекрестная реакция, %

Антисыворотка 
№ 80 к а-эн- 

дорфину_

Антисыворотка 
№ 50 к ^-эн­

дорфину

Антисыворотка- 
№ 49 к 7֊эн- 

дорфину

а-эндорфин 
р-эндорфин 
7-эндорфин 
иеэ-Туг’-7-эндорфпп 
Беи-энкефалнн 
МеЬэнкефалнц 
^-липотропин

Чувствительность
50% вытеснения*

Примечание. Специфичность 
тих агентов, выраженной в ед

* концентрация эндорфина, 
эндорфина с соответствующей

Хаоактевнстпки ан

100
2,6

14
14,2

<0,02
<0,02

0,34

2—5 пкг
30--50 пкг

рассчитывали, г 
питах веса.
1ри которой на 
читисывороткой.

нсывороток к Б

0,15 
100 
0,8 
0,66

<0,02 
<0,02

6,6

5—10 пкг 
150—200 пкг

сходя из конце

50% ингибпруе

ей- и МеЬэнкеф

0.25
4,4
100
60

<0,02
<0.02

0,5

2—5 пкг 
30—50 пкг

1трации конкурирую-

тся связывание 1251-

Таблица 2 
тинам

II е п т и Д

Перекрестная реакция, %

Антисыворотка 
д» 17 к Ьец-эп- 

кефалпну

Антисыворотка 
№ 19 к Меьэн- 

кефалипу

Ьеи-энкефалии 
МеЬэнкефалнн 
3-эНдорфнн 
^-липотропин 
Брадикинин

Чувствительность 
50% цытсснения

См. пояснения к табл. ••

100 
0,93 

<0,01 
<0.01 
<0.01

3—5 пкг 
30 — 50 пкг

5,8 
100

<0.1
<0.1
<0.1

100 — 200 пкг 
1—3 иг

Специфичность антисывороток к Ьеи- и МеЬэнкефалинам опреде­
ляли в отношении следующих пептидов: энкефалинов, 0-эндорфина, 
0-липотропина и брадикинина (табл. 2). Можно видеть, что АС № 17 
.к Ьеи-энкефалину давала перекрестную реакцию с МеЬэнкефалином 
(5,8%); перекрестная реакция в отношении 0-эндорфина, 0-липотропи- 
на 1И брадикинина была менее 0,03%. Антисыворотка № 19 к МеЬэн- 



кефалину характеризовалась более высокой специфичностью: ее пере­
крестная реакция в отношении Ьеи-энкефалина составляла 1%, а с дру­
гими пептидами — менее 0,1% (табл. 2).

Все антисыворотки помимо высокой специфичности характеризо­
вались высокой чувствительностью и позволяли уверенно определять 
менее 10 пг пептида в пробе. Исключение составляла АС № 19 к Ме1-эн- 
кефалину: чувствительность метода при использовании этой антисыво­
ротки не превышала 100 пг пептида в пробе; вероятно, при использова­
нии двухстадийной инкубации [18] чувствительность метода несколько 
возрастет.

экстракт мкл экстракт мкл

пептид нг пептид нг

Рис. 3. Конкуренция экстрактов мозга крысы с 1251-опиатными пеп­
тидами за связывание со специфической антисывороткой: Во—связыва­
ние |251-нептида со специфической антисывороткой в отсутствие конку­
рирующего агента; В—то же при определенной концентрации синтети­
ческого пептида (/) или экстракта (2). н—«эндорфин. б—у-эпдорфнн, 

в—Leu-энкефалин, г—Met-энкефалин

Пригодность сывороток для радиоиммунологического определения 
эндорфинов и энкефалинов в экстрактах мозга крысы оценивалась но 
их способности конкурировать с соответствующим |251-псптидом за свя­
зывание со специфической антисывороткой. Рис. 2 и 3 иллюстри­

7



руют конкуренцию экстрактов с соответствующими |251-нептидами. 
Можно видеть, что характер конкуренции синтетического пептида н эк­
страктов за связывание со специфической антисывороткой идентичен в 
случае а- (рис. 3,а), р- (рис. 2) и у-эндорфннов (рис. 3, б), а также 
Leu- и Met-энкефалинов (рис. З.впг соответственно). Подобный ход 
кривых конкуренции свидетельствовал о родственности или полной 
идентичности конкурирующей субстанции мозговых экстрактов с соот­
ветствующим синтетическим пептидом. Таким образом, полученные на­
ми антисыворотки позволяют весьма специфично определять содержа­
ние энкефалинов и эндорфинов в нефракционированных экстрактах 
мозга.
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