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Ό,14-0,18%-ного сернокислого кадмия 
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Изобретение относится к медицине, 

а именно в биохимии, и может быть 
использовано для выделения термоста­
бильной плацентарной щелочной фосфа­
тазы. J

Известен способ выделения щелочной 
фосфатазы, включающий обработку гомо­
гената ткани бутанолом, фракциониро­
вание ацетоном и сульфатом аммония, 
гельфильтрацию и ионообменную хро- . Ю 
матографию [Ί

Недостатками данного способа 
являются его сложность, длительность 
И низкий вцход целевого продукта.

Наиболее близким к изобретению 
по технической сущности и достига­
емому эффекту является способ выделе­
ния термостабильной плацентарной 
щелочной фосфатазы, предусматриваю­
щий экстрагирование ткани 3 М раст- 2θ 
вором хлористого натрия, прогревание 
экстракта в течение 10 мин при 65°С, 
фракционирование хлористым цетилпи- 
ридинием и сульфатом аммония , диализ·. ■ 
и очистку целевого продукта электро- 25 
форезом в полиакриламидном геле £2)1.

Недостатками известного способа 
являются невысокий выход целевого’ 
продукта (72%), а также его сложность,, 
заключающаяся в наличии двух стадий 
фракционирования.

Цель изобретения - увеличение выхо­
да'целевого продукта и упрощение 
способа.

Поставленная цель достигается 
тем, что согласно способу выделения 
термостабильной плацентарной щелоч­
ной фосфатазы, предусматривающему 
экстрагирование ткани раствором хло­
ристого натрия, прогревание экстрак­
та, диализ и электрофорез в полиакри-40 
ламидном геле, перед диализом прово­
дят повторное прогревание в присут­
ствии 0,14-0,18%-ного сернокислого 
кадмия при 62-65°С в течение 1-5 мин.

Эффективность очистки при варьи­
ровании в предлагаемых интервалах 
концентраций сернокислого кадмия, 
температуры и времени практически не 
изменяется. За пределами этих интер-. 
валов или не достигается очистки 
фермента, например, прогревание 
при 45°С, или происходит его инакти­
вация (табл. 1).

Прогревание без добавления серно- & 
кислого каДмия приводит к 4,3-кратр 
ному увеличению удельной активности 
целевого продукта.

Добавление сернокислого кадмия 
в концентрации 0,14-0,18% не приводит 
к значительному увеличению удельной 
активности: в этом случае выпадает 
в осадок около 30% балластных белков 
й удельная активность фермента воз­
растает в 13,5 раз.

Однако одновременное проведение 
двух обработок сернокислым кадмием 
й нагреванием, приводит к 15-кратной 
очистке с очень высоким выходом - 
более 90%.

П р им ер 1.1 этап. Приготов­
ление плацентарного тканевого экст­
ракта: гомогенизация при 8000 об./мин 
в течение 5 мин отмытой от крови 
плаценты в 3 М растворе хлористого 
калия‘(вес-объемное соотношение 
1:3-4); перемешивание на магнитной 
мешалке при 4ffC в течение 12 ч; 
центрифугирование при 6000 об./мин 
в течение 30 мин. Дальнейшее иссле- '■ 
дование проводят с надосадочной жид-: 
костью после диализа против дистил­
лированной воды (2 смены по 60 .мин) 
и 0,1 моль раствора хлористого нат­
рия (2 смены по 60 мин).

2 этап. Полученный1 плацентарный 
экстракт прогревают при 65°C в те­
чение 10 мин и центрифугируют при 
8000 об./мйн в течение 20-30 мин.

I · -

3 этап. К надосадочной жидкости 
добавляют сульфат кадмия из расчета 
0,14%-ной концентрации в итоговом 
растворе и проводится повторное 
прогревание при 65°С в течение 3 мин. 
Осадок отделяют путем центрифугирова­
ния при 8000 об./мин в течение 20- 
30 мин.

4 этап. Надосадочную жидкость 
диализуют в течение 10-12 ч против 
ацетатного буфера (pH 4,5).

5 этап. Доочищение прёпарата 
проводится методом препаративного 
диск-электрофореза в 7%-ном полиак­
риламидном геле с последующим извле­
чением из геля термостабильной ще­
лочной фосфатазы электрофоретически. 
Гель, содержащий фермент, вырезают 
под визуальным контролем после окра­
шивания методом азосочетания (суб­
страт - нафтол - AS - BS - фосфат, 
краситель - прочный синий соль В). 
Количество очищенной термостабильной 
щелочной фосфатазы определяют мето­
дом Лоури. Результаты очистки тер­
мостабильной щелочной фосфатазы пла­
центы даны в табл. 2.
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Пример 2. Выделение проводят 

аналогично примеру 1, но используют 
0,18%-ный раствор сульфата кадмия. 
Выход на этой стадии составляет 93% 
против 93,1% по· примеру 1.

Зависимость активности щелочной 
фосфатазы от условий выделения (тем­
пературы ij концентрации сульфата 
кадмия) дана в табл. 1.

Прогревание при 62°' в течение 
1 или 5 мин приводят к тем же ре­
зультатам (табл. 1).

При введении вместо сульфата 
кадмия 0,28%-ного сульфата натрия

10 4
при последующем прогревании не наб­
людается увеличение выпадания в 
осадок балластных белков по сравне­
нию с контрольным опытом, в котором 
не добавляют никаких солей.

Таким образом, использование 
предлагаемого способа позволяет 
значительно увеличить выход целевого 
продукта с 72% до 92,9%, а также 
значительно упростить выделение фер­
мента за счет замены стадий фрак­
ционирования хлористым цетилпириди- 
нием и сульфатом аммония простейшей 
стадией термообработки.

Таблица 1

Условия выделения Количество Общая Вес Удельная Выход, %
исследуемого актив- белка, мг активность,
материала, мл ность, ед ед./мг

Прогревание при 
45й С 1200 15870 6850 2,3 100,0

Прогревание при 
65®С 1150 14900 1520 9,8 93,8

Добавление сульфата 
кадмия при прогре­
вании

45°С : 0,14% 1150 15700 6500 2,4 98,9

0,18% 1150 15650 6400 2,44 98,8

65°С : 0,14% 1070 14790 470 31,5 93,1

0,18 1050 14740 430 34,3 93,0

80®С : 0,14\ 985 - 95 - 0

0,18 980 - 90 - 0

65еС 0,26% 1050 220 350 0,6 1,4
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Т а б л и да 2

Этап
Условия 
очистки .

Количество 
исследуемого 
материала

Общая 
активность, 
ед.

....
Количест­
во белка 
мг

Удельная 
активность. 
ед./мг

.Выход 
целево­
го про­
дукта, %

1 Экстракт после обра­
ботки хлористым 
калием

•

1200 15880 6900 2,3 100,0

2 Первичное прогревание 1150 14900 1520 9,8 93,8

3 Добавление сульфата 
кадмия 1100 14800 1120 13,2 93,2

4 Вторичное прогре­
вание 1070 14790 470 31,5 93,1

5 Диализ при pH 4,5 1070 14770 350 42,2 92,9

6 Итог (после электро­
фореза) 10,0 14770 41,2 358,4 . , 92,9
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