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(57) Способ определения активности моно-
аминоксидазы в биологических субстратах
путем исследования физико-химических па-
раметров ферментно-субстратной смеси, о т-
п и н а ю щ и й с я ' тем, что к раствору

серотонина, взятого в заведомом избытке
по отношению к предполагаемой концент-
рации фермента, прибавляют исследуемую
биологическую жидкость или гомогенат тка-
ни, содержащих фермент моноаминоксида-
зу, пропускают через нее слабый
высокочастотный ток и по скорости измене-
ния напряжения в цепи судят о скорости
ферментативного процесса, регистрируе-
мой в любой момент или общей скорости по
всей аналоговой кривой ферментативного
процесса от его начала до окончания, а по
величине сдвига напряжения за весь период
реакции судят о концентрации фермента в
исследуемом субстрате.

С
>

Изобретение относится к медико-биоло-
гическим отраслям знаний и практической
деятельности (медицине, ветеринарии, био-
логии, токсикологии и гигиене).

Известен способ, при помощи которого
активность моноаминоксидазы определяют
по количеству аммиака, образовавшегося в
результате ферментативной реакции между
моноаминоксидазой и ее биологическим
субстратом - серотонином, путем примене-
ния фенолгипохлорида в качестве индикато-
ра аммиака после изотермической отгонки.
Белок при этом определяют по методу Лоури
[Горошинская И.А. Активность моноаминок-
сидазы в мозгу и печени при разных режи-
мах гипероксии. Автореферат диссертации
канд.биол.наук, Минск, 1977].

Однако этот способ основан на опреде-
лении высоколетучего соединения - аммиа-
ка, который, кроме того, обладает
способностью проникать во многие матери-
алы, из которых изготовлена химическая по-
суда и оборудование для изотермической
отгонки, временно задерживаться в них, а
затем медленно мигрировать из них в окру-
жающий воздух. В результате этого созда-
ются нестандартные условия определения
моноаминоксидазы, что существенно сни-
жает ценность данного способа.

Известен также способ определения мо-
ноаминоксидазы в сыворотке крови флуори-
метрическим методом [Ильичева Р.Ф.,
Горкин В.З. Определение моноаминоксида-
зы в сыворотке крови человека. Лаборатор-
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ное дело. 1979, № 9, с. 534-536], при помощи
которого активность моноаминоксидазы оп-
ределяют по убыли серотонина в пробах,
остаток которого (недезаминированный мо-
ноаминоксидазой) конденсируют с нингид- 5
рином с образованием флуоресцирующего
соединения. Количество серотонина при
этом определяют флуориметрическим мето-
дом [Юденфренд С.Флуоренсцентный ана-
лиз в биологии и медицине, пер. с англ. М., 10
"Мир", 1965, с. 109-113] модифицированным
[Кулинский В.И. и^Костюковская Л.С. Опре-
деление серотонина в цельной крови чело-
века и лабораторных животных. -
Лабораторное дело, 1969, № 7, с. 390-394]. 15

Указанный способ имеет ряд недостат-
ков:

многоэтапность способа (определение
состоит из 29 этапов, если не считать обяза-
тельную многоэтапную подготовку очень чи- 20
стых реактивов, используемых для
определения), что связано с дозированием
большого числа реактивов;

при использовании способа прототипа
применена экстракция серотонина из био- 25
субстрата бутанольным экстрагентом с по-
следующим разделением фаз, имеют место
потери серотонина как за счет несовершен-
ства разделения фаз, так и за счет неполной
экстрации амина (соотношение градиентов 30
концентраций не равно 100%);

большая продолжительность выполне-
ния способа (5.5-6 часов на одно определе-
ние, если не считать затрат времени на
подготовку высокочистых реактивов); 35

способ недостаточно информативен, так
как позволяет получить лишь один показа-
тель - количество остатка серотонина в про-
бе всегда через один и тот же промежуток
времени (10 мин) от начала ферментативной 40
реакции, что дает возможность судить не
столько об активности моноаминоксидазы (в
правильном ее понимании), сколько о коли-
честве дезаминированного ферментом се-
р о т о н и н а , определяемом в момент, 45
отдаленный от начала реакции на 10 мин.
При этом, так называемая активность моно-
аминоксидазы расчитывается авторами про-
тотипа исходя из допущения, что реакция во
всех случаях прекращается через 10 минут 50
(не более и не меньше) от ее начала. То есть,
способ-прототип не позволяет объективно
оценить активность моноаминоксидазы в
тех случаях, когда реакция длится менее или
более 10 минут; 55

способ недостаточно информативен, так
как не позволяет документировать результа-
ты определения активности моноаминокси-
дазы и визуально следить за ходом
ферментативного процесса в любой его мо-

мент; способ недостаточно информативен,
так как использует лишь один показатель,
основанный на количестве дезаминирован-
ного серотонина. определяемого косвенным
путем (по количеству непрореагировавшего
серотонина);

способ недостаточно информативен, так
как в нем не оговаривается, что серотонин
должен вводиться в пробу (в инкубационную
смесь) в заведомо избыточных количествах
(по отношению к максимально высокой
предполагаемой способности моноаминок-
сидазы к дезаминированию данного суб-
страта), в связи с чем может возникнуть
ситуация, при которой весь серотонин, вве-
денный в инкубационную смесь будет под-
вергнут дезаминированию, а "ресурс"
моноаминоксидазы до конца не будет реа-
лизован. В этом случае истинная активность
моноаминоксидазы не может быть установ-
лена;

нреобходимость использования относи-
тельно большого количества дефицитного
субстрата (серотонина), отнесенного к меди-
каментам группы А (ограниченной выдачи,
учета и хранения) по 1 мкг на пробу;

необходимость использования относи-
тельно большого количества биологического
субстрата (например крови - по 1 мл на
пробу), что практически исключает поста-
новку параллельных проб, особенно при
изучении активности моноаксидазы в биоло-
гических жидкостях мелких лабораторных
животных, в микропробах (биоптатах) тка-
ней и органов, имеющих небольшую массу,
а также в тех случаях, когда требуется изу-
чить взаимосвязь активности моноаминок-
сидазы с уровнями ряда других тестов в том
же биологическом субстрате, отобранной от
одной и той же особи мелкого лабораторно-
го животного.

Задачей изобретения является упроще-
ние способа, сокращение продолжительно-
сти и повышение информативности
опредепения активности моноаминоксида-
зы в биологических субстратах.

Указанная задача достигается тем, что к
раствору серототина, взятого в заведомом
избытке по отношению к предполагаемой
концентрации фермента, прибавляют иссле-
дуемую биологическую жидкость или гомо-
генат т к а н и , содержащую фермент
моноаминоксидазу, пропускают через инку-
бационную смесь слабый высокочастотный
ток, частота и сила которого постоянны, не
вызывают перегрева смеси и образования
ионного тока в ней, и по скорости измене-
ния напряжения в цепи судят о скорости
ферментативного процесса, регистрируе-
мой в любой момент (активности фермента)
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или общей скорости (общей активности) по
всей аналоговой кривой ферментативного
процесса от его начала до окончания, а по
величине сдвига напряжения за весь период
реакции судят о концентрации фермента в 5
исследуемом биологическом субстрате. При
этом также учитывают продолжительность
реакции "моноаминоксидаза-серототнин",
максимальную активность (в момент наибо-
лее высокой скорости изменения напряже- 10
ния в цепи) и показатель отношения
максимальной активности фермента к об-
щей активности.

Способ осуществляют следующим обра-
зом. 15

Раствор серотонина, концентрация ко-
торого позволяет создать в инкубационной
смеси заведомый избыток серотонина по от-
ношению к предполагаемой концентрации
фермента моноаминоксидазы в пробе, тер- 20
мостатируют при температуре +37°С, в него
вносят биологическую жидкость, гомогенат
ткани, органа или биоптата и через получен-
ную инкубационную смесь пропускают сла-
бый высокочастотный ток постоянной 25
частоты и силы, не вызывающих перегрев
реакционной смеси и ионного тока в ней, и
по скорости изменения сопротивления в
ней, определяемой по скорости изменения
напряжения в цепи, определяют активность 30
моноаминоксидазы в любой момент реак-
ции или (и) общую активность фермента по
данным динамики изменения напряжения в
ходе всей ферментативной реакции. Кроме
того, на основании этой динамики рассчиты- 35
вают показатели продолжительности реак-
ции, максимальной активности фермента и „
отношение максимальной активности к об-
щей. Продолжительность ферментативной
реакции выражается в часах и долях часа от 40
момента смешивания биологического суб-
страта и раствора (серотонина) до момента
прекращения изменения напряжения в це-
пи. Концентрацию моноаминоксидазы в би-
ологическом субстрате выражают в 45
миливольтах на литр цельной биологической
жидкости, содержащей фермент, или на кг
сырой ткани (или органа) или в молях (мили-
молях, микромолях) субстрата (серототина)
на литр (кг) биологического материала, взя- 50
того для испытания. В случае выражения
концентрации моноаминоксидазы в молях
серотонина, дезаминированного данным
ферментом, на л (кг) биологического матери-
ала максимальный сдвиг напряжения в цепи 55
в милливольтах умножают на коэффициент,
соответствующий цене 1 мВ в микромолях/л
(кг). Общую активность моноаминоксидазы
выражают в милливольтах (молях серотони-
на) на 1 л (кг) биоматериала за 1 час, что

соответствует частотному от деления кон-
центрации моноаминоксидаэы (в мВ (микро-
молях) серотонина) на л (кг) продолжительность
ферментативной реакции в часах. Максималь-
ную активность моноаминоксидазы выража-
ют в милливольтах (микромолях серотонина)
на л(кг) биоматериала за час на наиболее
крутом отрезке диаграмной аналоговой кри-
вой, то есть в момент наиболее высокой ско-
рости изменения напряжения в цепи.
Отношение максимальной активности моно-
аминоксидазы к общей активности данного
фермента выражают в безразмерных едини-
цах, соответствующих частотному от деле-
ния величины максимальной активности
фермента ( в мВ/мкмоль серотонина) на л
(кг) биоматериала на величину общей актив-
ности моноаминоксидазы (также в мВ
(мкмоль серотонина) на л (кг) биоматериала.
Вышеуказанные показатели позволяют оце-
нить "ресурс" биологической жидкости (тка-
ни) по дезаминиров"анию серотонина,
скорость этого дезаминирования на этапе ее
максимального развития, что характеризует
максимальные возможности моноаминокси-
дазы по скорости дезаминирования серото-
нина, в течение более продолжительного
срока и соотношение этих процессов, харак-
теризующее изменчивость темпов обработ-
ки серотонина моноаминоксидазой во
времени. Эти показатели имеют огромное
значение для оценки процессов синтеза мо-
ноаминоксидазы и проявления ею своих
специфических свойств;

П р и м е р 1. Исследование проводили
на анализаторе ферментативной активности
отечественного производства типа АФ-1.

В кювету анализатора вносили 2 мл рас-
твора серотонина в концентрации 0,25 мкг в
1 мл Трис буфена ионной силой 0,1 н. Кювету
помещали в гнездо термостата (+37°С)
вставляли в нее электроды и подключали их
к клеммам прибора. Последоведения темпе-
ратуры раствора до 37 ± 1°С производили
пробную запись величины напряжения в це-
пи при стабильных параметрах частоты (880
кГц) и силы тока (20 мкА). Убедившись в
стабильности исходного уровня напряжения
в цепи (12,5 мв) и, следовательно, в постоян-
стве сопротивления раствора слабому высо-
кочастотному току, через отверстие в крыше
электрода в кювету вводили 0,01 мл исследу-
емой сыворотки крови, перемешивали 20
сек электромагнитной мешалкой вибрато-
ром образовавшуюся инкубационную
смесь, а затем регистрировали при помощи
самопишущегося милливольтметра Н-39 на
диаграмной ленте кривую изменения напря-
жения в цепи, то есть кривую хода фермен-
тативного процесса. Скорость движения
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диаграмной ленты была равна 180 мм/час.
Ферментативная реакция "моноаминокси-
даза сыворотки крови - серотонин" от ее
начала до окончания зафиксирована на уча-
стке ленты длиной в 27 мм, что соответствует 5
продолжительности реакции 27 мм/180
мм/ч * 0J5 часа. Отклонение стрелки мил-
ливольтметра к концу реакции достигло 32
мм, что при масштабе шкалы 100 мм:25 мв
соответствует 5,5 мв. Как установлено при 10
калибровке, 1 мв при данных условиях соот-
ветствует дезаминированию 0,182 мкмоль
серотонина в расчете на 1 л сыворотки (учи-
тывая введение в пробу 0,01 мл сыворотки).
Следовательно, в данном примере концент- 15
рация фермента моноаминоксидазы в сыво-
ротке крови равна 5,5 мв • 0,182 мкмоль/л ™
=1,001 мкмоль/л. Поскольку 1,001 мкмоль
серотонина дезаминировано моноаминок-
сидазой, содержащейся в 1 л испытуемой 20
сыворотки крови за 0,15 часа, то есть общая
активность фермента (в мкмоль/л • час) со-
ставит 1,001 /0,15 - &.6733 мкмоль/ч • л. На-
иболее высокая активность фермента в
данном примере зарегистрирована на от- 25
резке кривой, отклоненной от нулевой ли-
нии на 63,5°, что соответствует отклонению
стрелки милливольтметра иа данном участ-
ке кривой на 1,549 мл на шаг движения ди- •
аграммной ленты на 1 мм. То есть, за каждые 30
(1-180) 0,00555 часа в этот период реакции
происходят дезаминирование (1,549 мм, что
при масштабе шкалы 100 мм/25 мв соответ-
ствует 0,387 мв, что при коэффициенте 1 мВ
- 0,182 мкмоль/л составляет 0,0705 35
мкмоль/л (0,0705 мкмоль серотонина в рас-
чете на 1 л испытуемой сыворотки крови).
При пересчете на активность моноаминок-
сидазы в мкмоль/ч * л максимальная актив-
ность фермента по данному примеру 40
составит 0.0705/0,0055, что составит 12,703
мкмоль/ч • л. Исходя из этого, отношение
максимальной активности моноаминоксида-
зы к общей равно 12,703/6,6733 * 1.9.

Таким образом, входными характери- 45
стиками для расчетов показателей активно-
сти моноаминоксидазы по данному при-
меру являлись: скорость движения диаграм-
ной ленты самописца, длина участка диаг-
раммы, занятого аналоговой кривой, 50
отклонение стрелки самописца, угол макси-
мального наклона кривой по отношению к
нулевой линии, масштаб шкалы самопишу-
щего милливольтметра, коэффициент пере-
хода от милливольт к микромолям 55
серотонина на литр (в данном случае сыво-
ротки). Выходными параметрами характери-
зующими всесторонне активность
моноаминоксидазы биологического матери-

ала, являются: продолжительность реакции,
концентрация фермента, общая активность
фермента, максимальная активность фер-
мента, отношение максимальной активно-
сти к общей.

П р и м е р 2 По способу, описанному в
примере 1 (без каких-либо изменений) на
том же анализаторе ферментативной актив-
ности типа АФ-1 произведено исследова-
ние 10 проб сыворотки крови, отобранных от
интактных крыс-самок беспородных альби-
носов. Результаты представлены в табл.1.
Расчет показателей активности моноами-
ноксидазы произведен также как и в приме-
ре 1 с учетом переходного коэффициента (от
мВ к мкмоль/л равного 0,182.

Как видно из цифровых данных, приве-
денных в табл. 1, средняя продолжитель-
ность реакции составила 0,12 ±0,01 часов,
средняя (по 10 определениям) концентрация
моноаминоксидазы сыворотки крови интак-
тных крыс-самок равна 0,69±0,07 мкмоль се-
ротонина/л, средняя общая активность
моноаминоксидазы по данной группе со-
ставляет 5,95 ± 0,34 мкмоль серотони-
на/ч * л, средняя максимальная активность
моноаминоксидазы сыворотки крови со-
ставляет 13,80 ± 1,46 мкмоль/ч • л, отноше-
ние максимальной активности к общей
составляет в среднем 2,31 ± 0,19,

Таким образом, полученные в данном
примере цифровые результаты позволяют
наиболее полно оценить особенности актив-
ности моноаминоксидззы как у каждого жи-
вотного отдельно, так и по однородным
группам лабораторных объектов.

П р и м е р 3. С целью определения
активности моноаминоксидазы в пробах
тканей и органов проведены исследования
проб легочной ткани и сердечной мышцы.
Для определения использовали тот же при-
бор АФ-1, что и при исполнении примеров
1 и 2. Навеску ткани массой 500 мг вносили
в форфоровую ступку, растирали пестиком,
добавляли постепенно 3 мл 5,2% изотониче-
ского раствора глюкозы в дистиллирован-
ной воде, затем количественно переносили
в центрифужную пробирку добавляя еще 1,5
мл раствора (до 5 мл). Таким образом получа-
ли гомогенат с разбавлением 1:10. После
центрифугирования использовали суперна-
тант в количестве 0,01 мл по методике, опи-
санной в примерах 1 и 2 (условия
центрифугирования: 5000 об/мин в течение
10 минут). Результаты определения моно-
аминоксидазыя в пробах легочной ткани и
сердечной мыщцы представлены в табл.2.
Учитывая разбавление гомогенатов в 10 раз,
коэффициент перехода мВ в мкмоль/кг тка-
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ни принят 1,82/вместо 0,182 при непосред-
ственном использовании биологической
жидкости без ее предварительного разбав-
ления, как это было принято в примерах 1 и
2 по отношению к сыворотке крови.

Как видно из данных, приведенных в
табл.2, способ позволяет отделить актив-
ность моноаминоксидазы не только в биоло-
гических жидкостях но и в пробах тканей и
органов в связи с чем становится правомер-
ным название способа: "Способ определе-
ния активности моноаминоксидаэы в
биологических субстратах".

Таким образом, предлагаемый способ
имеет по сравнению со способом-прототи-
пом следующие преимущества:

предлагаемый способ выполняется
практически в 3 этапа (в отличие от 29 этапов
по способу прототипа);

продолжительность реакции по предла-
гаемому способу колеблется, как видно из
примеров, в пределах 0,067 + 0,21 часа, а все
определение выполняется за 20 мин (в то
время как по способу-прототипу в течение
5,5 + 6,0 часов);

способ обладает высокой информатив-
ностью, так как в прямом (а не косвенном,
как по способу-прототипу) позволяет оце-

нить и задокументировать все особенности
кинетики ферментативного процесса при
помощи показателей продолжительности
реакции, концентрации моноаминоксидазы,

5 общей и максимальной активности моно-
аминоксидазы, отношения максимальной
активности фермента к общей;

предлагаемый способ позволяет избе-
жать искажения результатов определения в

10 связи с избыточной активностью.моноами-
ноксидазы по отношению к количеству серо-
тонина, находящемуся в пробе;
способ-прототип не гарантирован от этого;

предлагаемый способ требует для своей
15 реализации значительно меньших коли-

честв серотонина (в 20 раз) и биологического
материала (сыворотки крови в 20 раз, ткани
в 200 раз) чем способ прототип; при необхо-
димости количества этих ингредиеантов мо-

20 гут быть уменьшены еще в 10-20 раз,
практически без ущерба для, основных ха-
рактеристик способа - при реализации
предлагаемого способа не возникает необ-
ходимость в применении экстрактов и экс-

25 трагентов и последующем разделении фаз,
в связи с чем отсутствуют потери аминов,
неизбежные при применении способа-про-
тотипа. *



Т а б л и ц а

Результаты определения показателей активности моноаминоксидазы сыворотки крови у интактных самок крыс

Выходные параметры (показатели)
Отношение

максимальной
активности

к общей

Входные параметры реакции

Максималь-

ный угол от-

клонения

кривой.

Максималь-
ная актив-

ность,
мкм/ч-л

Общая
активность
фермента,

мкм/чшл

Концентрация

фермента,
мкм/л

Продолжи-
тельность
реакции,

ч

Путь диаграм-
ной ленты за
время реак-

ции,
мм

Максималь-
ное оклоне-
ние кривой,

мм
9,28
8,45
8,19
16,07
22,70
15,46
11,28
13,36
16,10
17,40

0,110
0,100
0,072
0,067
0,110
0,160
0,08
0,160
0,130
0,190

0,69
0,07
0,23
33,33

0,120
0,010
0,04

33,333

Статистические параметры



Т а б л и ц а 2
Результаты определения активности моноаминоксидазы в пробах супернатантов, полученных из разбавленных гомогенатов тканей

1
2

Входные параметры реакции

Максималь-
ное оклоне-
ние кривой,

мм

Легкие
20
18

Путь диа г рам-

ной ленты за
время реак-

ции,
мм

31
18

Статистические параметры

1
2

Сердце

20
13

37
20

Статистические параметры

Максималь-
ный угол от-

клонения

кривой.
град

65
67

X
ни

55
68

X

Продолжи-
тельность
реакции,

ч

0,17
0,1

0,14
0,03

35,70

0,21
0,11

0,16
0,05
0,07

43,80

Выходные параметры (показатели)

Концентрация

фермента,
мкм/кг

9,10
8,2

8,65
0,45
7,40

9,10
5,90

7,55
1,65
2,33

30,45

Общая
активность

фермента,
мкм/ч-кг

52,80
81,90

67,35
14,55
30,60

44,20
53,00

48,60
4,40
6,22
12,80

Максималь-
ная актив-

ность,
мкм/ч-кг

133,6
143,6

138,6
5,0
5,14

95,8
149,0

122,4

26,6
37,6

30,70

Отношение
максимальной

активности
к общей

2,50
1,75

2,13
0,37

24,90

2,17
2,79

2,48

0,31
0,44

17,75

N3
КЗ

4

N3
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