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NAD+-çàâèñèìàÿ ôîðìèàòäåãèäðîãåíàçà (ÊÔ 1.2.1.2,
ÔÄÃ) àêòèâíî èññëåäóåòñÿ â òå÷åíèå ïîñëåäíèõ äåñÿ-
òèëåòèé [1]. Ýòîò ôåðìåíò ïðåäñòàâëÿåò áîëüøîé
òåîðåòè÷åñêèé è ïðàêòè÷åñêèé èíòåðåñ. Ôîðìèàòäåãèä-
ðîãåíàçà èãðàåò î÷åíü âàæíóþ ôèçèîëîãè÷åñêóþ ðîëü â
æèçíåäåÿòåëüíîñòè áàêòåðèé, äðîææåé, ìèêðîñêîïè÷åñ-
êèõ ãðèáîâ è ðàñòåíèé. Â ïðàêòè÷åñêîì àñïåêòå ÔÄÃ
ÿâëÿåòñÿ íàèëó÷øèì áèîêàòàëèçàòîðîì äëÿ ñèñòåì
ðåãåíåðàöèè NADH, êîòîðûé èñïîëüçóåòñÿ â êà÷åñòâå
êîôàêòîðà ñîòíÿìè äåãèäðîãåíàç.

Â íàøåé ëàáîðàòîðèè ïðîâîäÿòñÿ ñèñòåìàòè÷åñêèå
èññëåäîâàíèÿ ïî èçó÷åíèþ ìåõàíèçìà äåéñòâèÿ è
óëó÷øåíèþ ñâîéñòâ ÔÄÃ èç ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ. Â òå-
÷åíèå ïîñëåäíèõ ëåò ïîëó÷åíû ìíîãî÷èñëåííûå ìóòàí-
òíûå ôîðìû ôîðìèàòäåãèäðîãåíàçû, êîòîðûå áîëåå
÷åì â ñòî ðàç ïðåâîñõîäÿò ôåðìåíò äèêîãî òèïà ïî
ñòàáèëüíîñòè è ïðîÿâëÿþò ïîâûøåííîå ñðîäñòâî ê êî-
ôåðìåíòó [2]. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ îñíîâíàÿ çàäà÷à â
îáëàñòè áåëêîâîé èíæåíåðèè ÔÄÃ – ïîâûøåíèå êàòà-
ëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè ôåðìåíòà. Äëÿ ýòîãî ïëàíèðó-
åòñÿ èñïîëüçîâàòü ðàçíûå ïîäõîäû, â òîì ÷èñëå è ìå-
òîä íåóïîðÿäî÷åííîãî ìóòàãåíåçà, íàçûâàåìûé “íà-
ïðàâëåííàÿ ýâîëþöèÿ” (directed evolution) [3]. Ýòîò
ìåòîä íå òðåáóåò äåòàëüíûõ çíàíèé î ïðîñòðàíñòâåí-
íîé ñòðóêòóðå ôåðìåíòà è ïðîñò â èñïîëíåíèè. Åãî îñ-
íîâíûì íåäîñòàòêîì ÿâëÿåòñÿ íåîáõîäèìîñòü ñêðèíèí-
ãà ïîëó÷åííîé áèáëèîòåêè ìóòàíòîâ, êîòîðàÿ ìîæåò
ñîñòàâëÿòü ñîòíè òûñÿ÷ êîëîíèé.

Íàñòîÿùåå èññëåäîâàíèå ïîñâÿùåíî ðàçðàáîòêå
âûñîêî÷óâñòâèòåëüíîé ìåòîäèêè îïðåäåëåíèÿ àêòèâ-
íîé ÔÄÃ íà ìåìáðàíàõ, êîòîðûå èñïîëüçóþòñÿ äëÿ
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Ðàçðàáîòàíà ìåòîäèêà îïðåäåëåíèÿ íàíîãðàììîâûõ êîëè÷åñòâ ôîðìèàòäåãèäðîãåíàçû íà
ìåìáðàíàõ. Ïðîâåäåíà îïòèìèçàöèÿ ìåòîäà ïî òèïó è êîíöåíòðàöèè ìåäèàòîðà è ïî êîíöåí-
òðàöèè òåòðàíèòðîòåòðàçîëèÿ ñèíåãî. Óñòàíîâëåíî, ÷òî 5-ìåòèë-ôåíàçèí-ìåòàñóëüôàò ÿâëÿ-
åòñÿ áîëåå ýôôåêòèâíûì ìåäèàòîðîì ïî ñðàâíåíèþ ñ ôåíàçèíìåòàñóëüôàòîì. Â ðåçóëüòàòå
òåñòèðîâàíèÿ ðàçíûõ òèïîâ ìåìáðàí äëÿ ïðîâåäåíèÿ àíàëèçà âûáðàíà íèòðîöåëëþëîçíàÿ
ìåìáðàíà, îáåñïå÷èâàþùàÿ íàèìåíüøèé ôîí. Ïîêàçàíî, ÷òî â îïòèìàëüíûõ óñëîâèÿõ ÷óâ-
ñòâèòåëüíîñòü ìåòîäà ñîñòàâëÿåò 15 íã ôåðìåíòà â ïðîáå.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ôîðìèàòäåãèäðîãåíàçà Pseudomonas sp.101, äåòåêöèÿ, ìåìáðàíû,
ñêðèíèíã.

ïîëó÷åíèÿ ðåïëèê êîëîíèé èññëåäóåìîé áèáëèîòåêè ñ
èñõîäíûõ ÷àøåê Ïåòðè. Ìû ïðîâåëè ðàñ÷åò ïðèìåð-
íîãî êîëè÷åñòâà öåëåâîãî ôåðìåíòà â îäíîé êîëîíèè
êëåòîê  E. coli. Åñëè àïïðîêñèìèðîâàòü êîëîíèþ ïî-
ëóñôåðîé äèàìåòðîì 1 ìì, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò îáúåìó
0,25 ìì3 è 0,25–0,30 ìã ñûðîé áèîìàññû, è ó÷åñòü,
÷òî ìàññà ñóõèõ êëåòîê ñîñòàâëÿåò îêîëî 1/7 ìàññû
ñûðûõ êëåòîê, à ìàññà ðàñòâîðèìîãî áåëêà – ïîðÿäêà
45% ñóõîãî âåñà êëåòêè, òî â ðåçóëüòàòå ïîëó÷èì, ÷òî
êàæäûé êëîí äîëæåí ñîäåðæàòü ïîðÿäêà 12–16 ìêã
ðàñòâîðèìîãî áåëêà. Â ñëó÷àå èñïîëüçóåìîé íàìè ñè-
ñòåìû ýêñïðåññèè ôîðìèàòäåãèäðîãåíàçû â êëåòêàõ
E. coli [4] cîäåðæàíèå ðåêîìáèíàíòíîãî ôåðìåíòà ñî-
ñòàâëÿåò íå ìåíåå 45–50% îò îáùåãî ðàñòâîðèìîãî
áåëêà êëåòêè, ò.å. â îäíîé êîëîíèè ìîæåò íàõîäèòüñÿ
äî 6–8 ìêã ÔÄÃ. Äëÿ êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ
ÔÄÃ â êîëîíèè êëåòîê ðàçðàáàòûâàåìàÿ ìåòîäèêà äîë-
æíà áûòü ñïîñîáíîé îïðåäåëÿòü êàê ìèíèìóì â 10 ðàç
ìåíüøèå êîëè÷åñòâà, ò.å. åå ÷óâñòâèòåëüíîñòü äîëæíà
áûòü íå ìåíåå 0,5 ìêã ÔÄÃ â ïðîáå.

Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ÷àñòü
Â ðàáîòå ìû èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ðåàêòèâû:

ìóòàíòíóþ ðåêîìáèíàíòíóþ ôîðìèàòäåãèäðîãåíàçó èç
áàêòåðèè Pseudomonas sp.101 PseFDH GAV (OOO
“Èííîâàöèè è âûñîêå òåõíîëîãèè ÌÃÓ”, Ðîññèÿ,
www.innotech-msu.com), NAD+ ñ ÷èñòîòîé íå ìåíåå
97% ôèðìû “Biomol” (Ãåðìàíèÿ), ÝÄÒÀ (“extra
pure”) (“Fluka”, Øâåéöàðèÿ), òåòðàíèòðîòåòðàçîëèé
ñèíèé, ôåíàçèíìåòîôîñôàò, 5-ìåòèëôåíàçèíìåòàôîñ-
ôàò (“Sigma”, ÑØÀ), îäíîçàìåùåííûé ôîñôàò íà-
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òðèÿ NaH2PO4×2H2O (“÷.ä.à.”), ôîðìèàò íàòðèÿ
HCOONa (“÷.ä.à.”) ôèðìû “Ðåàõèì” (Ðîññèÿ),

Èçìåðåíèå àêòèâíîñòè. Àêòèâíîñòü ôîðìèàòäå-
ãèäðîãåíàçû îïðåäåëÿëè ïðè 30°Ñ íà ñïåêòðîôîòî-
ìåòðå “UV-1601PC” ôèðìû ”Shimadzu” ïî ïîãëîùå-
íèþ îáðàçóþùåãîñÿ NADH íà äëèíå âîëíû 340 íì
(ε340 = 6220 Ì–1⋅ñì–1). Èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè â
0,1 Ì íàòðèé-ôîñôàòíîì áóôåðå (pH 7,0), ñîäåðæà-
ùåì NAD+ (10 ìã/ìë) è ôîðìèàòà íàòðèÿ 0,3 Ì. Àê-
òèâíîñòü ÔÄÃ ðàññ÷èòûâàëè, èñõîäÿ èç êîýôôèöèåíòà
ïîãëîùåíèÿ NADH.

Âëèÿíèå ôåíàçèíìåòàñóëüôàòà è 5-ìåòèëôå-
íàçèíìåòàñóëüôàòà. Ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ ðåàêöèîí-
íîé ñìåñè çàïèñûâàëè ñî ñêîðîñòüþ 60 íì/ìèí íà
ñïåêòðîôîòîìåòðå “UV-1601PC” ôèðìû ”Shimadzu”
ïðè 30°Ñ â èíòåðâàëå 340–800 íì. Äëÿ èçìåðåíèÿ èñ-
ïîëüçîâàëè 0,1 Ì íàòðèé-ôîñôàòíûé áóôåð (pH 7,0) è
0,3 Ì ôîðìèàò íàòðèÿ. Â êþâåòó ñïåêòðîôîòîìåòðà
(ðàáî÷èé îáúåì 1 ìë, îïòè÷åñêèé ïóòü 1 ñì) äîáàâ-
ëÿëè 590 ìêë ïðåìèêñà, ïðèãîòîâëåííîãî èç áóôåðà ñ
10-êðàòíûì èçáûòêîì ôîðìèàòà íàòðèÿ, 50 ìêë ðà-
ñòâîðà NAD+ (50 ìã/ìë), 330 ìêë ðàñòâîðà 0,3 ìã/ìë
òåòðàíèòðîòåòðàçîëèÿ ñèíåãî (ÒÍÒ), 10 ìêë ðàñòâîðà
ôåíàçèíìåòàñóëüôàòà (ÔÌÑ) è 5-ìåòèëôåíàçèíìåòà-
ñóëüôàòà (5-ìåòèë-ÔÌÑ) ñ êîíöåíòðàöèåé 1 ìã/ìë.
Êþâåòó òåðìîñòàòèðîâàëè íå ìåíåå 10 ìèí ïðè
30°Ñ â êþâåòíîì îòäåëåíèè ñïåêòðîôîòîìåòðà. Çà-
òåì â íåå äîáàâëÿëè 20 ìêë ðàñòâîðà ôåðìåíòà è
÷åðåç îïðåäåëåííûå ïðîìåæóòêè âðåìåíè çàïèñûâàëè
ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ.

Âëèÿíèå êîíöåíòðàöèè òåòðàíèòðîòåòðàçî-
ëèÿ ñèíåãî. Óñëîâèÿ ýêñïåðèìåíòà áûëè àíàëîãè÷íû
ïðåäñòàâëåííûì âûøå, çà èñêëþ÷åíèåì òîãî, ÷òî êîí-
öåíòðàöèþ ÒÍÒ â êþâåòå âàðüèðîâàëè â äèàïàçîíå
0,033–0,15 ìã/ìë. Äàëåå çàïèñûâàëè êèíåòè÷åñêèå
êðèâûå ïîãëîùåíèÿ íà äëèíå âîëíû 560 íì.

Äåòåêöèÿ ôîðìèàòäåãèäðîãåíàçû íà ìåìáðà-
íàõ. Îïðåäåëåíèå ïðîâîäèëè íà íèòðîöåëëþëîçíîé è
ïîëèâèíèëèäåíäèôòîðèäíîé (Immobilon, Millipore)
ìåìáðàíàõ (ÍÖ- è ÏÂÄÔ-ìåìáðàíû ñîîòâåòñòâåí-
íî). Èç-çà âûñîêîé ãèäðîôîáíîñòè ÏÂÄÔ-ìåìáðàíó
ïðåäâàðèòåëüíî çàìà÷èâàëè ñíà÷àëà â ÷èñòîì, à çà-
òåì â 50%-ì ñïèðòå. Ïîòîì ìåìáðàíó ïðîìûâàëè â
áóôåðíîì ðàñòâîðå è äàâàëè íåìíîãî ïîäñîõíóòü.
Äàëåå íà ìåìáðàíó íàíîñèëè ïðîáû (ïî 2 ìêë ðà-
ñòâîðà ôåðìåíòà ñ ðàçíîé êîíöåíòðàöèåé). Ðåàêöèþ
ïðîâîäèëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â ðàñòâîðå, ñî-
äåðæàùåì 4 ìë 0,1 Ì íàòðèé-ôîñôàòíîãî áóôåðà (pH
7,0), 2 ìë 3 Ì ðàñòâîðà ôîðìèàòà íàòðèÿ, 3,3 ìë
0,1 ìã/ìë ðàñòâîðà òåòðàíèòðîòåòðàçîëèÿ ñèíåãî,
100 ìêë (1  ìã/ìë) ðàñòâîðà ÔÌÑ èëè 5-ìåòèë-ÔÌÑ,

500 ìêë 20 ìã/ìë ðàñòâîðà NAD+ (îáùèé îáúåì
10 ìë), ïðè ïîñòîÿííîì ïåðåìåøèâàíèè îêîëî 10–
20 ìèí. Äëÿ îñòàíîâêè ðåàêöèè, ìåìáðàíó ïðîìûâàëè
â 0,1 Ì íàòðèé-ôîñôàòíîì áóôåðå (pH 7,0).

Êîëè÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå ôåðìåíòà. Ïîñëå
ïðîâåäåíèÿ ðåàêöèè, ìåìáðàíó âûñóøèâàëè è ñêàíè-
ðîâàëè íà ñêàíåðå “HP ScanJet 7400c” â ôîðìàò
TIF ñ ãëóáèíîé öâåòîïåðåäà÷è 32 áèòà è ðàçðåøåíèåì
600 òî÷åê íà äþéì. Ïîëó÷åííîå èçîáðàæåíèå àíàëè-
çèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû “ScanArray Express”
Version 3.0 (“PerkinElmer”), ïðè ýòîì èçìåðÿëàñü
ñðåäíÿÿ èíòåíñèâíîñòü è ïëîùàäü êàæäîãî ïÿòíà.
Äëÿ êîëè÷åñòâåííîé îöåíêè ÔÄÃ áðàëè âåëè÷èíó ïðî-
èçâåäåíèÿ ïëîùàäè ïÿòíà íà èíòåíñèâíîñòü, èç êîòî-
ðîé áûëà ïðåäâàðèòåëüíî âû÷òåíà âåëè÷èíà ôîíà
ìåìáðàíû.

Ðåçóëüòàòû è èõ îáñóæäåíèå
Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ôåðìåíòîâ íà ìåìáðàíàõ ïî àê-

òèâíîñòè â ðåçóëüòàòå ðåàêöèè äîëæåí îáðàçîâûâàòü-
ñÿ îêðàøåííûé íåðàñòâîðèìûé ñóáñòðàò. Â ñëó÷àå
ôîðìèàòäåãèäðîãåíàçíîé ðåàêöèè îáà ïðîäóêòà
(NADH è ÑÎ2) ðàñòâîðèìû è íå ïîãëîùàþò â âèäè-
ìîì ñâåòå. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ íåðàñòâîðèìîãî îêðàøåí-
íîãî ïðîäóêòà èñïîëüçîâàëè äîïîëíèòåëüíóþ ðåàêöèþ
âîññòàíîâëåíèÿ òåòðàíèòåòðàíèòðîòåòðàçîëèÿ ñèíåãî
â íåðàñòâîðèìûé ôîðìàçàí îáðàçóþùèéñÿ â ðåçóëüòà-
òå îñíîâíîé ðåàêöèè NADH. Ïîñêîëüêó NADH íå
ñïîñîáåí íåïîñðåäñòâåííî âîññòàíàâëèâàòü ÒÍÒ,
ðåàêöèÿ ïðîâîäèòñÿ â ïðèñóòñòâèè ìåäèàòîðà, â êà-
÷åñòâå êîòîðîãî èñïîëüçóþò ôåíàçèíìåòàñóëüôàò
èëè åãî ïðîèçâîäíûå. Ýòà ðåàêöèÿ øèðîêî èñïîëüçó-
åòñÿ ïðè îêðàøèâàíèè äåãèäðîãåíàç â ãåëå ïðè íà-
òèâíîì ýëåêòðîôîðåçå [5] èëè àíàëèòè÷åñêîì èçîý-
ëåêòðîôîêóñèðîâàíèè [6]. Äëÿ îáåñïå÷åíèÿ ìàêñè-
ìàëüíîé àêòèâíîñòè ÔÄÃ èñïîëüçîâàëè íàñûùàþùèå
(>20 ÊÌ) êîíöåíòðàöèè NAD+ è ôîðìèàòà (1,5 è
300 ìÌ ñîîòâåòñòâåííî).

Ñïåêòðàëüíûå õàðàêòåðèñòèêè ñèñòåìû
äåòåêöèè ÔÄÃ

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ îïòèìàëüíûõ êîíöåíòðàöèé ÒÍÒ
è ìåäèàòîðà íåîáõîäèìî èìåòü äàííûå î ñïåêòðàëü-
íûõ õàðàêòåðèñòèêàõ ñèñòåìû. Äëÿ ýòîãî áûëè çàïè-
ñàíû ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ ðåàêöèîííîé ñìåñè ñðàçó
ïîñëå äîáàâëåíèÿ ôåðìåíòà â êþâåòó è ïîñëå çàâåð-
øåíèÿ ðåàêöèè. Ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 1.
Íà ðèñóíêå âèäíî, ÷òî ìàêñèìóì ïîãëîùåíèÿ ïðî-
äóêòîâ ðåàêöèè íàõîäèòñÿ â èíòåðâàëå 560–600 íì,
ïîýòîìó äëÿ ïîëó÷åíèÿ êîëè÷åñòâåííîé îöåíêè ìû
ðàáîòàëè â ýòîì èíòåðâàëå äëèí âîëí.

9 ÂÌÓ, õèìèÿ, ¹ 3
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Ñðàâíåíèå ýôôåêòèâíîñòè ÔÌÑ è
5-Ìåòèë-ÔÌÑ

Â íàøåì ðàñïîðÿæåíèè áûëî äâà ìåäèàòîðà –
ÔÌÑ, êîòîðûé, êàê ïðàâèëî, èñïîëüçóåòñÿ íà ïðàêòè-
êå, è åãî ìåòèëüíîå ïðîèçâîäíîå – 5-ìåòèë-ÔÌÑ.
Äëÿ ñðàâíåíèÿ èõ ýôôåêòèâíîñòè ÷åðåç îïðåäåëåííûå
ïðîìåæóòêè âðåìåíè çàïèñûâàëè ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ
ðàñòâîðîâ â èäåíòè÷íûõ ðåàêöèîííûõ ñìåñÿõ, çà èñ-
êëþ÷åíèåì ñîñòàâà ìåäèàòîðà. Çàòåì ñòðîèëè ãðàôè-
êè çàâèñèìîñòè âåëè÷èíû ïîãëîùåíèÿ íà 560 íì îò
âðåìåíè ïðîâåäåíèÿ ðåàêöèè (ðèñ. 2). Íà ðèñ. 2 õîðî-
øî âèäíî, ÷òî 5-ìåòèë-ÔÌÑ áîëåå ýôôåêòèâåí, ÷åì
ÔÌÑ, ïîñêîëüêó âðåìÿ, çà êîòîðîå äîñòèãàåòñÿ âåëè-
÷èíà ïîãëîùåíèÿ 0,5, îòëè÷àåòñÿ ïðèìåðíî â 1,6 ðàçà.

Îïðåäåëåíèå îïòèìàëüíîé êîíöåíòðàöèè ÒÍÒ
Äëÿ îïðåäåëåíèÿ îïòèìàëüíîé êîíöåíòðàöèè ÒÍÒ

áûëè èçó÷åíû çàâèñèìîñòè íàêîïëåíèÿ ïðîäóêòà
ôîðìàçàíà ïðè ðàçíûõ êîíöåíòðàöèÿõ ÒÍÒ. Îêàçà-
ëîñü, ÷òî ïðè êîíöåíòðàöèè ÒÍÒ â ðåàêöèîííîé ñìå-
ñè áîëüøå 0,075 ìã/ìë ñêîðîñòü îáðàçîâàíèÿ ïðî-
äóêòà îñòàâàëàñü ïðàêòè÷åñêè îäèíàêîâîé. Ïîýòîìó
äëÿ äàëüíåéøåé ðàáîòû ìû âûáðàëè êîíöåíòðàöèþ
ÒÍÒ, ðàâíóþ 0,1 ìã/ìë.

Êîëè÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå ÔÄÃ íà ìåìáðàíàõ
Äëÿ äåòåêöèè èñïîëüçîâàëè 2 òèïà ìåìáðàí – íà

îñíîâå íèòðîöåëëþëîçû (îò òðåõ ïðîèçâîäèòåëåé) è
íà îñíîâå ïîëèâèíèëèäåíäèôòîðèäà (Immobilon), êîòî-
ðûå íàøëè íàèáîëåå øèðîêîå ïðèìåíåíèå â ìîëåêó-
ëÿðíîé áèîëîãèè. Íà ìåìáðàíû íàíîñèëè ïðîáû (ïî
2 ìêë), ñîäåðæàùèå ðàçíûå êîëè÷åñòâà ôåðìåíòà.
Ïðåäâàðèòåëüíûå ýêñïåðèìåíòû ïî äåòåêöèè ÔÄÃ
ïîêàçàëè, ÷òî íàèáîëåå âûñîêàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü
îïðåäåëåíèÿ äîñòèãàåòñÿ â ñëó÷àå íèòðîöåëëþëîçíîé
ìåìáðàíû ôèðìû “BioRad”. Êðîìå òîãî, äëÿ íåå
íàáëþäàåòñÿ ñàìûé íèçêèé ôîí. Ýòà ìåìáðàíà è
áûëà âûáðàíà äëÿ êîëè÷åñòâåííîé îöåíêè ÷óâñòâè-
òåëüíîñòè îïðåäåëåíèÿ ÔÄÃ. Â êà÷åñòâå ìåäèàòîðà
èñïîëüçîâàëè êàê ÔÌÑ, òàê è 5-ìåòèë-ÔÌÑ. Ðåçóëü-
òàòû ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 3. Âèäíî, ÷òî âèçóàëüíîå
îòëè÷èå â ýôôåêòèâíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ ÔÌÑ è

Ðèñ. 1. Ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ ðåàêöèîííîé ñìåñè â íà÷àëüíûé ìî-
ìåíò è ïîñëå çàâåðøåíèÿ ðåàêöèè (êðèâûå 1 è 2 ñîîòâåòñòâåííî).
Êîíöåíòðàöèè: NAD+ 20 ìã/ìë, ôîðìèàò íàòðèÿ – 0,6 Ì, ôåíàçèí-
ìåòàñóëüôàò – 0,1 ìã/ìë, ÒÍÒ – 0,1 ìã/ìë, 0,1 Ì ôîñôàòíûé áóôåð

(ðÍ 7,0) 30°Ñ. Ñêîðîñòü ñêàíèðîâàíèÿ 60 íì/ìèí

Ðèñ. 2. Çàâèñèìîñòü íàêîïëåíèÿ ïðîäóêòà â õîäå ðåàêöèè ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè â êà÷åñòâå ìåäèàòîðîâ ÔÌÑ  è 5-ìåòèë-ÔÌÑ (êðèâûå
1 è 2 ñîîòâåòñòâåííî). Êîíöåíòðàöèè: NAD+ – 20 ìã/ìë, ôîðìèàò
íàòðèÿ – 0,6 Ì, ìåäèàòîð – 0,01 ìã/ìë, ÒÍÒ – 0,1 ìã/ìë. 0,1 Ì

ôîñôàòíûé áóôåð (ðÍ 7,0) 30°Ñ

Ðèñ. 3. Äåòåêöèÿ ôîðìèàòäåãèäðîãåíàçû íà íèòðîöåëëþëîçíîé ìåì-
áðàíå. Îêðàøèâàíèå ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì â êà÷åñòâå ìåäèà-
òîðîâ ÔÌÑ è 5-ìåòèë-ÔÌÑ (ëåâàÿ è ïðàâàÿ ìåìáðàíû ñîîòâåò-
ñòâåííî). Â ñåðåäèíå ïðèâåäåíû èíâåðòèðîâàííûå èçîáðàæåíèÿ
ìåìáðàí, èñïîëüçîâàííûå äëÿ êîëè÷åñòâåííîãî îáñ÷åòà ñ ïîìîùüþ
ïðîãðàììû ScanArray Express. Â íèæíåé ÷àñòè ðèñóíêà ïðèâåäåí
ïðèìåð îáñ÷åòà îáëàñòè, âûäåëåííîé êâàäðàòîì íà ëåâîé ìåìáðàíå
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MEMBRANE DETECTION OF NANOGRAMM AMOUNTS OF FORMATE
DEHYDROGENASE

K.V. Goncharenko, S.S. Savin, V.I. Tishkov
(Division of Chemical Enzymology)

The method for detection of nanogramm amounts of formate dehydrogenase on membranes was
developed. The optimization of the method was carried out for determination of the best mediator
and concentration and tetranitrotetrazolium blue. It is found that 5-methyl-phenazine
methosulfate is more effective mediator than phenazine methosulfate. Different types of
membranes were tested and it was shown that nitrocellulose membrane provides the lowest
background and the highest sensitivy. Under optimal conditions the detection limit was 15 ng of
the enzyme in probe.

Key words: formate dehydrogenase. Pseudomonas sp.101, detection, membranes,
screening.
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Ðèñ. 4. Çàâèñèìîñòü èíòåíñèâíîñòè îêðàñêè îò êîíöåíòðàöèè ôîð-
ìèàòäåãèäðîãåíàçû â ïðîáå ñ èñïîëüçîâàíèåì â êà÷åñòâå ìåäèàòî-
ðîâ ÔÌÑ  è 5-ìåòèë-ÔÌÑ (êðèâûå 1 è 2 ñîîòâåòñòâåííî).
Âñòàâêà – ëèíåéíûé ó÷àñòîê çàâèñèìîñòè èíòåíñèâíîñòè îò êîí-

öåíòðàöèè íà íà÷àëüíîì ó÷àñòêå

5-ìåòèë-ÔÌÑ îòñóòñòâóåò, õîòÿ íåñêîëüêî áîëüøèé
ôîí íà ïðîáàõ ñ áîëüøèì êîëè÷åñòâîì ôåðìåíòà
ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî 5-ìåòèë-ÔÌÑ è íà
ìåìáðàíå áîëåå ýôôåêòèâåí, ÷åì ÔÌÑ. Äëÿ êîëè÷å-

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ïîääåðæêå ÐÔÔÈ (ïðîåêò ¹ 08-04-01589-à).

ñòâåííîé îöåíêè èçîáðàæåíèå áûëî èíâåðòèðîâàíî, à
èíòåíñèâíîñòè áûëè ïåðåâåäåíû â 256 ãðàäàöèé ñåðî-
ãî. Äëÿ ðàñ÷åòà èíòåíñèâíîñòè îêðàñêè áûëà èñïîëü-
çîâàíà ïðîãðàììà ScanArray Express ôèðìû “Perkin
Elmer”, ðàçðàáîòàííàÿ äëÿ  êîëè÷åñòâåííîãî îáñ÷åòà
ÄÍÊ-÷èïîâ. Èíòåíñèâíîñòü îêðàñêè ïÿòíà ðàññ÷èòû-
âàëè êàê ïëîùàäü, óìíîæåííóþ íà ñðåäíþþ èíòåí-
ñèâíîñòü. Ðàçìåð ïÿòíà è ñðåäíþþ èíòåíñèâíîñòü
ðàññ÷èòûâàëè ñàìîé ïðîãðàììîé (ðèñ. 3). Íà ðèñ. 4
ïðåäñòàâëåíû çàâèñèìîñòè èíòåíñèâíîñòè îêðàñêè îò
êîíöåíòðàöèè ôåðìåíòà â ïðîáå ïðè èñïîëüçîâàíèè â
êà÷åñòâå ìåäèàòîðîâ 5-ìåòèë-ÔÌÑ è ÔÌÑ. Âèäíî,
÷òî â ñëó÷àå 5-ìåòèë-ÔÌÑ ïîëó÷àåòñÿ áîëåå ñèëü-
íûé ñèãíàë. Îáùèé ãðàôèê çàâèñèìîñòè èíòåíñèâíîñ-
òè îò êîëè÷åñòâà ôåðìåíòà â ïðîáå íå ëèíååí, îäíà-
êî íà íà÷àëüíîì ó÷àñòêå íàáëþäàåòñÿ õîðîøàÿ êîððå-
ëÿöèÿ ìåæäó âåëè÷èíîé ñèãíàëà è êîëè÷åñòâîì ôåð-
ìåíòà â ïðîáå. Ìèíèìàëüíîå êîëè÷åñòâî îïðåäåëÿå-
ìîãî ôåðìåíòà â ïðîáå ñîñòàâèëî 15 íã, ÷òî êàê ìè-
íèìóì â 30 ðàç ëó÷øå, ÷åì ýòî òðåáóåòñÿ äëÿ êîëè-
÷åñòâåííîé äåòåêöèè ÔÄÃ â êîëîíèÿõ êëåòîê E. coli
ïðè ñêðèíèíãå ìóòàíòíûõ áèáëèîòåê.
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