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стически значимое снижение концентрации NO в ин-
тервалах времени от 7-11 до 17-21 часов после смерти. 
Полученные данные имеют прикладное значение для 
судебно-медицинской практики.
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МЕТОД ОПРЕДЕЛЕНИЯ ДЕЗОКСИРИБОНУКЛЕАЗНОЙ 
АКТИВНОСТИ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ БРОМИСТОГО ЭТИДИЯ

Железняк Н.В., Сенькович С.А., Прищепенко В.А., Яцыно М.В.
УО «Витебский государственный ордена Дружбы народов медицинский университет»

Актуальность. При ряде заболеваний, таких как 
системные заболевания соединительной ткани, ин-
фаркты миокарда, злокачественные новообразования, 
в качестве одного из диагностических и прогности-
ческих критериев используется уровень ДНК-азной 
активности сыворотки крови [1, 2, 3]. Существующие 
в настоящее время методы количественного опре-
деления ДНК-азной активности, такие как  метод 
риванолового сгустка, электрофоретические методы 
весьма трудоемки, сложны и дороги. Использование 
же только качественного определения ограничивает 
возможности применения ДНК-азной активности как 
диагностического критерия. 

Цель. Разработать новый количественный ме-
тод оценки ДНК-азной активности в биологических 
жидкостях.

Материал и методы. Конфокальный микроскоп 
Leica TCS SPE для определения интенсивности лю-
минисценции, спектрофотометр СФ-46. В качестве 
референс-метода использовали полуколичественную 
модификацию метода риванолового сгустка [4].

Результаты  и обсуждение. Существующие ме-
тоды определения нуклеазной активности построены 
на определении убывания с течением времени суб-
страта (ДНК) при взаимодействии с исследуемыми 
образцами. Ахиллесовой пятой этих методов является 
трудоемкость количественного определения остатка 
ДНК в реакционной смеси. В связи с этим, основные 
усилия в нашем исследовании мы направили на раз-
работку нового метода количественного определения 
ДНК в растворах, содержащих несколько видов ор-
ганических компонентов, таких, как белки, липиды, 
полисахариды.

Для определения количества ДНК в растворе, 
нами была использована конфокальная микроско-

пия [5]. Одним из преимуществ такой микроскопии 
является возможность регистрировать интенсивность 
люминесценции в численном выражении. В качестве 
специфического флюорохрома для ДНК мы исполь-
зовали бромистый этидий. Этот фенантреновый 
краситель способен внедряться в двухнитевые участки 
нуклеиновых кислот, при этом его флюоресценция 
резко усиливается. Важно, что этидия бромид не 
взаимодействует с другими соединениями помимо 
ДНК, что предотвращает искажение результатов из-за 
наличия в растворе посторонних примесей.

При определении количества ДНК в растворе 
мы готовили калибровочные растворы: 0,9% NaCl с 
разной концентрацией ДНК от 2 мг/мл до 0 мг/мл с 
шагом 0,2. Исследуемый и калибровочные растворы 
помещали в лунки стрипов разборных плоскодонных 
планшет для ИФА в равных объёмах (не менее 50 мкл) 
в лунке. Затем добавляли по 20 мкл раствора броми-
стого этидия в концентрации 1 мг/мл на каждые 50 
мкл раствора в лунках и тщательно перемешивали 
автоматической пипеткой. После 30-минутной ин-
кубации при 37○С производили последовательное 
сканирование в режиме XYZ исследуемых и кали-
бровочных лунок лазером с длиной волны 405 нм в 3 
параллельных плоскостях сканирования - на высоте 
20, 50 и 100 мкм над дном лунки. Далее посредством 
специальной программы в числовом выражении 
оценивали интенсивность флюоресценции в каждой 
плоскости и определяли среднее значение для каждой 
лунки. Зависимость концентрации ДНК от интенсив-
ности люминисценции имела линейный характер и 
описывалась уравнением К=4,7-2,98хИЛ, где К – кон-
центрация ДНК, ИЛ – интенсивность люминесценции; 
Rcor=-0,996, R-sq=99,26%.

Предложенная методика для определения ко-



299

личества ДНК достаточно проста, не требует значи-
тельных затрат на расходные материалы, однако ее 
широкое применение ограничивается высокой сто-
имостью конфокального микроскопа. В связи с этим 
нами предложен другой способ оценки количества 
ДНК в растворе и опытным путем установлено, что 
оптическая плотность смеси ДНК с этидием бромида 
при длине волны 450 нм пропорциональна концен-
трации ДНК. На основании этих данных нами был 
разработан метод для оценки ДНК-азной активности 
в биологических жидкостях. 

При пробных постановках метода в качестве 
фермента мы использовали препарат дезоксирибо-
нуклеазы поджелудочной железы крупного рогатого 
скота. Опытным путем мы пришли к следующему 
составу реакционной смеси: раствор ДНК на трис-
HCI буфере рН 7,4 0,02 М в концентрации 1 мг/мл с 
добавлением MgCl2 до концентрации 0,02 ммоль/л 
в количестве 180 мкл; раствор ДНК-азы на 0,9% рас-
творе NaCI в количестве 50 мкл. В качестве отрица-
тельного контроля использовали 0,9% раствор NaCI. 
Реакционную смесь инкубировали в лунках планшет 
для иммуноферментного анализа в течение 5 часов 
30 минут при 370 С. После инкубации к реакцион-
ной смеси добавляли 50 мкл 0,1% раствора этидия 
бромида на 0,02 М  трис-HCI буфере рН 7,4. После 
30 минутной инкубации проводили учет результа-
тов реакции на многоканальном спектрофотометре 
при длине волны 450 нм. Чувствительность метода 
составила 500 нг фермента ДНК-азы на миллилитр 
реакционной смеси. 

В качестве референс-метода использовали полу-
количественную модификацию метода риванолового 
сгустка. При определении ДНК-азной активности 
методом риванолового сгустка активность достоверно 

регистрировалась при концентрации ДНК-азы 1 мкг/
мл, а разработанным нами методом – 0,5 мкг/мл. При 
определении внутрианализной воспроизводимости 
коэффициент вариации составил 10,18%, межана-
лизной – 10,7 %. 

Выводы. 
1. Нами предложен простой и доступный метод 

определения ДНК-азной активности по интенсив-
ности флюоресценции  остатка ДНК с возможным 
учетом на конфокальном микроскопе или спектро-
фотометрически.

2. После апробации метода с различными био-
логическими средами возможно его внедрение в 
лабораторную практику.
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНО  МОРФОЛОГИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ 
КОРЫ МОЗЖЕЧКА ПРИ АДАПТАЦИИ К ПЕРИОДИЧЕСКОЙ 

ГИПОБАРИЧЕСКОЙ ГИПОКСИИ И ИШЕМИИ

Ким Т.И., Самсонова И.В., Бурак Г.Г., Кузнецов В.И.
УО «Витебский государственный ордена Дружбы народов медицинский университет»

Актуальность. Интерес к изучению морфолого-
функциональных основ мозжечковых расстройств 
при адаптации к гипобарической гипоксиии и ишемии 
определяется многими обстоятельствами, важнейшие 
из которых:

1) долговременная, постепенно развивающаяся 
и достаточно надежная адаптация является необ-
ходимой предпосылкой расширения деятельности 
человека в экстремальных условиях среды и важным 
фактором повышения резистентности здорового ор-
ганизма и профилактики болезней [1];

2) мозжечковые расстройства во многом опре-
деляют клинику, течение и исходы ишемии ствола  

мозга, развивающиеся вследствие недостаточности 
вертебро-базилярного кровообращения [2];

3) структурная организация сосудисто-нервных 
образований мозжечка, их множественные связи и 
разнообразные функции во многом определяют со-
стояние организма в условиях относительного покоя 
и при заболеваниях.

Цель. В модельных опытах на животных изучить 
нарушения  структуры микрососудов  и нейронов 
коры мозжечка при адаптации к гипобарической 
гипоксии и ишемии головного мозга стволовой ло-
кализации.

Материал и методы. Опыты с адаптацией про-


