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клинических признаков туберкулеза. Реакция на туберкулин (Манту) уменьшилась с 12,0 ± 0,2 мм до 
8,0 ± 0,1 мм (р = 0,03). Из 20 детей с сомнительной реакцией на препарат Диаскинтест после химио-
профилактики, Диаскинтест-отрицательными стали 9 (45 %) детей, 11 (55 %) проб остались сомни-
тельными. 

Таким образом, проведенное исследование подтверждает, что включение в комплексное обсле-
дование детей нового препарата Диаскинтест позволяет уточнить характер чувствительности к ту-
беркулину. В то же время мы не исключаем влияния сопутствующей патологии на результат реакции 
по пробе с Диаскинтестом. Дальнейшие исследования будут продолжены в этом направлении. В на-
стоящее время, на наш взгляд, наиболее целесообразно применение данного теста при дифференци-
альной диагностике виража туберкулиновой чувствительности и поствакцинальной аллергии. 
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БЕЛКИ МОЗГА С ЭКСТРЕМАЛЬНЫМИ ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИМИ ПАРАМЕТРАМИ:  
ИММУНОХИМИЧЕСКАЯ ИДЕНТИФИКАЦИЯ И МОДЕЛИРОВАНИЕ ТЕСТ-СИСТЕМ  

 
ГБОУ ВПО «Астраханская государственная медицинская академия» Минздравсоцразвития России 

 
Получены антисыворотки к экстрактам дефинитивного мозга и продуктам их фракционирования осаж-

дающими агентами. Идентифицировано два новых белка мозга с подвижностью альфа1- и альфа2-глобулинов. 
Дана сравнительная характеристика двух органоспецифических и трех межорганных антигенов мозга. На оба 
органоспецифических белка мозга сконструированы иммунохимические тест-системы для иммунодиффузион-
ного и иммуноферментного анализа.  

Ключевые слова: органоспецифические белки мозга, межорганные белки мозга, физико-химическая ха-
рактеристика, иммунодиффузионный анализ, иммуноферментный анализ. 
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THE BRAIN PROTEINS WITH PHYSICO-CHEMICAL PARAMETRES:  
IMMUNOCHEMICAL IDENTIFICATION AND MODELING TEST SYSTEM 

 
Antisera to extracts of the definitive brain and products of their fractionation by saturated agents and the process-

ing of their boiling were obtained. Two new proteins of the brain with the mobility of alpha 1 and alpha 2-globulins 
were identified. Comparative characteristics of the two organ-specific antigens and three interorganic brain antigens 
was given. The immunochemical test system for immunodiffusion and ELISA to both organ-specific proteins of the 
brain was made. 

Key words: organ-specific proteins of the brain, interorganic brain proteins, physico-chemical characteristics, 
immunodiffusion analysis, immunoassay. 
 

Введение. Черепно-мозговая травма (ЧМТ) остается одной из ведущих причин смертности и 
инвалидизации населения [4]. Несмотря на постоянное совершенствование современной нейрохирур-
гической техники и методов интенсивной терапии травматической болезни головного мозга, растет 
число больных с последствиями и осложнениями ЧМТ. Для динамического мониторинга и своевре-
менного прогнозирования ранних внутричерепных и внечерепных осложнений травматической бо-
лезни мозга наиболее перспективно применение иммунохимических методов анализа специфических 
антигенов мозга [1, 3].  

Развитие методов иммунохимического анализа привело к открытию целого спектра нейроспе-
цифических белков и разработке иммунохимических технологий их регистрации при различных па-
тологических процессах в центральной и периферической нервной системе [8]. 

Однако на некоторые органоспецифические антигены мозга, в том числе впервые выявленные в 
Астраханской медакадемии, не существует доступных коммерческих тест-систем. К таким белкам 
относятся термостабильные и кислотостабильные белки мозга, обнаруженные М.А. Чишиевой [9]. 
Разработка методов их выделения, очистки и конструирования тест-систем на эти белки представляет 
собой самостоятельную важную биохимическую проблему. Основная масса водорастворимых ткане-
вых белков денатурирует в экстремальных физико-химических условиях, для их выделения и очистки 
требуются достаточно мягкие физиологические условия фракционирования [6]. Существует неболь-
шая группа водорастворимых белков, способных сохранять свои нативные свойства при жестких ме-
тодах фракционирования – кипячении (ферритин), обработке сильными органическими кислотами 
(эмбриональный преальбумин), растворами щелочей (фетальный гемоглобин), насыщенными раство-
рами сульфата аммония (белок S-100), спиртовым раствором трихлоруксусной кислоты (альфа-
фетопротеин) и т.д. Такие белки-«экстремалы» привлекают внимание биохимиков легкостью своего 
получения и особенностью своего строения, обеспечивающего уникальную стабильность макромоле-
кулы и биологической функции. 

Цель: разработать и внедрить в нейрохирургическую практику иммунохимических тестов на 
новые органоспецифические белки мозга с экстремальными физико-химическими параметрами. 

Задачи исследования: 
1. Выделить органоспецифические антигены мозга человека, устойчивые к температуре и воз-

действию сильными органическими кислотами, изучить их физико-химические свойства и получить 
на них антисыворотки для конструирования моноспецифических тест-систем. 

2. Разработать методы количественного определения вновь выявленных органоспецифических 
белков мозга и изучить динамику их уровней в крови пострадавших в различные периоды травмати-
ческой болезни головного мозга. 

Материалы и методы. Для количественного определения органоспецифических антигенов 
мозга (ОСАМ) в 16 экстрактах тканей мозга применяли методы: двойной радиальной иммунодиффу-
зии (РИД) в агаре по О. Оухтерлони в модификации Н.И. Храмковой и Г.И. Абелева [7] (чувстви-
тельность этого классического метода 3–5 мкг/мл), встречного иммуноэлектрофореза по J. Кону [10] 
(чувствительность метода 100–300 нг/мл), метод «ракетного» иммуноэлектрофореза по С.В. Laurell 
[12] (чувствительность метода 1–3 мкг/мл).  

Для проведения иммуноферментного анализа ИФА [2] на ОСАМ из полученной на первом эта-
пе моноспецифической антисыворотки выделяли антитела класса IgG сочетанием методов негатив-
ной ионообменной хроматографии на ДЕАЕ-целлюлозе и осаждения сульфатом аммония 40 % насы-
щения. Антитела к ОСАМ в концентрации 1 мкг/мл адсорбировались на стрипах или планшетах для 
иммуноферментного анализа. После инкубации стрипов с исследуемыми образцами сывороток и 
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промывки планшетов регистрацию результатов ИФА в стрипах или 96-луночных планшетах «Nunc» 
(Дания) проводили на фотометре «Titertech Multiscan» (Финляндия). Для характеристики белков на 
этапах очистки использовали диск- и SDS-электрофорез [11] в ПААГ, электрофорез в градиенте кон-
центраций (5–40 %) ПААГ и градиенте мочевины (0–8 М), двухмерные системы (фингерпринты); 
препаративный электрофорез [5]. Содержание общего белка в экстрактах мозга и белковых растворах 
определяли спектрофотометрически при 280 и 260 нм по О.Г. Варбургу (исследование 1911 г.) [6]. 
Полученные результаты исследований обработаны с помощью пакета статистического анализа 
Statistica 6. 

Результаты. Были получены антисыворотки к экстрактам дефинитивного мозга и продуктам 
их фракционирования различными осаждающими агентами. После абсорбции антисывороток сыво-
роткой крови доноров и сухой плазмой, а также смесью экстрактов различных органов удалось полу-
чить тест-системы к 3 органоспецифическим антигенам, аналогичным, описанными в литературе 
трем белкам мозга и 2 межорганным антигенам: 1) термостабильному антигену Каспари-Филда или к 
альфа1-BE-глобулин мозга, 2) кислотостабильному антигену мозга, идентичному альфа-2-СС-
глобулины мозга, 3) кислотостабильному антигену мозга, иммунохимически идентичного коммерче-
скому раковоэмбриональному антигену (РЭА), 4) растворимому в насыщенном сульфате аммония 
белку мозга, иммунохимически идентичного коммерческому антигену S-100 и 5) термостабильному 
железосодержащему белку, идентичному коммерческому ферритину. 

В первой серии экспериментов нами были исследованы физико-химические параметры этих 
органоспецифических и межорганных антигенов мозга (табл.).  

Таблица 
Физико-химические характеристики антигенов,  

идентифицированных в дефинитивной ткани мозга человека  
 

Параметры α 2-СС α 1-BE Фр РЭА S-100 
Субъединичное строение мономер мономер 24 субъед мономер димер  
Э/ф подвижность α 2 α 1 α 2 α 1 α 2 
Молекулярная масса (КДа) 145 139 450 180 21 
Мозг человека:  
нативный экстракт  
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Примечание: (–) – реакция отрицательная, (±) – «подгиб» линии преципитации тест-антигена,  
(+) – антиген определяется в титре до 1/4, (++) – антиген определяется в титре 1/8 и выше 
 

В результате решения поставленных задач нами идентифицированы два органоспецифических 
антигена мозга. Один из органоспецифических антигенов мозга (термостабильный спиртонераство-
римый антиген) имеет подвижность альфа1-глобулина. Сведения о нем представлены в таблице, из 
которой следует, что он обратимо осаждается риванолом и сернокислым аммонием, а необратимо – 
трихлоруксусной и сульфосалициловой кислотами. 

Сказанное позволило нам разработать схему его очистки, которая слагается из следующих эта-
пов: 1) экстракция ткани головного мозга и термическая обработка в течение 60 мин в водяной бане 
при 100 °С; 2) осаждение антигена 0,5 % раствором риванола и перевод его в раствор хлористым на-
трием; 3) доочистка органоспецифического белка мозга комбинацией хроматографических методов.  

Следует отметить, что альфа1-термостабильный нейроспецифический белок обладает высокой 
аутоантигенной потенцией. Это выражается в том, что антисыворотки к термически обработанным 
экстрактам мозга человека преципитируют иммунохимически идентичный антиген из состава ауто- и 
гомологичных экстрактов мозга кролика – продуцента антител. 

Заключение. В наших опытах наиболее оптимальным источником органоспецифических анти-
генов мозга оказались белки зоны альфа-глобулинов. Сравнение молекулярных параметров и физико-
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химических свойств описанных нами альфа1- и альфа2-глобулинов мозга с параметрами наиболее 
известных нейроспецифических белков позволяет нам заключить, что они не являются ими, так как 
молекулярные массы описанных нейроспецифических белков не превышают 40–50 КДа [8]. На оба 
белка сконструированы иммунохимические тест-системы для иммуноферментного анализа (ИФА) и 
иммунодиффузионного (ИДА). Чувствительность разработанных тест-систем для ИФА составила: 
для α1-BE–глобулина мозга 5 нг/мл и для α2-СС-глобулина мозга – 10 нг/мл, для ИДА – 2 и 5 мг/л, 
соответственно. 

Моноспецифические тест-системы на органоспецифические антигены мозга были использова-
ны нами для поиска их в составе сывороточных белков при ЧМТ и ТБМ.  
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