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В обзоре проанализированы результаты собственных исследований авторов, проводимых на протяже-

нии 15 лет, и данные литературы, касающиеся методов определения активности и изоферментного спектра 
пероксидаз различного происхождения. Эксперименты по определению активности и изоферментного спек-
тра пероксидаз выполнены с использованием культурального фильтрата корневой губки различных штаммов 
(Heterobasidion annosum (Fr.) Bref.), почек дуба черешчатого (Quercus robur L.), листьев вяза обыкновенного 
(Ulmus laevis L.), микроклонов карельской березы (Betula pendula Roth var carelica Merkl.) и березы повис-
лой (Betula pendula Roth), а также вейгелы цветущей «вариегата» (Weigela florida «Variegata» Bunge A.D.C.), 
хвои сосны обыкновенной (Pinus sylvestris L.), трансгенных растений сахарной свеклы (Beta vulgaris L.), 
сыворотки крови людей, больных артериальной гипертензией. Описаны буферные системы, субстратные 
смеси, применяемые для определения активности пероксидаз. Проанализированы кинетические параметры 
пероксидаз растительного и грибного происхождения в отношении бензидина, пирокатехина, 2,2-азинобис-
(3-этилбензотиазолин-6-сульфоновой) кислоты. Установлена специфичность действия буфера Мак-Ильвейна 
на фермент корневой губки (Heterobasidion annosum): активность пероксидазы в буферной среде повышается 
в  9,7 раз по сравнению с  культуральным фильтратом. Приведены сравнительные результаты исследований 
по выявлению изоферментного спектра пероксидаз в окрашивающих смесях бензидина, 1-нафтола, гваякола, 
о-дианизидина. На примере хвои сосны обыкновенной (Pinus sylvestris L.) и листьев вяза (Ulmus laevis L.) по-
казано влияние условий экстракции (длительность, компоненты экстрагирующего буфера) на активность пе-
роксидазы. Показаны различия в изоферментном спектре пероксидаз трансгенных растений сахарной свеклы 
(Beta vulgaris L.) в условиях in vitro. Описана методика выявления типов гаптоглобина человека в сыворотке 
крови больных артериальной гипертензией с использованием усовершенствованного способа анализа. Пред-
полагается, что 1-нафтол является субстратом для пероксидазы, а не цитохром-с-оксидазы. Изоферментные 
спектры пероксидаз могут быть использованы для выявления видовых различий, стадий регенерации расте-
ний, онтогенетического возраста растений, стрессового воздействия. Предложен модифицированный способ 
определения активности и выявления изоферментного спектра пероксидазы, заключающийся в использовании 
субстратных смесей с рН равным 7.0 вместо применяемых в настоящее время систем с рН равным 2,0.

Ключевые слова: пероксидаза, оптимум рН, субстраты, изоформы, окрашивающие смеси, модификации
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The results of research conducted over 15 years are analyzed in the review. Also literature data on methods 
of determining the activity and isozyme spectrum of peroxidases of different origins are presented. Experiments to 
determine the activity and isozyme spectrum of peroxidases were performed using the culture filtrate of different 
strains of Heterobasidion annosum (Fr.) Bref., english oak elite tree buds (Quercus robur L.), an elm leaves (Ulmus 
laevis L.) as well as microclones of Weigela florida «Variegata» Bunge A.D.C., Betula pendula Roth and Betula 
pendula Roth vаr. саrеliса Мerkl. The needles of Scots pine (Pinus sylvestris L.), transgenic sugar beet plants in vitro 
and serum of human blood of patients with arterial hypertension also were the objects of investigation. The influence 
of buffer system and buffer molarity, substrate mixtures (the Michaelis constants) used to determine the activity 
of peroxidase were described. Peroxidase kinetic parameters of plant and fungal origin with respect to benzidine, 
catechol, 2,2-azinobis(3-ethylbenzothiazoline)-6-sulfonic acid (ABTS) were analyzed. The specificity of McIlwain 
buffer action on the Heterobasidion annosum enzyme was investigated. Activity of peroxidase was increased 9,7–
fold with compared to the culture filtrate in the presence of the buffer. Dying of gels in benzidine, 1-naphthol, 
guaiacol, o-dianisidine made it possible to compare peroxidase isozyme spectrums. Extraction enzyme conditions 
(duration, extracting components of the buffer) were studied on the needles of Scots pine and leaves of the elm 
as a model objects. Differences in peroxidase spectrum of transgenic sugar beet (Beta vulgaris L.) plants in vitro 
were shown. With the use of an improved method for identifying peroxidase spectrum haptoglobin types in serum 
of human blood of patients with arterial hypertension were identified. It is assumed that 1-naphthol is a substrate 
for the detection of peroxidase but not cytochrome-c-oxidase activity. Isozyme peroxidase spectrums can be used 
to identify plant genus, stage of plant regeneration and ontogenetic age, the action of stress factors. The modified 
method to determinine the activity and isozyme spectrum of peroxidase was proposed. The essence of method 
modification tends to change the value of pH of bensidine reactive up to 7.0, instead of pH 2,0–3,0 used today.

Keywords: peroxidase, pH-optimum, substrates, isoforms, staining procedure, modifications

Пероксидаза (ПО; КФ 1.11.1.7) относит-
ся к классу оксидоредуктаз. Основная функ-
ция ПО – катализировать окисление хими-

ческих соединений за счет пероксидного 
кислорода с образованием промежуточных 
комплексов [1].
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Пероксидазы подразделяются на два 

семейства  – животные и  растительные [2]. 
Семейство растительных пероксидаз состо-
ит из трех классов, выделяемых на основа-
нии исследований аминокислотных после-
довательностей ферментов  [3]. К первому 
классу растительных ПО относятся вну-
триклеточные ферменты: аскорбатперокси-
даза, бактериальная каталаза-пероксидаза 
и  дрожжевая цитохром-с-пероксидаза, вто-
рой класс включает секретируемые грибные 
ферменты, а к  третьему классу относятся 
секретируемые пероксидазы растений [4].

Пероксидаза является одним из фермен-
тов, участвующих в  регуляции роста и  раз-
вития растительных организмов, поскольку 
катализирует защитные реакции от повреж-
дений различного типа, а  также участвует 
в формировании клеточной стенки и дыхании 
растений [5–7]. Доказана ее роль в  образо-
вании ауксина, этилена, восстановлении ни-
тратов и нитритов, то есть в азотном обмене, 
ростовых процессах [8]. В присутствии ПО 
регулируется созревание и  старение тканей, 
синтез лигнина [8]. ПО – наиболее часто из-
учаемый фермент при анализе сомаклональ-
ной изменчивости, возникающей в  культуре 
ткани в условиях in vitro [9]. Кроме того, эн-
зим является чувствительным к разного рода 
неблагоприятным воздействиям и широко ис-
пользуется исследователями для оценки чув-
ствительности/устойчивости к  стрессу  [10–
12]. ПО является индуцибельным ферментом, 
индуктором которого могут служить физиче-
ские, химические и биологические факторы. 
Кислые и  основные пероксидазы участвуют 
в ответных реакциях при стрессовом состоя-
нии растительного организма. В самом нача-
ле активируются основные ПО, а изменения, 
связанные с метаболизмом ауксина и этилена, 
индуцируют усиление синтеза кислых ПО 
как более поздний шаг ответа или защиты.

Пероксидазную активность определяют 
не только для анализа метаболизма расте-
ний, но и в клинико-биохимических иссле-
дованиях патологических процессов живот-
ных тканей, для диагностики хронических 
и острых, а также аллергических заболева-
ний. Кроме того, лиофилизированные пре-
параты ПО используются для диагностики 
бактериальных, аллергических, аутоиммун-
ных и  онкологических заболеваний, вклю-
чая СПИД и лепру [13–18].

В настоящее время существует множе-
ство методов определения активности и вы-
явления изоферментного спектра перокси-
даз; некоторые методики весьма трудоемки, 
малочувствительны, дают противоречивые 

результаты [19–22]. Разнообразие методик 
определяется широкой субстратной специ-
фичностью пероксидазы, поскольку фермент 
проявляет активность в  присутствии перок-
сида водорода по отношению ко многим фе-
нолам и ароматическим аминам: двухатомно-
му фенолу пирокатехину (о-диоксибензолу), 
монометиловому эфиру пирокатехина  – гва-
яколу, оксипроизводному нафталина  – 1-на-
фтолу, 4,4'-диаминодифенилу, известному как 
бензидин, а также производному бензидина – 
3,3'-диметоксибензидину (о-дианизидину), 
2,2-азинобис-(3-этилбензотиазолин-6-
сульфоновой) кислоте (АБТС) и  многим 
другим [1, 21]. Таким образом, фермент яв-
ляется строго специфичным по отношению 
к  перексиду водорода и  широко специфич-
ным  – к  другим субстратам [1]. Активность 
изоформ фермента также зависит от природы 
субстратов, а  физиологические функции от-
дельных форм значительно отличаются. От-
мечена видовая, органная, тканевая, внутри-
клеточная специфичность ПО [1].

В связи со значительным многообразием 
методов определения активности и выявле-
ния изоферментного спектра пероксидазы 
с применением различных субстратов целью 
настоящей работы явился обзор собствен-
ных 15-летних исследований, а также работ 
других авторов для выявления наиболее бы-
строго, незатратного, чувствительного спо-
соба в оптимальных субстратных условиях. 

Объекты исследования
Обсуждаемые в  обзоре эксперимен-

ты по определению активности и  изофер-
ментного спектра пероксидазы выполнены 
с  использованием культурального филь-
трата корневой губки различных штаммов 
(Heterobasidion annosum (Fr.) Bref.), почек 
дуба черешчатого (Quercus robur L.), ли-
стьев вяза обыкновенного (Ulmus laevis L.), 
микроклонов карельской березы (Betula 
pendula Roth var carelica Merkl.) и  березы 
повислой (Betula pendula Roth), а также вей-
гелы цветущей «вариегата» (Weigela florida 
«Variegata» Bunge A.D.C.), хвои сосны 
обыкновенной (Pinus sylvestris L.), транс-
генных растений сахарной свеклы (Beta 
vulgaris L.), сыворотки крови людей, боль-
ных артериальной гипертензией.

Получение ферментных препаратов  
из растительных тканей

Для получения растительных фермент-
ных экстрактов навеску растительного ма-
териала растирают с  битым песком в  экс-
трагирующем буфере (0,1 М трис-НСl 
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буфер, рН 7,5). Соотношение навески и бу-
фера составляет в  зависимости от образца 
от 1:4 до 1:10 (w/v). Гомогенат центрифуги-
руют в эппендорфах в течение 10 минут при 
20000 g, + 4 °С, на центрифуге СМ50 ELMI 
(Латвия). Надосадочные жидкости сохраня-
ют при –3 °С в  твердотельном термостате 
BIOSAN CH-100 (Латвия).
Буферы для определения активности 

пероксидазы
В зависимости от оптимума рН фер-

мента используют 0,1 М ацетатный буфер 
в  диапазоне рН 3,6–5,6; 0,1 М цитратный 
буфер (лимонная кислота / натрий лимонно-
кислый), pH 3,0–6,6; буфер Мак-Ильвейна 
(Na2HPO4/лимонная кислота) рН 3,0–6,3; 
0,1 М трис-НСl – рН 7,2–9,0.

Молярность буфера. При изучении 
влияния молярности буфера на активность 
фермента установлено, что максимальная 
активность ПО в реакции с бензидином на-
блюдалась в 100–200 mM (0,1–0,2 М) трис-
НСl буфере при рН 7,0.

Субстраты для определения  
активности пероксидазы

В проведенных нами экспериментах ки-
нетика насыщения фермента субстратами 
имела вид равнобочной гиперболы, поэтому 
константы Михаэлиса определяли по мето-
ду двойных обратных величин (координаты 
Лайнуивера – Берка) [23]. Каталитическую 
активность устанавливают на основании 
детекции окрашенных продуктов реакции 
при 25 °С. Субстратная смесь состояла из 
0,05 мл 0,1 % водного раствора АБТС (ко-
нечная концентрация 30 мкМ), 2,9 мл буфе-
ра, измерение оптической плотности прово-
дят при длине волны 436 нм.

В реакции с пирокатехином для опреде-
ления активности ПО используют 5 % во-
дный раствор пирокатехина в  0,1 М буфе-
ре Мак-Ильвейна (конечная концентрация 
41,3 mM). Определение активности прово-
дят при длине волны 365 нм.

Для определения активности ПО в  ре-
акции с  бензидином используют метод 
А.Н. Бояркова, разработанный впервые при 
использовании ФЭКа в 1951 г. [24]. Бензи-
диновый реактив включает два компонен-
та [25]. Первый состоит из 50 % спиртового 
раствора 0,1 % бензидина солянокислого, 
содержащего 6 % ацетата натрия, 3 % уксус-
ной кислоты. Конечная концентрация бен-
зидина в реакционной смеси – 5,8 mM. Вто-
рым компонентом является 0,5 % раствор 
пероксида водорода (конечная концентра-

ция 0,3 mM). Значение рН бензидинового 
реактива составляет менее 2,0 единиц рН, 
а  предварительные исследования выявили 
рН-оптимум действия ПО, равный 7,0. По-
этому первый компонент бензидинового 
реактива доводят до нейтрального значения 
рН растертым в  порошок (для неизменно-
сти объема смеси) кристаллическим NaОН. 
Приготовленная таким образом основа бен-
зидинового реактива может храниться в хо-
лодильнике при 0–4 °С в течение года. Для 
упрощения процедуры измерения актив-
ности ПО в кварцевую кювету вносят 3 мл 
первого компонента бензидинового реакти-
ва, предварительно согретого до комнатной 
температуры, и добавляют 18 мкл Н2О2. Из-
мерения проводят при 520 нм.

Выявление изоферментного  
спектра пероксидаз

Изоферментный спектр ПО выявляют 
с использованием бензидинового реактива, 
о-дианизидина, α-нафтола.

Состав и  методика применения бензи-
динового реактива описаны выше.

Х.С. Рафиковым впервые был исполь-
зован для выявления пероксидазной реак-
ции гаптоглобина крови о-дианизидин [26]. 
В состав проявляющей смеси входят 50 мл 
воды, 1 г о-дианизидина, 2,5 мл СН3СООН, 
0,2 мл Н2О2. После появления оранжевых 
полос реакцию останавливают добавлени-
ем раствора 15 % уксусной кислоты.

Для приготовления проявляющей смеси 
с α-нафтолом берут 1 mM 1-нафтола в 0,1 М 
фосфатном буфере в присутствии 0,33 mM 
перекиси водорода. Данный метод исполь-
зуется, в  частности, в  клинико-диагности-
ческих лабораториях при цитохимическом 
диагностировании лейкозов [27]. 

Вертикальный электрофорез (ЭФ) 
проводят по стандартному методу Дэви-
са в  пластинах полиакриламидного геля 
(7,5 % по акриламидной смеси) при 4 °С. 
К 0,05–0,2 мл ферментного образца добав-
ляют в качестве антиконвекционной смеси 
глицерин до конечной концентрации 20 %, 
в карман геля вносят 20 мкл пробы, в каче-
стве лидирующего красителя используют 
бромфеноловый синий. 

Выявление зон активности проводят по 
Левитесу  [28], Божко  [29], Рафикову  [30], 
Юренковой [31, 32]. Гели высушивают на 
стеклянных пластинах, в  целлофане (Ба-
лаково), в  растворе спирт: глицерин (1:1), 
а затем сканируют с разрешением 300dpi на 
сканере HP Scanjet 3770 в окне для прозрач-
ных материалов. Гели хранят в темноте.
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Экстракция пероксидаз  
из различных тканей

Растительные пероксидазы высокоста-
бильны, поэтому в состав экстрагирующего 
буфера входит только трис-НСl, рН 7.0. До-
бавление ЭДТА, меркаптоэтанола, хлорида 
калия, а  также поливинилпирролидона не 
влияет на изменение активности фермента 
(рис. 1). 

Кроме того, можно отметить нейтраль-
ное влияние длительности экстракции фер-
мента (от 30 мин до 12 часов) из сосновой 
хвои, считающейся труднодоступной для 
извлечения ферментов, на активность ПО. 
Полученный после центрифугирования 
супернатант обнаруживал стабильную ак-
тивность и неизменность изоформ ПО в те-
чение по крайней мере недели, при этом 
хранение препарата осуществлялось при 
0 °С в присутствии 20 % глицерина. 

Нами было установлено, что оптимум 
рН для ПО из корневой губки в присутствии 
АБТС в  цитратном, ацетатном и  буфере 
Мак-Ильвейна сдвинут в  кислую сторону 
(рН 4,5–5,5). В трис-НСl буфере в  присут-
ствии бензидина оптимум рН составляет 
7,0–7,5, а  в  буфере Мак-Ильвейна в  при-
сутствии пирокатехина – 6,0–6,5. В буфере 
Мак-Ильвейна оптимум рН более широкий, 
и  активность пероксидазы в  этой системе 
в 1,3 раза выше по сравнению с цитратным 
буфером (рис. 2). Можно предположить, что 
такое увеличение активности фермента свя-
зано с присутствием ионов неорганического 
фосфора в  составе буфера Мак-Ильвейна. 
Активность ПО в культуральном фильтрате 
(КФ) корневой губки ниже активности фер-
мента в цитратном буфере в 9,7 раз. 

В связи с  этим было изучено влияние 
HPO4

2--ионов на активность ПО корневой 

губки посредством добавления к  цитрат-
ному буферу соли Na2HPO4. Добавление 
0,5 мМ соли приводит к  падению актив-
ности фермента до ее уровня в КФ. Увели-
чение концентрации соли до 1,0 и  2,0 мМ 
повышало активность ПО до уровня ее по-
казателей в цитратном буфере. Дальнейшее 
повышение концентрации ионов фосфора 
(3,0 мМ) приводит к  падению активности 
фермента. Таким образом, действие буфера 
Мак-Ильвейна высокоспецифично и  отли-
чается от простого влияния ионов фосфора 
на активность энзима. Отмечено, что вли-
яние фосфата натрия проявляется только 
в условиях буферной системы, а его добав-
ление в концентрации 1 мМ непосредствен-
но к  культуральному фильтрату штаммов 
(контроль) приводило к  полной потере ак-
тивности ферментного препарата.

Наивысшая активность пероксидазы 
проявляется при молярности трис-НС1 
буфера (рН 7,0), составляющей 100 мМ 
и выше (рис. 3).

Методы определения активности 
пероксидаз

Принципы методов определения актив-
ности ПО основаны на появлении окрашен-
ных продуктов при окислении субстратов 
под действием пероксидазы, регистрируе-
мых по увеличению оптической плотности 
при соответствующей длине волны. Одной 
из важнейших характеристик любого фер-
мента является специфичность его дей-
ствия по отношению к  субстрату. Анализ 
кинетических характеристик показал, что 
скорость окисления пирокатехина в  КФ 
корневой губки (Km 29 мM) оказалась на 
порядок ниже скорости окисления АБТС 
(Km 40–60 мкМ для разных штаммов), хотя 

     

Рис. 1. Зависимость активности пероксидазы (А) от состава экстрагирующего буфера в хвое 
сосны обыкновенной и (Б) длительности экстракции ПО в листьях вяза обыкновенного (гладкого) 

Ulmus laevis L. Обозначения: А: контроль – экстракция в 0,1 М трис-НС1 буфере, рН 7,0;  
1 вар. – контроль + ЭДТА + меркаптоэтанол + КС1; 2 вар – 1 вар. + 5 % поливинилпирролидон
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молекула пирокатехина (о-диоксибензол) 
является фенольным производным и  по 
своему строению проще молекулы АБТС. 
Скорость окисления бензидина, измерен-
ная в хвое сосны, почках дуба и микрокло-
нах березы и сахарной свеклы, оказывается 
промежуточной: Km в 0,1 М трис-НС1 буфе-
ре при рН 7,0 равна 0,3 mM.

Чувствительность реакции очень высо-
ка, поэтому объем используемого фермен-
тативного экстракта мал (1–10 мкл), а время 
измерения активности фермента составляет 
не более 3 мин. В случае обнаружения чрез-
мерно высокой ферментативной активности 
препаратов их разбавляют 0,1 М трис-НС1 
буфером, рН 7,0 для сохранения нормаль-
ных кинетических кривых или используют 
удвоенное количество перекиси водорода 
(36 мкл). Бензидиновый метод определения 
активности ПО представляется оптималь-

ным в силу ряда причин: долговременного 
хранения базового реактива (около года при 
0 °С), оптимальных условий рН, доступно-
сти компонентов и простоты измерения.

Анализ изоферментного спектра 
пероксидаз

а) Проявление с использованием бензидина
Для выявления изоформ пероксидазы 

растительного происхождения применяют 
бензидиновый реактив при рН 7,0. Перед 
окрашиванием геля компоненты бензиди-
нового реактива смешивают в  соотноше-
нии 1:1. После заливки геля бензидино-
вым реактивом окраска зон пероксидазной 
активности проявляется в  зависимости от 
количества нанесенного фермента в  тече-
ние 5–130  минут (рис. 4–6). Иногда гель 
оставляют в проявляющем растворе на ночь 
в темноте.

                             

                        

Рис. 2. рН-зависимость активности пероксидазы корневой губки в различных буферных системах. 
Обозначения: А – цитратный буфер; Б – ацетатный буфер; В, Д – буфер Мак-Ильвейна; Г – трис-НС1 

буфер; А–В – субстрат АБТС, культуральный фильтрат корневой губки, Г – субстрат – бензидин, 
листья березы повислой in vitro, Д – субстрат пирокатехин; молярность всех буферов – 0,1 М 
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Рис. 3. Влияние молярности трис-НС1 буфера 
(рН 7,0) на активность пероксидазы  
из листьев березы повислой in vitro

Выявление изоформ пероксидазы бен-
зидиновым методом позволяет получить 
достаточно широкий спектр зон фермента.

Этот метод, однако, не подходит для вы-
явления зон гаптоглобина сыворотки кро-
ви, т.к. не выявляет всех изоформ фермен-
та [33]. Поэтому для выявления фенотипов 
гаптоглобина использовали еще два метода.

Рис. 4. Изоферментный спектр ПО в зимних 
почках (А; февраль) и распускающихся листьях 

(Б; март, образование на почках зеленого 
конуса) дуба черешчатого [34]. Плюсовые 

деревья Шиповой дубравы, Воронеж

По первому из них, предложенному 
Г.Х. Божко с  соавт. [29], проявление геля 
проводят с  использованием бензидинового 
реактива, исключающего присутствие спир-
та и уксуснокислого натрия: пластины геля 
выдерживают в течение 10 мин в 0,1 % бен-
зидине в 10 % уксусной кислоте, после чего 
гели перемещают в кюветы с 0,03 % раство-
ром перекиси водорода. Окраска фермен-
тативных полос стремительно развивается, 
но после промывания в воде синяя окраска 
фермента переходит в  коричневую, стано-
вится нестабильной, а гели – непригодными 
для сушки. 

Рис. 5. Пероксидазный спектр растений-
регенерантов березы различного происхождения 

в культуре in vitro [35]. Обозначения:  
1–4 – карельская береза, узорчатая форма;  

2 и 3 – карельская береза, триплоидная узорчатая 
форма; 4 – карельская береза, безузорчатая форма; 
5 – береза повислая; 1 – каллус с регенерирующими 

побегами; 2 – регенерант; 3 – каллус;  
4 – регенерант без корней; 5 – регенерант без корней 

Рис. 6. Изоферментный спектр ПО в различных 
линиях трансгенной сахарной свеклы in 

vitro [36], выявленный с помощью бензидина. 
Обозначения: 1 – контроль; 2–10 – опыт

Другим способом выявления спектров 
гаптоглобина по пероксидазной активности 
является метод, предложенный Х.С. Рафико-
вым [30]. Он включает выдерживание гелей 
в  растворе, содержащем 50  мг бензидина, 
135 мг гваякола, 25 мл 10 % уксусной кис-
лоты, перед применением раствор разводят 
водой в соотношении 1:5. К 10 мл бензидин-
гваяколового реактива добавляют дополни-
тельно 1 мл 0,2 М ацетата натрия, 0,1 мл 5 
мM сульфата марганца и 1 каплю 50 % пере-
киси водорода. Время проявления составля-
ет 10–20 мин. Реакцию останавливают 15 % 
уксусной кислотой. Учитывая сложность 
приготовления проявляющей смеси, в даль-
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нейшем стали применять о-дианизидин, 
который обычно используют для выявле-
ния активности фермента в  культуральной 
жидкости дереворазрушающих и  других 
грибов  – представителей белой и  коричне-
вой плесеней [33]. Исходя из литературных 
данных, проявляющая смесь для выявления 
пероксидазной активности для сыворотки 
крови состоит из 1 г о-дианизидина, 2,5 мл 
уксусной кислоты, 0,2 мл перекиси водоро-
да в 50 мл воды. Зоны фермента приобрета-
ли красный цвет на фоне темно-вишневого 
фона геля (рис. 7).

Рис. 7. Электрофореграммы гаптоглобинов 
сыворотки крови у 20 человек, больных 

артериальной гипертензией [37]. Обозначения: 
Типы гаптоглобинов: Нр 1–1–дорожки (слева 

направо) 1, 3–8, 11, 15–16, 18, 20; Нр 1–2 – 
дорожки 2, 10, 12–14, 19; Нр 2–2 – дорожки 9, 17

Способ выявления изоформ ПО с помо-
щью о-дианизидина применялся нами и для 
сравнения спектра фермента из спящих 
и пробуждающихся почек дуба черешчато-
го. Результаты приведены на рис. 8.

В руководстве Левитаса  [28] описан 
метод выявления изоформ ПО с  помо-
щью 0,1  М гваякола (100 мл) в  сочетании 
с 1–3 мл 3 % перекиси водорода. Однако ав-
тор указывает, что окраска нестойкая. Этот 
же автор описывает и бензидиновый способ 
проявления гелей на ПО-активность при  
рН 5,0, при этом гель фиксируют в метаноле. 

Кроме того, существует способ выявле-
ния активности пероксидазной активности 
в  гелях, описанный в  статье С.И. Юренко-
вой с  соавт. [31] для электрофоретического 
выявления изоформ цитохром-с-оксидазы. 
Реакционная смесь для выявления зон фер-
мента включает 1 мл 2 % спиртового рас-
твора 1-нафтола, 25 мл водного раствора 
диметил-п-фенилендиамина солянокисло-
го (20 мг), 0,1 М фосфатный буфер, рН 7,4 
до 50 мл. Однако при проявлении гелей на 
цитохром-с-оксидазу выявлялись полосы 
активности, совпадающие с  таковыми при 
выявлении пероксидазной активности. Та-
кие результаты были получены у почек дуба 
черешчатого, а также у микроклонально раз-
множенных растений вейгелы цветущей «ва-
риегата», адаптированных к медному и соле-
вому стрессу в ходе длительной ступенчатой 
адаптации на протяжении 120 суток (рис. 9). 

Полученные результаты позволяют нам 
предположить, что 1-нафтол в  данном ме-
тоде является субстратом для проявления 
активности ПО, а не цитохром-с-оксидазы.

Рис. 8. Изоферментный спектр ювенильных листьев дуба черешчатого [36]. Обозначения: А – 
выявление изоформ ПО с помощью о-дианизидина; Б – выявление изоформ ПО с помощью бензидина; 

Кд – дерево колонновидной формы кроны из Семилукского питомника; К – контрольные деревья;  
№ 6 – № 138 – плюсовые деревья дуба черешчатого позднораспускающейся феноформы
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Рис. 9. Изоферментый спектр пероксидазы 
в микроклонах вейгелы цветущей «вариегата», 

адаптированных к солевому и медному 
стрессам. Обозначения: 1 и 2 – 40 и 120 суток 

адаптации, субстрат – 1-нафтол 
в фосфатном буфере; 3 и 4 – 40 и 120 суток 

адаптации, субстрат – бензидин; к – 
контроль, с – соль, м – медь. Стрелкой  
указано направление движения тока  

при электрофорезе

Изоформы пероксидазы могут быть вы-
явлены разными способами, но при этом 
надо учитывать, что спектры фермента по-
лучаются различными, что связано со ско-
ростью утилизирования субстрата теми или 
иными формами фермента. Представляется, 
что метод выявления активности фермента 
в гелях с помощью бензидина при рН 7,0 яв-
ляется более универсальным. При проявле-
нии изоформ ПО с помощью о-дианизидина 
появляющиеся зоны менее стабильны, неко-
торые из них пропадают уже через несколь-
ко минут. Через сутки они практически пол-
ностью исчезают, тогда как в предыдущем 
случае, при правильном хранении, гели со-
храняют окраску многие годы.

Таким образом, с  помощью выявления 
изоформ ПО можно выявить отличия одного 
вида растений от другого, стадию регенера-
ции растения, влияние стрессовых воздей-
ствий, онтогенетический возраст растения, 
независимо от того, древесное или травяни-
стое растение берется для анализа.

Гаптоглобин является стрессовым бел-
ком крови человека и животных, обладаю-
щим пероксидазной активностью [38]. По 
его количеству можно определить степень 
тяжести заболевания [39]. Имеют значения 
и  типы гаптоглобина: они связаны с  опре-
деленным заболеванием. Выявление фено-
типов гаптоглобина используется как для 
выбраковки больных животных, так и  для 
получения потомства от генетически здо-

ровых родителей [40, 41]. При выявлении 
типов гаптоглобина также используется 
о-дианизидин.

Заключение
Таким образом, из проанализирован-

ных способов определения активности 
и  выявления изоферментного спектра пе-
роксидазы оптимальным представляется 
метод, основанный на применении бен-
зидинового реактива в  нашей модифика-
ции, связанной с повышением рН реактива 
до нейтральных значений (7,0), тогда как 
в  классических методиках рН сильно-
кислый (2,0). Для электрофоретического 
выявления изоформ фермента растений 
бензидиновый способ является наиболее 
удобным, дешевым, позволяющим полу-
чать стабильную окраску гелей.
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