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CONTEMPORARY TENDANCIES OF CHANGES
IN SPERMATOGENIC ACTIVITY IN THE MALE
POPULATION OF PRIMORYE REGION
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L.N. Ivanenko
Vladivostok State Medical University,
Primorsky Regional Bureau of Medical Expertise,
Clinic «Yaroslava» (Vladivostok)
Summary — On the basis of clinical (172 patients) and morpho-
logical (the material of 50 autopsies) material it is found, that the
ratio of male with oppressed spermatogenesis in the fertile age
population of Primorski Krai prevails on male with the normal
spermatogenesis. It is obvious, that the received data reflect the
common process of decrease spermatogenic human functions,
which is found all over the world.
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Альгинаты — природные полисахариды, которые
являются структурными компонентами клеточных
стенок бурых водорослей. Они представляют со-
бой линейные полимеры, состоящие из остатков
P-D-маннуроновой и a-L-гулуроновой кислот, со-
единенных 1—4 гликозидными связями [2]. Уни-
кальная способность альгинатов к образованию вяз-
ких и гелеобразных растворов, биосовместимость и
сорбционные свойства позволяют применять эти
полисахариды в качестве матрицы для удерживания
протеинов, ферментов и целых микробных клеток
растений и животных для последующего освобож-
дения захваченных веществ [4—6, 8]. На скорость
высвобождения удерживаемого вещества влияют
различные внешние факторы. Поэтому при созда-
нии комплексных препаратов на основе альгината
кальция предварительным этапом является опреде-
ление параметров, которые влияют на поведение
этого полисахарида при таком применении.

Цель работы — оценить белковосвязывающие
свойства альгината кальция в отношении иммуно-
глобулина и гиалуронидазы в зависимости от време-
ни, концентрации и рН среды.

В работе использовались следующие препараты:
«Иммуноглобулин человека нормальный» (НПО
«Микроген», г. Москва), «Лидаза», содержащий ги-
алуронидазу (НПО «Микроген», г. Москва), и аль-
гинат кальция (НПФ «Востокфарм»). Последний

имел следующие характеристики: содержание уро-
новых кислот — 77,3%, содержание кальция — 72,5%,
82,5% карбоксильных групп были представлены в
виде кальциевой соли, характеристическая вязкость
1270 мл/г, молекулярная масса 403 кДа.

В кинетических экспериментах адсорбцию белка
из раствора проводили в герметично закрывающих-
ся центрифужных пробирках объемом 10 мл. К на-
вескам альгината кальция массой 0,05 г добавляли
0,1% водный раствор белка объемом 10 мл. Смесь
непрерывно встряхивали при 120 оборотах в мину-
ту. Через определенные промежутки времени пробы
отбирали и центрифугировали при 10000 оборотах в
течение 10 мин.

Концентрацию белка в надосадочной жидкости
определяли спектрофотометрическим методом при
^=280 нм. Сорбционную емкость рассчитывали по
формуле:

Q=V(Ci-Сf)/S,

где S — навеска альгината кальция в г, V — объем рас-
твора белка в л, Q H C , - начальная и конечная кон-
центрации белка в растворе соответственно, в мг/л.

При расчете сорбционной емкости учитывали
собственное светопоглощение водного извлечения
из альгината кальция, приготовленного параллель-
но в идентичных условиях. Для построения изотерм
адсорбции при комнатной температуре одинаковые
навески альгината кальция помещали в растворы,
содержащие разное количество сорбируемого бел-
ка. Через время, необходимое для установления
равновесия, определяли равновесные концентра-
ции сорбируемого белка и для каждой концентра-
ции рассчитывали сорбционную емкость альгината
кальция. Полученные результаты наносили на гра-
фик, где на оси ординат откладывали сорбционную
емкость альгината, а на оси абсцисс — соответству-
ющие им значения равновесных концентраций
белка (Сeq).

Для исследования зависимости сорбционной
емкости альгината кальция от рН использовали
следующие буферные растворы: 0,2М ацетатный
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Рис. 2. Адсорбция гиалуронидазы альгинатом кальция.Слева - изотерма адсорбции: по оси абсцисс - Сeq (мг/мл), по оси ординат - q (мг/г); справа - изотерма адсорбции в координатах Скэтчарда:

по оси абсцисс — q (мг/г), по оси ординат — q/Ceq (г/мл).

(рН 4,0-5,0); трис-буфер (рН 7,0-9,0) и буфер,
содержащий 2-(N-морфолино) этансульфоновую
кислоту и NaОН (рН 6,0). Белок растворяли в со-
ответствующем буфере и определяли равновесные
значения сорбционной емкости.

Для оценки белковосвязывающих свойств альги-
ната кальция предварительно исследовали кинетику
сорбции. Время, необходимое для достижения ад-
сорбционного равновесия, составило для иммуно-
глобулина 180 мин., а для гиалуронидазы — 30 мин.
При увеличении времени взаимодействия дальней-
шего роста сорбционной емкости не происходило.
Более длительное установление равновесия между
альгинатом кальция и иммуноглобулином, нежели
между альгинатом и гиалуронидазой, может быть
связано с большими размерами молекул иммуно-
глобулина.

Изотермы адсорбции иммуноглобулина и ги-
алуронидазы внешне были похожи по форме. Они
оказались выпуклыми относительно оси абсцисс на
начальном участке и имели пологий характер воз-
растания. При дальнейшем увеличении концентра-
ции наблюдался выход кривых на плато, что свиде-
тельствовало о насыщении поверхности альгината

белком (рис. 1, а; 2, а). Считают, что изотермы такой
формы получаются, когда нет сильной конкурен-
ции из растворителя или когда между сорбируемы-
ми молекулами имеется сильное межмолекулярное
взаимодействие [3]. Возможно, в нашем случае на-
блюдались оба этих процесса. С одной стороны,
молекулы белка и молекулы воды полярны и между
ними существует конкуренция за места связывания
с полярным полисахаридом. Однако, скорее всего,
эта конкуренция незначительная. С другой сторо-
ны, использованные белки — это вещества со сред-
ней (гиалуронидаза) и высокой (иммуноглобулин)
молекулярной массой, которые за счет многочис-
ленных связей между функциональными группами
в водных растворах находятся в виде крупных ассо-
циированных частиц.

Форма полученных кривых позволяет отнести их
к классу изотерм Лэнгмюра [3]. Основными показа-
телями, характеризующими процесс сорбции, яв-
ляются максимальная сорбционная емкость альги-
ната кальция (qmax) и коэффициент сродства между
белком и альгинатом, или константа диссоциации
(b). Для расчета этих величин использовали одну из
линеаризированных форм уравнения Лэнгмюра —
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Рис. 3. Зависимость адсорбции иммуноглобулина
и гиалуронидазы от рН.

а - иммуноглобулин; б - гиалуронидаза. По оси абсцисс - рН, по оси
ординат — q (мг/г).

преобразование Скэтчарда. Согласно ему, если иссле-
дуемая зависимость действительно подчиняется урав-
нению Лэнгмюра, нанесенные по результатам экспе-
римента точки в координатах Скэтчарда (q/Ceq, q)
должны укладываться на прямую, тангенс угла на-
клона которой будет равным 1/b, а отрезок, отсекае-
мый прямой на оси абсцисс, непосредственно будет
давать значение qmax [1].

Графики изотерм адсорбции иммуноглобулина и
гиалуронидазы, построенные в координатах Скэт-
чарда, образовывали прямые линии с коэффициен-
тами регрессии 0,99 для иммуноглобулина и 0,98 для
гиалуронидазы (рис. 1, б; 2, б). Из графика Скэтчар-
да для иммуноглобулина было получено qmax=750 мг/г,
b=1,6 мг/мл, для гиалуронидазы— qmax=475 мг/г,
b=1,4 мг/мл. Максимальная сорбционная емкость
иммуноглобулина оказалась примерно в 1,5 раза вы-
ше аналогичного показателя гиалуронидазы. Кон-
станта диссоциации иммуноглобулина была несколь-
ко выше, чем константа диссоциации гиалуронидазы,
что указывает на большее сродство гиалуронидазы к
альгинату кальция.

Максимальная адсорбция иммуноглобулина
альгинатом кальция наблюдалась при рН6, а гиа-
луронидазы— при рН7 (рис. 3). В случае иммуно-
глобулина отмечено резкое снижение сорбционной
емкости при рН5 с последующим ее резким повы-
шением, что, вероятно, обусловлено неоднороднос-
тью препарата этого белка, поскольку он содержит
одновременно несколько классов иммуноглобули-
на. В случае гиалуронидазы рост сорбционной ем-
кости шел параллельно с ростом отрицательного
заряда полисахарида. Адсорбция белковых молекул

альгинатом кальция обусловлена электростатиче-
скими силами между положительно заряженны-
ми молекулами белка и отрицательно заряженным
полисахаридом [7]. Заряд альгината нулевой при
низких значениях рН, так как альгинат полностью
протонирован. Затем происходил рост отрицатель-
ного заряда с ростом рН до максимальной степени
и наступала полная депротонация при рН 6,5. Заряд
белка меняется в зависимости от рН среды и бывает
положительным ниже изоэлектрической точки, от-
рицательным выше и нулевым вблизи нее. В резуль-
тате меняется сорбционная емкость полисахарида,
которая растет в интервале рН между точкой нуле-
вого заряда поверхности альгината и изоэлектриче-
ской точкой белка.

Таким образом, при изучении белковосвязыва-
ющих свойств альгината кальция в зависимости от
времени, концентрации и рН среды получены коли-

рН чественные характеристики процесса сорбции бел-
J2 ковых молекул альгинатом кальция, которые могут

использоваться для сравнительной оценки эффек-
тивности различных сорбентов.
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ESTIMATION OF THE PROTEIN-BINDENING
PROPERTIES OF CALCIUM ALGINATE
M. Yu. Petrakova, N.E. Lamash,
Yu. S. Hotimchenko
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Summary — An ability of calcium alginate to bind the immu-
noglobulin with hialuronidaze in water solution is investigated
depending on time, concentration and pH of the solution. The
protein adsorption been described by the Langmuir equation.
Absorption balance was found in 180 minutes for immunoglobu-
lin and in 30 minutes for hialuronidase. Values of the maximal
sorption capacity and dissociaton constants were for immuno-
globulin 750 mg/g and 1.6 mg/ml, and for hialuronidase 475 mg/
g and 1.4 mg/ml, respectively. The adsorption of immunoglobu-
lin was maximal at pH 6, and hialuronidase — pH 7.
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