2.5. Определение антиокислительной активности гидрофильных компонентов плазмы крови

Принцип метода. Метод основан на исследовании кинетики окисления восстановленной формы 2,6-дихлорфенолиндофенола кислородом воздуха при наличии и отсутствии биологического материала. Константа ингибирования биологическим материалом окисления 2,6-дихлорфенолиндофенола служит показателем антиокислительной активности биологического материала. Выбор данного субстрата обусловлен тем, что его окислительно-восстановительный потенциал (0,22 В при pH 7,9) позволяет быстро и количественно переводить его из окисленной формы в восстановленную в присутствии сульфата двухвалентного железа. Кроме того, 2,6-дихлорфенолиндофенол способен окисляться кислородом воздуха с удобной для регистрации скоростью в стационарных условиях.

Оборудование. Центрифуга с охлаждением, весы, термостат, фотоэлектроколориметр с термостатированной кюветой.

Реактивы и их приготовление.

1. 0,25 М фосфатный буфер (pH 7,4 при 37°С). 4,45 г фосфата натрия растворяют в 80 мл дистиллированной воды и под контролем pH-метра 1 н. раствором соляной кислоты доводят pH до 7,4. После этого объем буфера доводят до 100 мл водой.

2. 0,8 мМ раствор 2,6-дихлорфенолиндофенола. 23,7 мг сухого индикатора с помощью стеклянной палочки растворяют в 1 мл дистиллированной воды. Затем объем раствора дистиллированной водой доводят до 100 мл. Реактив готовят каждый день.

3. 3,2 мМ раствор сульфата железа (II). 89 г сульфата железа растворяют в 100 мл дистиллированной воды. Годен для работы в течение недели.

4. 0,9%-ный раствор хлорида натрия.

Ход определения. Перед анализом 50 мкл плазмы разводят в 10 мл холодной (+2°С) дистиллированной воды. В термостатированную при 37°С кювету фотометра (толщина кюветы 1 см) помещают 1,5 мл 0,25 М фосфатного буфера (pH 7,4 при 37°С), 0,5 мл 0,8 мМ раствора 2,6 - дихлорфенолиндофенола в окисленной форме, 0,5 мл 3,2 мМ раствора сульфата железа (II) и 2,0 мл разведенной плазмы крови (опыт) или воды (контроль). Предварительно все растворы термостатируют при указанной выше температуре. Содержимое кюветы постоянно перемешивают. После добавления плазмы или воды через каждые 30 с на протяжении 5-7 мин измеряют оптическую плотность содержимого кюветы (Д() при длине волны 600 нм. Кроме того, определяют значение оптической плотности реакционной среды, в которой 2,6-дихлорфенолин-дофенол полностью окислен (Д(). Затем находят (Д( из уравнения

(Д( = Д( – Д(.

Значения констант скоростей окисления восстановленной формы 2,6-дихлорфенолиндофенола в опыте и контроле определяют, построив график зависимости натуральных логарифмов (Д( от времени. Тангенс угла наклона прямой на графике дает численное значение константы скорости окисления субстрата.

Константу ингибирования (Кi) плазмой крови окисления субстрата, являющуюся показателем антиокислительной активности, вычисляют из следующего выражения:
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где Кк и Коп – константы скоростей окисления субстрата в контроле и опыте соответственно; V – объем плазмы в пробе (мл).
2.6. Определение антиокислительной активности гидрофильных компонентов головного мозга

Определение антиокислительной активности гидрофильных компонентов головного мозга производят так же, как и плазмы крови в соответствии с методом В.Л. Семенова и А.М. Ярош (1985). Различия заключаются в следующем. Из выбранного отдела головного мозга готовят 10%-ный гомогенат на 0,9%-ном растворе хлорида натрия. Гомогенат центрифугируют при 3000 об/мин в течение 10 мин. Супернатант отбирают и разводят в 10 раз 0,9%-ном раствором хлорида натрия и используют для анализа.

Константу ингибирования (Ki) гомогенатом мозга окисления субстрата вычисляют из следующего выражения:
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где Кк, Коп – константы скоростей окисления субстрата в контроле и опыте соответственно; С – навеска ткани мозга в пробе, мг.
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