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Ëþöèôåðàçà ñâåòëÿêîâ êàòàëèçèðóåò  ðåàêöèþ
îêèñëåíèÿ ñóáñòðàòà (ëþöèôåðèíà) êèñëîðîäîì âîç-
äóõà â ïðèñóòñòâèè àäåíîçèí-5�-òðèôîñôàòà (ÀÒÔ) è
èîíîâ ìàãíèÿ. Ýòà ðåàêöèÿ ñîïðîâîæäàåòñÿ ýìèññèåé
âèäèìîãî ñâåòà – áèîëþìèíåñöåíöèåé [1]. Èíòåðåñ ê
äàííîìó áèîëþìèíåñöåíòíîìó ïðîöåññó ñâÿçàí íå
òîëüêî ñ èçó÷åíèåì ìåõàíèçìîâ ïåðåõîäà ýíåðãèè
áèîõèìè÷åñêîé ðåàêöèè â ñâåòîâóþ, íî è ñ åãî áîëü-
øèì ïðàêòè÷åñêèì çíà÷åíèåì. Âûñîêàÿ ÷óâñòâè-
òåëüíîñòü ëþöèôåðàçû ñâåòëÿêîâ ê ÀÒÔ, áëèçêèé ê
åäèíèöå êâàíòîâûé âûõîä ðåàêöèè è ïðîñòîòà ðåãèñ-
òðàöèè ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè îáóñëîâèëè âîç-
ìîæíîñòü ñîçäàíèÿ ýôôåêòèâíîãî è áûñòðîãî ìåòî-
äà îïðåäåëåíèÿ óëüòðàìàëûõ êîëè÷åñòâ ÀÒÔ. Áèî-
ëþìèíåñöåíòíàÿ ÀÒÔ-ìåòðèÿ íàõîäèò âñå áîëåå øè-
ðîêîå ïðèìåíåíèå â áèîõèìèè, ìåäèöèíå, áèîòåõíîëî-
ãèè è ïðè ìîíèòîðèíãå îêðóæàþùåé ñðåäû [2].

Äëÿ áèîàíàëèòè÷åñêîãî ïðèìåíåíèÿ èñïîëüçóþòñÿ
òàê íàçûâàåìûå ÀÒÔ-ðåàãåíòû, ïðåäñòàâëÿþùèå ñî-
áîé ëèîôèëèçèðîâàííûå ìíîãîêîìïîíåíòíûå ñìåñè,
ñîäåðæàùèå ðàñòâîðèìóþ ðåêîìáèíàíòíóþ ëþöèôå-
ðàçó ñâåòëÿêîâ, ëþöèôåðèí, êîìïîíåíòû áóôåðíîãî
ðàñòâîðà, íåîáõîäèìûå äëÿ ïðîòåêàíèÿ áèîëþìèíåñ-
öåíòíîé ðåàêöèè, è ñòàáèëèçèðóþùèå äîáàâêè [3].
Èñòî÷íèêîì ÀÒÔ äëÿ äàííîé ñèñòåìû ÿâëÿåòñÿ òåñ-
òèðóåìûé îáðàçåö. Â ïîñëåäíåå âðåìÿ â áèîòåõíîëî-
ãèè íàáëþäàåòñÿ òåíäåíöèÿ ê èñïîëüçîâàíèþ ðåàãåí-
òîâ â ðàñòâîðå. Ýòî ïîçâîëÿåò íå òîëüêî óïðîñòèòü
ïðîöåäóðó ïðîâåäåíèÿ àíàëèçà, íî è èñêëþ÷èòü èç
ïðîöåññà ïîëó÷åíèÿ ÀÒÔ-ðåàãåíòà äîðîãîñòîÿùóþ,
ýíåðãîåìêóþ è äëèòåëüíóþ ñòàäèþ – ëèîôèëèçàöèþ.
Äîâîëüíî âûñîêîå ñîäåðæàíèå ãèäðîôîáíûõ àìèíî-
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Ïîëó÷åíû ÀÒÔ-ðåàãåíòû, ñîäåðæàùèå 2–20% ýòèëåíãëèêîëÿ, ãëèöåðèíà è ÏÝÃ-8000. Ïî-
ëèîëû èíãèáèðîâàëè àêòèâíîñòü ÀÒÔ-ðåàãåíòîâ íà 20–40%, à äîáàâêè 0,75 ìÌ Òðèòîíà
Õ-100 ïðåäîòâðàùàëè ýòî èíãèáèðîâàíèå. Îïòèìàëüíàÿ êîíöåíòðàöèÿ ïîëèîëîâ ñîñòàâèëà
10%. Èññëåäîâàíèå êèíåòèêè òåðìîèíàêòèâàöèè ÀÒÔ-ðåàãåíòîâ â ðàñòâîðå ïðè 37, 20 è 4°Ñ
ïîêàçàëî, ÷òî ïðè âñåõ èçó÷åííûõ òåìïåðàòóðàõ ïîëèîëû ïîâûøàëè ñòàáèëüíîñòü ÀÒÔ-ðåà-
ãåíòîâ â ðàñòâîðå â 2–5 ðàç. Ðàñòâîð ÀÒÔ-ðåàãåíòîâ ïðè õðàíåíèè (4°Ñ) â òå÷åíèå 180 ÷
ñîõðàíÿë 100%-þ àêòèâíîñòü, à ïåðèîä ïîëóèíàêòèâàöèè ñîñòàâèë 15 ñóò.

êèñëîòíûõ îñòàòêîâ è ïðåîáëàäàíèå β-ñëîåâ âî âòî-
ðè÷íîé ñòðóêòóðå ëþöèôåðàçû îïðåäåëÿþò åå íèçêóþ
ñòàáèëüíîñòü â âîäíûõ ðàñòâîðàõ îñîáåííî ïðè ïî-
âûøåííûõ òåìïåðàòóðàõ [4]. Èíàêòèâàöèÿ ëþöèôåðà-
çû ïðîèñõîäèò â îñíîâíîì  çà ñ÷åò àãðåãàöèè ìîëåêóë
ôåðìåíòà [5] è àäñîðáöèè íà ïîâåðõíîñòè [6, 7]. Èç-
âåñòíî, ÷òî íàèáîëåå ÷àñòî è óñïåøíî â êà÷åñòâå
ñòàáèëèçàòîðîâ ôåðìåíòîâ â ðàñòâîðå èñïîëüçóþò
îëèãîñàõàðèäû [8], àëüáóìèí [7], íåèîííûå äåòåðãåí-
òû è ïîëèîëû [9].

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû ñîñòîÿëà â ñëåäóþùåì:
èçó÷èòü âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ðàçëè÷íûõ ïîëè-
îëîâ äëÿ óâåëè÷åíèÿ äëèòåëüíîñòè õðàíåíèÿ ÀÒÔ-ðå-
àãåíòîâ â ðàñòâîðå ñ ìàêñèìàëüíûì ñîõðàíåíèåì
ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè ëþöèôåðàçû è îïòèìèçè-
ðîâàòü ñîñòàâ âîäîðàñòâîðèìîé ñòàáèëèçèðóþùåé
êîìïîçèöèè, ñîäåðæàùåé ïîëèîëû.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû
Èñïîëüçîâàííûå âåùåñòâà è ðàñòâîðû. Èñïîëüçî-

âàëè D-ëþöèôåðèí (“Ëþìòåê”, Ðîññèÿ), àäåíîçèí-5�-
òðèôîñôàò (ÀÒÔ), äèòèîòðåèòîë (ÄÒÒ), òðèñ-(îêñèìå-
òèë)-àìèíîìåòàí, ñóëüôàò ìàãíèÿ (“MP Biomedicals”,
ÑØÀ); äèíàòðèåâóþ ñîëü ýòèëåíäèàìèíòåòðàóêñóñíîé
êèñëîòû (ÝÄÒÀ), áû÷èé ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí (ÁÑÀ),
ïîëèýòèëåíãëèêîëü (ÏÝÃ-8000) (“Sigma”, ÑØÀ); Òðèòîí
Õ-100 (“Merck”, Ãåðìàíèÿ); ñâåæåïåðåãíàííûå ýòèëî-
âûé ñïèðò, ýòèëåíãëèêîëü, ãëèöåðèí (“Õèììåä” Ðîññèÿ),
äåèîíèçîâàííóþ âîäó, ïîëó÷åííóþ íà óñòàíîâêå “Milli-
Q” (“Millipore”, Ôðàíöèÿ).

Ðåêîìáèíàíòíóþ ëþöèôåðàçó ñâåòëÿêîâ Luciola
mingrelica âûäåëÿëè èç êëåòîê Å. coli (øòàìì
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LE392), íåñóùèõ ïëàçìèäó pLR, î÷èùàëè äî ãîìîãåí-
íîãî ñîñòîÿíèÿ ïî ìåòîäó [10] è õðàíèëè ïðè –70°Ñ.

Ïîëó÷åíèå ÀÒÔ-ðåàãåíòîâ. Èñõîäíûé êîíöåíò-
ðèðîâàííûé ðàñòâîð ëþöèôåðàçû ðàçáàâëÿëè äî êîí-
öåíòðàöèè ôåðìåíòà 0,1 ìã/ìë 0,1 Ì Òðèñ-àöåòàò-
íûì áóôåðíûì ðàñòâîðîì (ðÍ 7,8), ñîäåðæàùèì
20 ìÌ MgSO4, 2 ìÌ ÝÄÒÀ, 1 ìÌ LH2, 5 ìÌ ÄÒÒ,
180 ìã/ìë ñàõàðîçû (êîíòðîëüíûé ÀÒÔ-ðåàãåíò) è
ðàçëè÷íûå ïîëèîëû – ýòèëåíãëèêîëü, ÏÝÃ-8000, ãëèöå-
ðèí (2–20 îá.%). Ìåäëåííî ïåðåìåøèâàëè, íå äîïóñ-
êàÿ îáðàçîâàíèÿ ïåíû, çàòåì ôèëüòðîâàëè ÷åðåç ñòå-
ðèëüíûé ôèëüòð ñ äèàìåòðîì ïîð 0,22 ìêì. Ïîëó÷åí-
íûå ÀÒÔ-ðåàãåíòû âûäåðæèâàëè ïðè êîìíàòíîé òåì-
ïåðàòóðå â òå÷åíèå 1 ÷ äëÿ âûãîðàíèÿ ôîíîâîãî
ñèãíàëà äî 5–10 óñë. åä. Â êàæäîé ñåðèè ýêñïåðè-
ìåíòîâ èñïîëüçîâàëè ñâåæåïðèãîòîâëåííûå ÀÒÔ-ðåà-
ãåíòû.

Èçìåðåíèå àêòèâíîñòè ëþöèôåðàçû â ðàñòâî-
ðå. Â êþâåòó ïîìåùàëè 0,4 ìë 0,05 Ì Òðèñ-àöåòàòíî-
ãî áóôåðíîãî ðàñòâîðà (ðÍ 7,8), ñîäåðæàùåãî 2 ìÌ
ÝÄÒÀ, 10 ìÌ MgSO4, 0,3 ìë 4 ìÌ ðàñòâîðà ÀÒÔ â
òîì æå áóôåðå è 0,1 ìë ðàñòâîðà ëþöèôåðàçû. Èçìå-
ðÿëè ôîíîâîå ñâå÷åíèå, çàòåì áûñòðî ñ ïîìîùüþ
èíæåêòîðà ââîäèëè 0,3 ìë 1 ìÌ ðàñòâîðà D-ëþöèôå-
ðèíà â òîì æå áóôåðå è ðåãèñòðèðîâàëè íà ëþìèíî-
ìåòðå “Femtomaster FB 12” (“Zylux Corp.”, Ãåðìà-
íèÿ) ìàêñèìàëüíóþ èíòåíñèâíîñòü áèîëþìèíåñöåí-
öèè, ïðîïîðöèîíàëüíóþ ñêîðîñòè ôåðìåíòàòèâíîé ðå-
àêöèè. Àêòèâíîñòü ëþöèôåðàçû âûðàæàëè â óñëîâíûõ
åäèíèöàõ (1 óñë. åä./ìë = 1 ìÂ = 109 êâàíò/ñ).

Èçìåðåíèå ñèãíàëà áèîëþìèíåñöåíöèè äëÿ
ÀÒÔ-ðåàãåíòîâ. Ëþìèíîìåòðè÷åñêóþ ìèêðîêþâåòó
îáúåìîì 0,3 ìë ïðè ïîìîùè ïèíöåòà ïîìåùàëè â
êþâåòíîå îòäåëåíèå ìèêðîëþìèíîìåòðà “3560”
(“New Horizons Diagnostic Corp.”, ÑØÀ) è âíîñèëè
â íåå ïî 50 ìêë ðàñòâîðà ÀÒÔ-ðåàãåíòà è 10–8 Ì
ðàñòâîðà ÀÒÔ â âîäå. Ñîäåðæèìîå êþâåòû áûñòðî è
òùàòåëüíî ïåðåìåøèâàëè, êþâåòíîå îòäåëåíèå çàê-
ðûâàëè è èçìåðÿëè ñèãíàë áèîëþìèíåñöåíöèè. Èçìå-
ðåíèÿ ïîâòîðÿëè íå ìåíåå äâóõ ðàç.

Òåðìîèíàêòèâàöèÿ ÀÒÔ-ðåàãåíòîâ. Ðàñòâîðû
ÀÒÔ-ðåàãåíòîâ èíêóáèðîâàëè ïðè òåìïåðàòóðå 37, 20
è 4°Ñ íà òåðìîñòàòå “Ãíîì” (ÍÏÔ “ÄÍÊ-Òåõíîëî-
ãèÿ”, Ðîññèÿ). ×åðåç îïðåäåëåííûå ïðîìåæóòêè âðå-
ìåíè îòáèðàëè àëèêâîòû (100 ìêë) ðàñòâîðà ÀÒÔ-
ðåàãåíòà è èçìåðÿëè ñèãíàë áèîëþìèíåñöåíöèè, êàê
îïèñàíî âûøå. Èçìåðåíèÿ ñèãíàëà áèîëþìèíåñöåíöèè
äëÿ ÀÒÔ-ðåàãåíòîâ, èíàêòèâèðîâàííûõ ïðè  37°Ñ, ïðî-
âîäèëè ïîñëå äîïîëíèòåëüíîé èíêóáàöèè îòîáðàííûõ
àëèêâîò íà ëüäó â òå÷åíèå 10 ìèí.

Ðåçóëüòàòû è èõ îáñóæäåíèå
Âëèÿíèå ïîëèîëîâ íà àêòèâíîñòü ÀÒÔ-ðåàãåí-

òîâ. Áûëè ïîëó÷åíû îáðàçöû ÀÒÔ-ðåàãåíòîâ, â ñî-
ñòàâ êîòîðûõ íàðÿäó ñî ñòàíäàðòíûìè êîìïîíåíòàìè
áóôåðíîé ñèñòåìû (ëþöèôåðàçà, D-ëþöèôåðèí, ñóëü-
ôàò ìàãíèÿ è ñàõàðîçà) âõîäèëè òàêèå ïîëèîëû, êàê
ýòèëåíãëèêîëü, ãëèöåðèí è ÏÝÃ-8000. Êîíöåíòðàöèÿ
àêòèâíîé ëþöèôåðàçû â ñîñòàâå èçó÷åííûõ ÀÒÔ-ðåà-
ãåíòîâ ñîñòàâëÿëà 0,1 ìã/ìë. Êîíöåíòðàöèþ ïîëèîëîâ
âàðüèðîâàëè îò 2 äî 20%. Áèîëþìèíåñöåíòíóþ ðåàê-
öèþ èíèöèèðîâàëè äîáàâëåíèåì ê ðàñòâîðó ÀÒÔ-ðåà-
ãåíòà 10–8 Ì ðàñòâîðà ÀÒÔ â âîäå. Â ïðèñóòñòâèè
ïîëèîëîâ àêòèâíîñòü ÀÒÔ-ðåàãåíòîâ ñíèæàëàñü íà
20–40% ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûì îáðàçöîì
(ðèñ. 1). Èçâåñòíî [12], ÷òî àêòèâíîñòü ëþöèôåðàçû
ïîâûøàåòñÿ â ïðèñóòñòâèè íåèîííûõ ìèöåëîîáðàçóþ-
ùèõ ÏÀÂ çà ñ÷åò âêëþ÷åíèÿ ëþöèôåðàçû è åå ñóá-
ñòðàòà – ëþöèôåðèíà – â ìèöåëëû, ÷òî óâåëè÷èâàåò
ýôôåêòèâíîñòü èõ âçàèìîäåéñòâèÿ. Äåéñòâèòåëüíî,
óäåëüíàÿ àêòèâíîñòü ÀÒÔ-ðåàãåíòîâ, ñîäåðæàùèõ â
êà÷åñòâå äîïîëíèòåëüíîãî êîìïîíåíòà 0,75 ìÌ Òðèòîí
Õ-100, óâåëè÷èâàëàñü íà 15–20 % íåçàâèñèìî îò òèïà
èñïîëüçóåìîãî ïîëèîëà (ðèñ. 1). Êðîìå òîãî, äîáàâêè
ïîëèîëîâ  íà ~20% óâåëè÷èëè ñòàáèëüíîñòü ñèãíàëà
áèîëþìèíåñöåíöèè (ðèñ. 2), ÷òî ïîâûøàåò òî÷íîñòü
àíàëèçà.

×åðåç 70 ìèí èíêóáàöèè ïðè 37°Ñ ñàìàÿ âûñîêàÿ
îñòàòî÷íàÿ àêòèâíîñòü (áîëåå 70%) íàáëþäàëàñü ó
ÀÒÔ-ðåàãåíòîâ, ñîäåðæàùèõ ïîëèîëû â êîíöåíòðàöèè
10% (òàáëèöà), â òî âðåìÿ êàê àêòèâíîñòü êîíò-
ðîëüíîãî ÀÒÔ-ðåàãåíòà ñîñòàâëÿëà âñåãî 13%. Ïðè
óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè ýòèëåíãëèêîëÿ è ãëèöåðèíà
äî 20% àêòèâíîñòü ÀÒÔ-ðåàãåíòîâ óìåíüøàëàñü â 2
ðàçà, à 20% ÏÝÃ-8000 ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ èíàê-
òèâèðîâàë ÀÒÔ-ðåàãåíò. Ïî-âèäèìîìó, ïðè âûñîêèõ
êîíöåíòðàöèÿõ ïîëèîëîâ âîçðàñòàåò âÿçêîñòü ðàñòâî-
ðà, âñëåäñòâèå ÷åãî óìåíüøàåòñÿ äîñòóïíîñòü àêòèâ-
íîãî öåíòðà ëþöèôåðàçû äëÿ îáîèõ ñóáñòðàòîâ. Íà-
áëþäàåìîå óìåíüøåíèå ñêîðîñòè ôåðìåíòàòèâíîé
ðåàêöèè ìîæåò ïðîèñõîäèòü êàê çà ñ÷åò çàòðóäíåíèÿ
äèôôóçèè, òàê è çà ñ÷åò çàìåäëåíèÿ êîíôîðìàöèîííûõ
ïåðåõîäîâ ôåðìåíòà, êîòîðûå íåîáõîäèìû ïðè îáðà-
çîâàíèè ôåðìåíò-ñóáñòðàòíîãî êîìïëåêñà [13]. Òàêèì
îáðàçîì, äëÿ èçó÷åíèÿ êèíåòèêè òåðìîèíàêòèâàöèè
áûëè âûáðàíû ÀÒÔ-ðåàãåíòû, ñîäåðæàùèå 10% ýòè-
ëåíãëèêîëÿ, ãëèöåðèíà èëè ÏÝÃ-8000.

Êèíåòèêà òåðìîèíàêòèâàöèè ÀÒÔ-ðåàãåíòîâ
ïðè ðàçëè÷íûõ òåìïåðàòóðàõ. Êèíåòè÷åñêèå êðè-
âûå òåðìîèíàêòèâàöèè ÀÒÔ-ðåàãåíòîâ ïðè òåìïåðàòó-
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ðàõ 37, 20 è 4°Ñ ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 3. Ôîðìà êè-
íåòè÷åñêèõ êðèâûõ íå ïîä÷èíÿåòñÿ ïåðâîìó ïîðÿäêó
è èçìåíÿåòñÿ â çàâèñèìîñòè îò òåìïåðàòóðû èíêóáè-
ðîâàíèÿ. Ïðè 37°Ñ íà âñåõ êèíåòè÷åñêèõ êðèâûõ íà-
áëþäàþòñÿ äâå ñòàäèè èíàêòèâàöèè – áûñòðàÿ è
ìåäëåííàÿ (ðèñ. 3, à). Â ïðèñóòñòâèè ïîëèîëîâ ñíè-
æàëàñü ñêîðîñòü èíàêòèâàöèè íà áûñòðîé ñòàäèè, à
ñêîðîñòü ìåäëåííîé ñòàäèè èíàêòèâàöèè ïðàêòè÷åñêè
íå èçìåíÿëàñü. Íàèáîëüøèé ñòàáèëèçèðóþùèé ýô-

ôåêò ïðîÿâèëñÿ â ïðèñóòñòâèè ýòèëåíãëèêîëÿ. ×åðåç
1 ÷ ñîõðàíÿëîñü 80% àêòèâíîñòè, òîãäà êàê äëÿ êîí-
òðîëüíîãî ÀÒÔ-ðåàãåíòà – âñåãî  20%. Ïðè 20°Ñ â
òå÷åíèå 18 ÷ â ïðèñóòñòâèè ÏÝÃ è ýòèëåíãëèêîëÿ ñî-
õðàíÿëîñü 90% àêòèâíîñòè ïî ñðàâíåíèþ ñ 60% äëÿ
êîíòðîëüíîãî ÀÒÔ-ðåàãåíòà (ðèñ. 3, á). Ïîñëå èíäóê-
öèîííîãî ïåðèîäà èíàêòèâàöèÿ óñêîðÿëàñü, òåì íå
ìåíåå ÷åðåç 40 ÷ ÀÒÔ-ðåàãåíòû, ñîäåðæàùèå ïîëè-
îëû, ñîõðàíÿëè 40–70% àêòèâíîñòè, à êîíòðîëüíûé
ÀÒÔ-ðåàãåíò – òîëüêî 25%. Ïðè 4°Ñ ïåðèîä èíäóêöèè
ñî 100%-ì ñîõðàíåíèåì àêòèâíîñòè ÀÒÔ-ðåàãåíòîâ â
ïðèñóòñòâèè ïîëèîëîâ óâåëè÷èâàëñÿ äî 200 ÷, òîãäà
êàê äëÿ êîíòðîëüíîãî ÀÒÔ-ðåàãåíòà ýòîò ïåðèîä áûë
â 2 ðàçà êîðî÷å (ðèñ. 3, â). ×åðåç íåäåëþ õðàíåíèÿ
èññëåäóåìûå  ÀÒÔ-ðåàãåíòû ñîõðàíÿëè  40% àêòèâ-
íîñòè, ÷òî â 5 ðàç ïðåâûøàåò îñòàòî÷íóþ àêòèâíîñòü
êîíòðîëüíîãî  ÀÒÔ-ðåàãåíòà â àíàëîãè÷íûõ óñëîâèÿõ.

Òàêèì îáðàçîì, ïðîâåäåííûå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçà-
ëè  ïåðñïåêòèâíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ â êà÷åñòâå ñòàáè-
ëèçàòîðîâ ðåêîìáèíàíòíîé ëþöèôåðàçû ñâåòëÿêîâ â
ðàñòâîðå ïîëèîëîâ (ýòèëåíãëèêîëÿ, ãëèöåðèíà è ÏÝÃ-
8000), ïîçâîëÿþùèõ ïîâûñèòü ýôôåêòèâíîñòü ìåòîäà
áèîëþìèíåñöåíòíîé ÀÒÔ-ìåòðèè. Íàèáîëåå âûãîä-
íûì ñ ýêîíîìè÷åñêîé òî÷êè çðåíèÿ  ÿâëÿåòñÿ ïðèìå-
íåíèå ýòèëåíãëèêîëÿ.

Ðèñ. 1. Óäåëüíàÿ àêòèâíîñòü ÀÒÔ-ðåàãåíòîâ ïðè 20°Ñ â îòñóòñòâèå  (a) è â ïðèñóòñòâèè (á)
Òðèòîíà Õ-100: 1 – êîíòðîëüíûé; 2, 3, 4 – ÀÒÔ-ðåàãåíòû, ñîäåðæàùèå ýòèëåíãëèêîëü, ãëèöåðèí

è ÏÝÃ-8000 ñîîòâåòñòâåííî

Ðèñ. 2. Ñòàáèëüíîñòü áèîëþìèíåñöåíòíîãî ñèãíàëà â ïðîöåñ-
ñå èçìåðåíèÿ äëÿ ÀÒÔ-ðåàãåíòîâ ðàçëè÷íîãî ñîñòàâà: 1 –
êîíòðîëüíûé ÀÒÔ-ðåàãåíò; 2, 3, 4 – ÀÒÔ-ðåàãåíòû, ñîäåð-
æàùèå ýòèëåíãëèêîëü, ãëèöåðèí è ÏÝÃ-8000 ñîîòâåòñòâåííî
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Îñòàòî÷íàÿ àêòèâíîñòü ÀÒÔ-ðåàãåíòîâ ïîñëå èíêóáèðîâàíèÿ ïðè 37°Ñ â
òå÷åíèå 70 ìèí

% îò èñõîäíîé àêòèâíîñòè 
Êîíöåíòðàöèÿ 
ïîëèîëà, % 

êîíòðîëü ýòèëåíãëèêîëü ãëèöåðèí ÏÝÃ–8000 

0 13 – – – 

2 – 66 54 53 

5 – 74 61 67 

10 – 76 71 75 

20 – 47 46 3 

Ðèñ. 3. Òåðìîèíàêòèâàöèÿ ÀÒÔ-ðåàãåíòîâ, ñîäåðæàùèõ 10% ïîëèîëîâ ïðè 37°Ñ (à), 20°Ñ (á) è
4°Ñ (â): 1 – êîíòðîëüíûé ÀÒÔ-ðåàãåíò; 2, 3, 4 – ÀÒÔ-ðåàãåíòû, ñîäåðæàùèå ýòèëåíãëèêîëü,

ãëèöåðèí è ÏÝÃ-8000 ñîîòâåòñòâåííî
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STABILIZATION OF ATP-REAGENTS CONTAINING FIREFLY
LUCIFERASE LUCIOLA MINGRELICA BY POLYOLS
N.A. Moroz, D.Ya. Gursky, N.N. Ugarova

(Division of Chemical Enzymology)

ATP-reagents containing 2–20 % of ethylene glycol, glycerol, or PEG-8000 were prepared. The
20–40 % decrease of the ATP-reagent’s activity in the presence of polyols was demonstrated,  it
was prevented by adding of 0.75 mM Triton X-100. Concentration of polyols 10 % was found to be
optimal. Kinetics of thermoinactivation of ATP-reagents in the presence of polyols at 37, 20 and
4ºC was investigated. At all temperatures, the  stability of ATP-reagents in the presence of polyols
was increased  2–5 times in comparison with that of standard ATP-reagent. The solutions of the
stabilized ATP-reagents may be stored at 4 ºC for 180 h without loss of activity. The ATP-reagents
activity half-life under these conditions was higher then two weeks.
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