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1968) 344 
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Определение гистамина в цельной крови по флюоресценции 
продуктов, образующихся при реакции с о-фталевым 
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Определение активности гистаминазы в сыворотке крови 354 
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Табл. 4. Изменения, внесенные в наименования и обозначения единни величин, наиболее широко применяемых 
в клинико-биохимических исследованиях 

Устаревшие Рекомендуемые 

Величина 

Длина 

Масса 
Количество 
вещества 

Массовая концентрация 

Температура практическая 

наименования 

микрон 
миллимикрон 
гамма 
грамм-моль 
грамм-молекула 
грамм-атом 
грамм-ион 
грамм-эквивалент 
миллиграмм-эквивалент 
микрограмм-эквивалент 
грамм на миллилитр 
грамм-промилле 
грамм-процент 
грамм на 100 миллилитров 
грамм на децилитр 
миллиграмм на 100 
миллилитров 
миллиграмм-процент 
микрограмм на 100 
миллилитров 
микрограмм-процент 
гамма-процент 
градус 

обозначения 

MK 
MMK 
У 
г-моль 
г-молекула 
г-атом 
г-ион 
г-экв 
мг-экв 
мкг-экв 
г/мл 
Г%0 
г % ) 
г/100 мл { 

J 

мг/100 мл \ 
МГ% J 

мкг/100 мл I 
мкг% 
У % J 
град 

наименования 

микрометр 
нанометр 
микрограмм 

моль 

миллимоль 
микромоль 
килограмм ка литр 
грамм на литр 

10 граммов на литр 

10 миллиграммов на литр 

10 микрограммов на литр 

градус Иельсия 

обозначения 

MKM 
HM 
мкг 

моль 

ммоль 
мкмоль 
кг /л 
г / л 

10 г / л 

10 мг/л 

10 мкг/л 

0C 



Имеете с основной единицей времени (секунда) возможно при-
U*wm>r таких единиц, как минута, час, сутки. 

Il качестве единиц объема наряду с кубическим метром доволь-
W I широко используется единица «литр» (кубический дециметр). Не 
!опускаются единицы, дольные от литра: мл (миллилитр, см3); мкл 
(мнкролитр, мм3); нл (нанолитр); пл (пиколитр); фл (фемтолитр). 
|п;н'е полное представление о размерности этих величии можно 
П" Iучить при рассмотрении табл. 3. Принято относить содержание 
Klh ого-л ибо биохимического компонента к 1 литру биологической 
•«.и л кости. 

Табл. 5 облегчает ориентировку в современных показателях 
нормы для основных видов клннико-биохимических исследований, 
Uijполненных с применением унифицированных методик. Для иере-
»ида от прежних значений к вновь утвержденным показатели уста-
1'гппшх величин следует умножить на коэффициент пересчета. Для 
• и мцествления обратного перехода значение показателя, выражен-
ии) о в новых единицах, необходимо разделить на коэффициент пе-
ресчета. 

Для преобразования показателей прежних калибровочных крн-
имх и таблиц, выраженных в старых единицах, в новые старые по-
• л UiTCли следует умножить па предлагаемые коэффициенты пере-
вита. При построении новых калибровочных графиков и таблиц 
пмчепия концентрации стандарта пересчитываются в новые едини-
цы аналогичным способом. 

Хочется обратить внимание читателей па следующие моменты, 
обусловленные в табл. 5: 

1. При исследовании кислотно-основного равновесия парциаль-
ное давление должно быть выражено в килопаскалях (кПа). 

2. В связи с тем что при оценке активности ферментов учиты-
иается внд примененного субстрата, необходимо всегда давать 
ссылку па использованный метод определения. 

3. Если ранее показатель величины экскреции исследуемого ком-
понента с суточным объемом мочи относили к 24 часам, то сейчас 
количество выводимого с мочой вещества относят к рекомендован-
ной единице измерения «сутки». 

Г л а в а Il 
ОЦЕНКА НАДЕЖНОСТИ 
КЛИНИКО-БИОХИМИЧЕСКИХ 
ИССЛЕДОВАНИЙ 

Одно из проявлений научно-технического прогресса в медици-
не — возрастание удельного веса лабораторных исследований, имею-
щих значение для осуществления своевременной профилактики, ди-
агностики заболеваний и их лечения. Расширяется диапазон лабо-
раторных тестов, увеличивается количество выполняемых анализов. 
Все это отражается на надежности получаемой с использованием 
лабораторных методов информации. 

В 1947 г. после опубликования Белком и Сандерманном (США) 
результатов выполнения в различных лабораториях аналогичных 
биохимических исследований на одном и том же биологическом ма-

11 



Табл. 5. Показатели нормы, выраженные в старых, новых единицах, и коэффициенты их пересчета 

Наименование биохимического теста Значение нормы в единицах, 
подлежащих замене 

Коэффициент 
пересчета 

Показатели нормы 
в единицах СИ 

Плазма (сыворотка) крови 
Адреналин 0,35—0,45 мкг/л 5,458 1,91—2,46 нмоль/л 
Аланинаминотрансфераза 0,10—0,68 мкмоль/(ч • мл) 1,000 0,10—0,68 ммоль/ (ч • л) 
Аспартатаминотрансфераза 0,10—0,45 мкмоль/(ч* мл) 1,000 0,10—0,45 ммоль/(ч • л) 

Альбумины 4,0—5,0 г/100 мл 10,000 40—50 г/л 

Альфа-амилаза 16—30 мг/ (ч • мл) 1,000 16—30 г/ (ч • л) 

Аммиак 30—132 мкг/100 мл 0,600 17—78 мкмоль/л 

Белок общий 6,5—8,5 г/100 мл 10,000 65—85 г/л 

Белковые фракции: 

Альбумины 56,5—66,8 % 1,000 56,5—66,8 % 

Глобулины 33,2—43,5 % 1,000 33,2—43,5 % 
альфар 3,5-6,0 % 1,000 3,5-6,0 % 

альфаг- 6,9—10,5 % 1,000 6,9—10,5 % 
бета- 7,3-12,5 % 1,000 7,3—12,5 % 
гамма- 12,8-19,0 % 1,000 12,8—19,0 % 

Билирубин 0,5—1,2 мг/100 мл 17,104 8,55—20,52 мкмоль/л 

Галактоза до 4,3 мг/100 мл 0,055 до 0,24 ммоль/л 

Гистамин (в цельной крови) 2—8 мкг/100 мл (0,02—0,08 мкг/мл) 0,090 0,18—0,72 мкмоль/л 



. з к с я г с г тов 

Наименование биохимического теста Значение нормы в единицах, 
подлежащих замене 

Коэффициент 
пересчета 

Показателе нормы в 
в единицах СИ 

Гаптоглобин 28—190 мг/100 мл 0,010 0,28—1,90 г/л 
Глюкоза 0—100 мг/100 мл 0,055 2,78—5,55 ммоль/л 
Y-ГТП — — 0,6—3,96 ммоль/(ч • л) 
Гликопротеиды (общие) 120—160 мг/100 мл 0,010 1,2—1,6 г/л 
Гексозы, связанные с белками 105—115 мг/100 мл 0,010 1,05—1,15 г/л 

Железо: 
у мужчин 80—140 мкг/100 мл 0,179 14,32—25,06 мкмоль/л 
у женщин 60—120 мкг/100 мл 0,179 10,74—21,48 мкмоль/л 

Индикан 22—80 мкг/100 мл 0,040 0,87—3,13 мкмоль/л 

Калий: 

Калий в сыворотке 
3,6—5,4 мг-экв/л 
14—21 мг/100 мл 

1,000 
0,256 

3,6—5,4 ммоль/л 
3,6—5,4 ммоль/л 

Калий в эритроцитах 310—440 мг/100 мл 0,256 79,4—112,6 ммоль/л 

Литий 0,35—1,4 мг/100 мл 1,440 0,5—2,0 ммоль/л 

Кальций 
8—11 мг/100 мл 
4,0—5,5 мг-экв/л 

0,250 
0,499 

2,0—2,75 ммоль/л 
2,0—2,75 ммоль/л 

Кортикостероиды (17-ОКС) 5,0—20,0 мкг/100 мл 0,028 0,14—0,55 мкмоль/л 

Креатинин 0,5—1,0 мг/100 мл 0,088 0,044—0,088 ммоль/л 



Продолжение табл. 5 

Наименование биохимического теста Значение нормы в единицах, 
подлежащих замене 

Коэффициент 
пересчета 

Показатели нормы 
в единицах СИ 

Креатинкиназа до 20 Е/л 0,060 до 1,2 ммольРДч • л) 
Кислотно-основное равновесие: 

Бикарбонат стандартный 4,5—5,5 мг-экв/л 1,000 4,5—5,5 ммоль/л 
рН (активная реакция крови) 7,35—7,45 ед 1,000 7,35—7,45 ед 
Избыток оснований (в крови) ( - 2 , 3 ) — (+2 ,3 ) мг-экв/л 1,000 ( - 2 , 3 ) - ( - ( - 2 , 3 ) ммоль/л 

Парциальное давление углекисло-
го газа рС0 2 (в крови) 

34—45 мм рт. ст. 0,133 4,52—5,99 кПа 

Парциальное давление Ог (в арте-
риальной крови) 90—95 мм рт. ст. 0,133 12,0—12,6 кПа 
Парциальное давление Ог (в ве-
нозной крови) 35—45 мм рт. ст. 0,133 4,66—5,99 кПа 
JIактатдегидрогеназа 0,8—4,0 мкмоль/(ч • мл) 1,000 0,8—4,0 ммоль/ (ч • л) 
Липиды общие 400—800 мг/100 мл 0,010 4,00—8,00 г/л 
Липопротеиды 350—750 мг/100 мл 0,010 3,50-7,50 г/л 

Магний сыворотки 1,9—2,2 мг/100 мл 0,411 0,78—0,91 ммоль/л 

Магний ликвора 2,5—3,5 мг/100 мл 0,411 1,03—1,43 ммоль/л 

Медь 70—140 мкг/100 мл 0,157 11—22 мкмоль/л 

Молочная кислота (в венозной 
крови) 5—15 мг/100 мл 0,111 0,56—1,67 ммоль/л 



Лродолжение табл. 5 

Наименование биохимического теста Значение нормы в единицах, 
подлежащих замене 

Коэффициент 
пересчета 

Показателя нормы 
в единицах СИ 

Молочная кислота (в артериаль-
ной крови) 3—7 мг/100 МЛ 0,111 0,33—0,78 ммоль/л 

Мочевая кислота 2—4 мг/100 мл 0,059 0,12—0,24 ммоль/л 

Мочевина 15—50 мг/100 мл 0,166 2,50—8,33 ммоль/л 

Натрий сыворотки 130—150 мг-экв/л 1,000 130—150 ммоль/л 

Натрий эритроцитов 12,5—21,7 мг-экв/л 1,000 12,5—21,7 ммоль/л 

Норадреналин 0,65—0,90 мкг/л 5,911 3,84—5,31 ммоль/л 

17-окснкортикостероиды 5—20 мкг/100 мл 0,027 0,138—0,550 мкмоль/л 

Пировиноградная кислота 
(в крови) 0,4—1,0 мг/100 мл 114 45,6—114 мкмоль/л 

Протромбин 10—15 мг/100 мл 0,140 1,4—2,1 мкмоль/л 

Серомуковд (серогликоиды 
общие) 

% 
22—28 мг/100 мл 

1,000 
0,010 

% 
0,22—0,28 г/л 

Серотонин (в плазме) 4,4 ±0 ,9 мкг/100 мл 0,0567 0,25 ±0,05 мкмоль/л 

Серотонин (в крови) 9,0—18,0 мкг/100 мл 0,0567 0,51—1,02 мкмоль/л 

Сиаловые кислоты 62—73 мг/100 мл 0,323 2,00—2,36 ммоль/л 

Тимоловая проба 0—4 ед S - H 1,000 0—4 ед S - H 

Трансферрин 200—250 мг/100 мл 0,179 35,80—44,75 ммоль/л 



Продолжение табл. 5 

Наименование биохимического теста Значение нормы в единицах, 
подлежащих замене 

Коэффициент 
пересчета 

Показатели нормы 
в единицах СИ 

Триглидериды (трнацилглицерины) 40—165 мг/100 МЛ 0,011 0,44—1,82 ммоль/л 
Фибриноген (в плазме) 200—400 мг/100 мл 0,010 2,00—4,00 г/л 

200—400 мг/100 мл 0,029 5,9—11,7 мкмоль/л 

Фосфатаза кислая 0,05—0,13 мкмоль/(ч • мл) 1,000 0,05—0,13 ммоль/ (ч • л) 

Фосфатаза щелочная 0,5—1,3 мкмоль/ (ч-мл) 1,000 0,5—1,3 ммоль/(ч • л) 
Фосфолипиды общие 195—225 мг/100 мл 0,013 2,52—2,91 ммоль/л 

Фосфор липоидиый 6,1—14,5 мг/100 мл 0,323 1,97—4,68 ммоль/л 
Фосфор неорганический 2—4 мг/100 мл 0,323 0,646—1,292 ммоль/л 

Фруктоза (в крови) 0,5—5,0 мг/100 мл 5,551 2,77—27,75 мкмоль/л 
Хлор (хлорид-ионы) 96—108 мг-экв/л 1,000 96—108 ммоль/л 

Холестерин 140—260 мг/100 мл 0,026 3,64—6,76 ммоль/л 
Холинэстераза 160—340 мкмоль/(ч • мл) 1,000 160—340 ммоль/(ч • л) 

Моча 

Аммиак 0,5—1,0 г/24 ч 60,000 30—60 ммоль/сут 

Адреналин 3—15 м кг/24 ч 5,458 16,4—82,0 нмоль/сут 
Альдостерон 1—15 м кг/24 ч 2,774 2,8—41,6 нмоль/сут 
Альфа-амилаза 28—160 мг / (ч - мл) 1,000 28—160 г / ( ч . л) 

Белок %0 1,000 г/л 



Наименование биохимического теста Значение нормы в единицах, 
подлежащих замене 

Коэффициент 
пересчета 

Показатели вз~мы 
в единицах СИ 

Белок Бенса — Джонса %о 1,000 • г/л 

Ванилнл-миндальная кислота 0,7—3,8 мг/сут 5,046 3,53—19,2 мкмоль/сут 

Глюкоза следы, мг (г) 5,551 следы, мкмоль (ммоль) 

ДОФА (диоксифенилаланин) 8—111 мкг/сут 5,071 40,6—563,0 нмоль/сут 

Дофамин 112—450 мкг/сут 6,528 732—2940,0 нмоль/сут 

Калий 38,4—89,5 мг-экв/л 1,000 38,4—89,5 ммоль/л 

17-кетостероиды: 

у мужчин 6,6—23,4 мг/24 ч 3,467 22,9—81,1 мкмоль/сут 

у женщин 6,4—18,02 мг/24 ч 3,467 22,2—62,5 мкмоль/сут 

Клиренс креатнннна: 
фильтрация 80—120 мл/мин 1,000 80—120 мл/мин 

реабсорбция 97—99% 0,010 0,97—0,99 

Креатин 0—60 мг/24 ч 0,076 0—0,456 ммоль/сут 

Креатинин 0,5—2 г/24 ч 8,800 4,4—17,6 ммоль/сут 

Магний 1,4—2,4 мг-экв/л 0,500 0,7—1,2 ммоль/л 

Мочевая кислота 400—1000 мг/24 ч 0,006 2,36—5,9 ммоль/сут 

Мочевина 2 0 - 3 5 г/24 ч 16,65 333,0—582,8 ммоль/сут 



Продолжение табл. 5 

Наименование биохимического теста 
Значение нормы в единицах, 

подлежащих замене 
Коэффициент Показатели нормы 

пересчета в единицах СИ 

Прегнандиол: 

у женщин 0,3—15 мг/24 ч 3,120 9,36—46,8 ммоль/сут 

у мужчин 0,38—1,48 мг/24 ч 3,120 1,19—4,62 ммоль/сут 

Норадреналии 10—40 м кг/24 ч 5,910 59—236 мкмоль/сут 

5-оксииндолуксусная кислота 5,0±0,65 мг/сут 5,230 26,15 ± 3 , 4 мкмоль/сут 

17-оксикортикостероиды 
суммарные 1 ,31-7 ,39 мг/24 ч 2,758 3,61—20,38 мкмоль/сут 

Плотность 1,012—1,020 г/мл 1,000 1,012—1,020 кг/л 

рН 5,0—7,0 ед. 1,000 5,0—7,0 ед 

Фосфор неорганический 0,8—1,50 г/24 ч 0,032 0,026—0,048 ммоль/сут 

Эстрогены: 
у женщин 5—60 м кг/24 ч 3,530 17,65—211,8 нмоль/сут 

у мужчин до 10 мкг/24 ч 

Спинномозговая жидкость 

3,530 до 35,3 нмоль/сут 

Глюкоза 45—70 мг/100 мл 0,055 2,50—3,89 ммоль/л 

Белок 0,22—0,33 «о 1,000 0,22—0,33 г/л 

Хлор 120—130 мг-экв/л 1,000 120—130 ммоль/л 



HfiM и- остро встал вопрос о необходимости осуществления копт-

EN I лчества лабораторных исследований. Авторами работы были 
щ.шы неудовлетворительные результаты определения общего 
к» альбумина, мочевины, хлоридов, кальция и гемоглобина поч-

fM I половине из всех проверенных лабораторий. Аналогичные даи-
со временем были получены и другими исследователями (Тонкс, 

I Каиада; Говенлок, 1969 — Великобритания). Проведенный в 
M rw»»"• и Свердловске контроль качества лабораторных исследова-
ний ьчкже выявил значительные расхождения между результатами 
исполнения одного и того же биохимического теста (В. В. Меньши-
Hiiii «• соавт., 1973). Вот почему оценка надежности клипико-биохи-
Mirin MIX исследований рассматривается как одна из актуальнейших 
IfliUiM дальнейшего совершенствования лабораторной службы. 

Качество выполнения лабораторных анализов определяется 
I I.пни,IM образом особенностями применяемого метода, тщатель-

его исполнения, квалификацией лаборантов, техническим со-
|и ршснством аппаратуры, чистотой реактивов и точностью мерной 
шк'уды. 

Контроль качества работы лабораторий, критериями которого 
иилиются воспроизводимость и правильность результатов, невозмо-
Ui-Ii без предварительной оценки применяемого метода исследова-

нии. 
Международной Федерацией Клинической Химии (МФКХ) раз-

шчается несколько групп аналитических методов. 
1. Окончательные — методы, которые после всестороннего тео-

I»' шческого н практического исследования признаны не имеющими 
I очников ошибок. Пример одного из них — способ определения 

' 1льция масс-спектрометрией с изотопным разведением. Окончатель-
ные методы дорогостоящи, вследствие чего возникает потребность 
ч других, более доступных способах, для проведения которых пс-
Iifin штельны теоретические расчеты, гарантирующие их правиль-
ность. 

2. Методы, правильность которых оценивается сравнением с 
окончательными, именуются референтными. Выполняемые с по-
мощью доступного оборудования, они позволяют получать результа-
Mi, статистически неотличимые от таковых, получаемых с исполь-
онанием окончательных методов. Примером одного из них является 

Ii юмио-абсорбционный способ исследования кальция. Указанные ме-
оды налаживаются в точно работающих референтных лаборатори-

, K настоящему времени они предложены лишь для небольшого 
I олнчества исследуемых компонентов. 

3. Рутинные методы — способы исследования, характеризуклцие-
н известным отклонением, установленным в результате оценки их 

надежности. Это официально утвержденные (унифицированные) ме-
тоды клиннко-биохимических исследований, применяемые в повсед-
невной практике лабораторных работ. 

4. Методы с неизвестным отклонением. К этой группе отпосят-
Ii методы, аналитические качества которых ранее не изучались. 

Для суждения о достоверности получаемой с использованием 
пригодных методов исследования информации и должен системати-
чески, изо дня в день осуществляться контроль качества (KK), ко-
юрый кратко и в самом общем виде можно охарактеризовать как 
нлдежпость лабораторной информации о больном. Эту информацию 
оставляют не только лабораторные результаты, но и основные све-
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д(.мши, необходимые для правильной интерпретации результатов: 
цнркадпые и другие вариации (биологические ритмы), влияние ле-
каре in Ii данные о соответствующих нормальных пределах или ре-
ферентных величинах. Следует заметить, что большинство этих фак-
торов находятся вне контроля сотрудников лаборатории. 

В более узком смысле слова под KK понимают оценку пра-
вильности и воспроизводимости выполнения аналитических методов. 

Различают межлабораторный (внешний) и внутрилабораторный 
(внутренний) контроли качества, имеющие единую теоретическую 
основу. 

Прежде чем излагать сущность контроля качества, необходимо 
расшифровать ряд критериев, определяющих в целом аналитиче-
скую пригодность метода, а именно: специфичность, точность, схо-
димость, воспроизводимость, правильность, избирательность и чувст-
вительность. 

Специфичность — это способность метода выявлять лишь тот 
компонент, для определения которого данный способ исследования 
предназначается. Иначе говоря, это свойство метода качественно 
н количественно обнаруживать одно и то же вещество. На специ-
фичности анализа сказывается прежде всего интерференция веществ, 
то есть выраженное в разной степени влияние посторонних продук-
тов на результаты оценки содержания того или иного компонента. 
Примером метода с низкой специфичностью является редуктометри-
ческий способ Хагедорна—Иенсена, используемый для установления 
концентрации группы редуцирующих веществ, главным образом глю-
козы крови. Примерами методов с высокой специфичностью могут 
быть ферментативные (гексокиназиый и уреазиый) способы опреде-
ления глюкозы и мочевины в крови. Одна из задач клинической био-
химии состоит в замене неспецифических методов более специфиче-
скими. 

Под точностью понимается качество измерений, отражающих 
близость их результатов к истинному значению исследуемой вели-
чины. 

Показатель сходимости (воспроизводимость в серии) дает пред-
ставление о близости друг к другу результатов исследований, вы-
полняемых в одинаковых условиях (в серии). В отличие от сходи-
мости показатель воспроизводимости характернаует близость друг 
к другу результатов исследований, производимых в различных усло-
виях (обычно во времени, месте). В целом воспроизводимость оце-
нивается как степень разброса результатов, получаемых анализируе-
мым методом. 

Правильность — это качество измерений, отражающее близость 
к нулю систематических погрешностей в результатах анализа. Она 
показывает, насколько полученные данным методом значения отли-
чаются от истинных. Систематическая ошибка вызывает отклонение 
результатов от истинного значения в одну сторону и характеризует 
правильность метода. Она повторяется при каждом измерении кон-
центрации исследуемого вещества. Случайная же ошибка обусловли-
вает разброс результатов и определяет воспроизводимость метода. 
Поэтому для выявления случайных ошибок используется контроль 
воспроизводимости, для установления систематических — контроль 
правильности. 

Говоря о чувствительности, следует различать понятия «чувст-
вительность» и «пределы чувствительности метода». Чувствитель-
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щи 'I' метола — это его способность выявлять наименьшее различие 
/IV двумя значениями концентрации исследуемого вещества. Она 

Л * ч о пропорциональна величине отношений разности между иока-
И#ннмн фотометрического прибора к разности показателей измеряе-
м а концентраций: 

ДЕ / АС, 
I tw Л E и Д С — разница в величинах экстинкции и концентрации ана-
лм жруемых проб. Чем больше величина этого отношения, тем выше 
Mviti I иительность метода. Иными словами, чувствительность метода 
I HUi нстствует тому наименьшему количеству вещества, которое еще 
|м«*тно определить, то есть отличить от нуля. Представление о чувст-
ини'льности метода можно получить по наклону калибровочной 
•|ИИ10Й. 

Предел же чувствительности аналитического метода — это такая 
I пицеитрация исследуемого вещества, которая соответствует наимень-
шему результату измерения, еще отличимому от показателей холо-
I iufi пробы. Причем следует учитывать объем биологического мате-
риала, общий объем пробы, тип аппарата, на котором выполнено ис-
следование, и диапазон линейной зависимости калибровочной кривой. 
I инный способ можно использовать при условии, что вытекающая 

in пшона Бугера — Ламберта — Беера зависимость сохраняется при 
пи т и х концентрациях. В качестве примера можно привести оценку 
II |" гвительности днацетнлмонооксимного метода установления мо-
чевины. Для этого способа предел чувствительности составляет 
I1-rI мг/100 мл (объем сыворотки крови — 0,2 мл, объем проб — 5,5 мл, 
гни аппарата — ФЭК-М, толщина слоя кюветы — 10 мм, диапазон ли-
нейной зависимости калибровочной кривой — от 0 до 100 мг/100 мл). 
Чунствителыюсть AE / AC=0,03. 

Дабкер (1973) помимо вышеперечисленных критериев надежнос-
III ввел еще и понятие избирательности метода. По его мнению, из-
бирательность является полной, если каждый из определяемых ком-
понентов измеряется по своему собственному количеству, зависяще-
му лишь от концентрации одного этого компонента. 

Errep, Готе (19G9) к аналитическим критериям метода отнесли 
и помехоустойчивость. 

Средством контроля качества биохимических исследований явля-
ется так называемый контрольный материал. Это может быть бычья, 

'!шаднная и другие сыворотки, изготовленные производственным пу-
тем. Так, в Ставрополе выпускается сухая лиофилизированная лоша-
диная сыворотка, используемая для определения общего белка, глю-
Kojbi, холестерина и мочевины. Средствами контроля служат и сли-
IUC сыворотки, приготовленные в самой лаборатории. В настоящее 
иремя контрольный материал с известным по содержанию компонен-
том широко применяется в повседневной работе лабораторий (важно 
использовать сыворотку одной серии). 

Практическое осуществление виутрилабораторного контроля ка-
чества воплощается в нескольких этапах. 

Первый этап контроля качества проводят не менее чем за 20 
дней (обычно за 20—30 дней). При этом ежедневно делают два па-
раллельных анализа контрольной сыворотки и из результатов опре-
делений вычисляют среднюю величину. Сильно отличающиеся величи-
ны («выскочки») исключают. Затем (второй этап) из полученных ус-
редненных значений находят среднее арифметическое х по формуле: 
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где Sx—сумма отдельных результатов исследования; х—усреднен-
ный результат ежедневного исследования; п — число определений 
(обычно 20). 

Статистическим показателем разброса результатов относительно 
средней х является стандартное отклонение S1 или среднеквадрати-
ческое отклонение: 

где (х — х) — отклонение каждого определения от средней величины; 
S — з н а к суммирования; п — число определений. 

Установить S можно также путем сравнения результатов двух 
параллельных определений: 

S = V i w : , 
У п 

где d — разница между параллельными исследованиями. Однако по-
следний способ менее эффективен и величина S1 найденная путем 
двойных параллельных исследований, как правило, ниже, чем та, ко-
торую получают при многократном исследовании одного и того же 
биологического материала. 

Каракашов, Вичев (1968) установили, что если распределение 
результатов не является нормальным, то для получения точных дан-
ных число определений п должно быть не менее 30. 

Для иллюстрации изложенного дается расчет результатов иссле-
дования в контрольном материале одного из биохимических компо-
нентов (глюкозы) (табл. 6). 
Табл. 6. Данные определения глюкозы в крови 

л 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Xi 98 102 100 101 95 105 101 99 97 100 
X - X 2 2 0 1 5 5 I 1 3 0 

( X - X ) * 4 4 0 1 25 25 1 1 9 0 

п 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 
Xl 103 99 98 100 102 104 101 96 99 100 

X — X 3 I 2 0 2 4 I 4 1 0 
( X — X ) 2 9 I 4 0 4 16 I 16 1 0 

- 2000 
100, 

И-

20 100, 

S = И-

2 ( х 
п -

— х)а 

- 1 - — V IL ± 2,5 
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Определение величины S служит основанием для установления 
i»t точности измерений. 

( х ± IS; x ± 2 S . x ± 3 S ) . 
H приведенном примере x ± l S составляет 100±2,5; x ± 2 S — 

ПН) I .'> (мг/100 мл). 
р1|ультаты статистической обработки показали, что 68,3 % всех 

и<ы<-'члемьис величин находятся в пределах x ± l S , 9 5 , 5 % — в преде-
х '-2S и 99,7 % — в пределах x~±3S. 
I ели на первом этапе рутинных биохимических исследований 

отплюй до 3S считается хорошим, то свыше 3S он расценивается 
" I» плохой. 

Плжно отметить, что величина S не может быть использована 
мн iравнения воспроизводимости различных методов, поскольку она 
и I -1жнется в тех же единицах, что и х, и зависит от величины х. 

< 'равнение воспроизводимости методов возможно лишь с помо-
•iiiiio коэффициента вариации V как относительного измерителя раз-
Проса результата: 

V - 4 - , 
х 

I ti' V равен среднеквадратическому отклонению в процентах от сред-
• " го значения. 

Поскольку величина V зависит от х, коэффициент вариации сле-
HViT рассчитывать раздельно для серии с нормальными и патоло-
шческими результатами. Чем меньше V, тем выше точность анали-
HIII; V при сходимости всегда бывает ниже, чем при определении вос-
производимости. 

Воспроизводимость метода устанавливают по опыту хорошо ра-
ботающих (референтных) лабораторий путем длительного испытания 
• Пособа исследований в различных условиях. 

Для определения допустимой величины коэффициента вариации 
(допустимые пределы ошибок — Д П О ) Тонкс (1963) предложил ис-
одить из пределов нормальных величин, считая, что не может быть 

четкой дифференциации между нормальными и патологическими ве-
тчинами, если V выше пределов нормы в процентах от среднего зна-

чения. Формула Тонкса такова: 
f Верхний предел нормы — нижний предел нормы ^ 
' ' средняя величина нормы 

Применительно к методу определения глюкозы по Хагедорну — 
Пенсену расчет по формуле Тоикса приобретает следующий вид: 

120 — 80 1/4-40 
100 ' 1 0 0 = - Ж - * 1 0 0 = 1 0 % • 

В системе лабораторной службы нашей страны формула Тонкса 
несколько изменена—вместо показателя 1/4 принято значение 1/8. 
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(разница D диапазоне нормы) 
' ' средняя величина нормы 

Для каждого вещества в референтной лаборатории выводят свой 
допустимый предел ошибок. Колледж американских патологов в 
1970 г. рекомендовал допустимую величину коэффициента корреля-
ции, равную J/8 области нормы, по не превышающую 10 %. 

Коэффициент вариации используют не только для оценки вос-
производимости метода и сравнения воспроизводимости различных 
методов, но и для оценки качества работы различных лабораторий 
(рис. 1). 

После определения значений коэффициентов приступают к ме-
тодике построения контрольных карт для каждого показателя. На 
оси абсцисс откладывают даты контрольных анализов, на оси ор-
динат— их результаты. Параллельно оси абсцисс проводят линии, 
соответствующие среднему содержанию определяемого компонента 
и значению S ( + I S , it2S) средиеквадрэтического отклонения. Ре-
зультаты анализов контрольной сыворотки наносят на карту в виде 
точек, обозначаемых символом х. На картах желательно также отме-
чать использование вновь приготовленных реактивов, изменение ти-
пов пипеток, шприцев, смену лаборантов, приборов и т. д. В зоне 
графика, отведенной горизонталями, соответствующими ± 2 S (дове-
рительная вероятность 95 %) , должно расположиться не менее 95 % 
всех полученных при исследовании контрольной сыворотки результа-
тов. Сигналом для принятия мер служит выход точки па карте за 
эти пределы. В таких случаях лабораторные работники, прежде чем 
начать повседневные анализы проб, обязаны найти причины этого 
отклонения. 

Контрольную карту считают правильной, если точки располага-
ются по обе стороны от средней линии. 
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i'nc. 2. Критерии оценки лабораторного исследования. 

Для оценки контрольной карты используют предупредительные и 
контрольные критерии. 

Предупредительные критерии говорят о наличии такой ошибки, 
при которой лабораторный анализ еще не утратил своего значения 
ми диагностики. В случае же отклонений в результатах, соответст-
нующих найденным контрольным критериям, анализом пользоваться 
нельзя. 

Предупредительными считают критерии, если: 
1) 6 значений подряд находятся по одну сторону от линии сред-

ней величины х; 
2) 3 следующих друг за другом значения располагаются вне пре-

делов ± 1 S ; 
3) одно значение лежит вне пределов ± 2 S ; 
4) 6 следующих друг за другом значений возрастают или пони-

жаются. 
Контрольными считают критерии, если: 
1) 8 значений подряд находятся по одну сторону от средней ариф-

метической; 
2) 4—5 следующих друг за другом значений лежат вне преде-

лов ± 1 S ; 
3) 2—3 значения находятся вне пределов ± 2 S . 
Контрольные карты используют для осуществления пе только 

ипутреннего, но и внешнего контроля качества (рис. 2) . 
Для оценки правильности результатов обычно применяют сыво-
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ротку, содержащую определенное количество исследуемого вещест-
ва; концентрация этого вещества неизвестна исполнителю. 

При определении правильности используют: 
1) способ добавки—внесение в биологическую жидкость точно 

взвешенного количества анализируемого вещества и последующее из-
мерение его с помощью исследуемого метода; 

2) способ смешивания проб — биологические жидкости с низкой 
и высокой концентрацией анализируемого вещества смешивают в 
различных соотношениях; этот способ может применяться в методах 
определения активности ферментов; 

3) сравнение с методом, правильность которого уже установле-
на (референтный метод). 

Способы добавки н смешивания проб позволяют найти система-
тическую ошибку метода, если таковая не связана с его низкой спе-
цифичностью. Наиболее информативным является способ сравнения 
с методом, правильность которого определена ранее, например, с ре-
ферентным. 

Следовательно, смысл установления правильности результатов 
состоит в сравнении полученных данных с результатами правильного 
метода или в сопоставлении полученных данных с теоретически рас-
считанными результатами при использовании способов добавки или 
смешивания проб. 

Для статистической оценки правильности результатов рекомен-
дуется использовать различные критерии: 

(заданная велич. — 
1. Процентное отклонение _ —истинная велич.) ^ 

от заданной величины заданная велич. 

В случае если процентное отклонение от заданной величины 
меньше 3S, правильность результатов находится в допустимых пре-
делах. 

2. Критерий ! Sltulenla: 

Следует заметить, что применение теста Стьюдеита без предва-
рительного установления частоты распределения результатов часто 
приводит к неправильным выводам. Если распределение результатов 
не является нормальным или вид распределения невозможно устано-
вить из-за малого числа наблюдений, рекомендуется использовать не-
параметрнческие критерии — критерий знаков, тест Вилкоксона, ко-
эффициент корреляции рангов (В. В. Меньшиков, 1975, и др.) 
(см. п. 6). 

3. Разностный метод критерия t Стьюдента. В каждом случае вы-
числяют разность между результатом определения и истинной вели-
чиной с учетом знаков. Затем получают сумму разностей с учетом 
знаков и среднее значение этой разности: 

сумма разностей 
M — —. количество исследовании 
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Устанавливают отклонения от средней разности и возводят в 
IftH ipaт, находят сумму квадратов отклонений 2D2 . Рассчитывают 
рцмсние средней ошибки ш: 

1атем рассчитывают показатель существенности разницы t: 

IIa основании величины I и числа степени свободы (n—1) по 
I |Ллице Стьюдента определяют степень достоверности различий р: 
•. HI показатель достоверности меньше 6,05, различие рассматривае-
мых результатов считают достоверным, что свидетельствует о иепра-
ипльности полученных в лаборатории данных. В таком случае при 
P -0,05 результаты будут правильными. 

4. F-тест. При применении контрольной сыворотки с известным 
• индартным отклонением ± 2 S рекомендуется пользоваться F-тестом: 

I до S| и S j — соответствующие средние квадратические отклонения 
Iонгрольной сыворотки и результатов, полученных при анализе этой 
«ыворотки в лаборатории. Найденное значение F сравнивают с дан-
ными таблицы для установления достоверности различий (П. Ф. Po-
Iпцкий, 1973, табл. 5 ,6) . 

5. Тест Лорда. Он позволяет достоверно определить, отклоняется 
ли среднее значение отдельной пробы от заданного значения или же 
и I !лимне является случайным. С помощью этого теста сравнивают ре-
•ультаты 10 параллельных исследований контрольной сыворотки со 
шлчением, приведенным в аннотации к контрольной сыворотке. Тест 
,'!орда рассчитывают по формуле: 

I до (.1 — величина, данная в аннотации; х — среднее значение резуль-
татов проверки по 10 определениям; xn—X i — разница между мак-
. !Шальной и минимальной величинами из 10 определений. 

При вероятности ошибки, равной 5 %. и при числе исследований, 
равном 10, L должно составлять 0,23. Если L>0,23, то разница меж-
ду средним значением 10 контрольных определений и значением, у ка-
тиным в аннотации, достоверна, то есть результаты неправильны. 
Следовательно, при правильных результатах и при соблюдении на-
танных условий L должно быть меньше 0,23. 

6. Непараметрические критерии: критерии знаков и критерий T 
Внлкоксона. Преимуществом непараметрических критериев является 
и \ независимость от формы распределения. 

Критерий знаков выводят подсчетом числа однонаправленных эф-
фектов в парных сравнениях. При большом числе пар критерий зна-
ков весьма эффективен, хотя он учитывает не степень различий в 
I 1Ждой паре, а лишь их направленность (знак). 
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Оценка степени отклонения в парных сравнениях обеспечивается 
более сложным критерием T Вилкоксона. Его расчет основан на сле-
дующем приеме. Вначале вычисления разности между связанными па-
рами наблюдений позволяют определить ранговые номера в порядке 
возрастания абсолютных ее значений (без учета знака). Совпадаю-
щим наблюдениям дают ранговые номера, равные средним из их по-
рядковых значений. Например, одинаковые разности, стоящие на 3-м 
и 4-м местах, получают ранг 3,5. Затем вычисляют величину Т, рав-
ную сумме ранговых номеров разности с отрицательным значением 
(то есть разности, противоположной наблюдаемой в большинстве 
опытов). В табл. Owen (1962) для числа парных наблюдений от 5 до 
20 приводят максимальные значения Т, при которых различия можно 
считать значимыми с PT = OIOI И PT = O,05. 

Некоторые авторы полагают, что для оценки правильности ре-
зультатов следует определять лишь характер связи между результа-
тами исследуемого и референтного методов с расчетом коэффициента 
корреляции. 

В последние годы (В. В. Меньшиков с соавт., 1974) появились 
работы, в которых для оценки правильности результатов рекоменду-
ется устанавливать: 1) достоверность различий; 2) наличие связи 
между результатами исследуемого и правильного метода, поскольку, 
по мнению авторов, определение одной только связи с расчетом коэф-
фициента корреляции недостаточно для оценки правильности метода. 

При установлении связи часто рассчитывают обычный коэффици-
ент корреляции (П. Ф. Рокнцкий. 1973) по формуле: 

где х и у — результаты сравниваемых методов. В ряде случаев при-
меняют коэффициент корреляции рангов Спнрмсна: 

где S (г! — Ti' )2 — сумма квадратов разностей соответствующих рангов. 
О тесной корреляции можно говорить только в том случае, ког-

да г не ниже 0,9. Коэффициент корреляции ниже 0,7 указывает па 
слабую связь. 

Таким образом, воспроизводимость и правильность результатов 
в целом характеризуют точность метода. 

Поскольку воспроизводимость и правильность тем выше, чем 
меньше их количественные характеристики, документ Комитета стан-
дартов вводит еще и такие понятия, как невоспроизводимость, раз-
брос (величина, обратная воспроизводимости), а также отклонение от 
истинной величины (неправильность). 

На основании изложенного следует, что всякий новый метод 
исследования (особенно представленный к публикации) должен быть 
оценен по критериям специфичности, воспроизводимости, правильнос-
ти результатов, полученных одним из перечисленных методов, с рас-
четом достоверности различий, коэффициента корреляции и исполь-
зованием регрессионного анализа (П. Ф. Рокнцкий, 1973), а также 
чувствительности. Перечисленные геритерин оценки метода дают ха-
рактеристику его аналитической пригодности. 
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Г л а в а III 

М Е Т О Д Ы И С С Л Е Д О В А Н И Я 

Б Е Л К О В О Г О О Б М Е Н А 

Для диагностики ряда патологических состояний, сопровождаю-
щихся нарушениями в метаболизме белков, большое значение при-
обрели методы определения общего белка и белковых фракций в раз-
личных биологических жидкостях. Знание величины содержания об-
щего белка в плазме крови позволяет не только выявить синдромы 
Iiiiiep- и гипопротеинемии, по и произвести расчет концентрации раз-
личных фракций (альбуминов, глобулинов: aj, a2, р, у и др.) в раз-
мерности г/л. Такой способ оценки протеипограммы дает гораздо 
больше информации о состоянии белкового обмена, чем обычно при-
меняемое выражение белковых фракций в относительных процентах. 

* 

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ОБЩЕГО БЕЛКА В СЫВОРОТКЕ (ПЛАЗМЕ) 
КРОВИ И ДРУГИХ БИОЛОГИЧЕСКИХ ЖИДКОСТЯХ 

Все известные способы определения концентрации общего белка 
и сыворотке (плазме) крови подразделяют па следующие основные 
группы: 

J) азотометрические, основывающиеся па установлении количе-
ства белкового азота (к ним относится классический метод Кьельда-
.'Hi (1883) и его различные модификации); 

2) способы, состоящие в определении плотности сыворотки 
(плазмы); 

3) весовые (гравиметрические), в этих случаях белки сыворотки 
крови осаждают, высушивают до постоянного веса и взвешивают на 
аналитических весах; 

4) рефрактометрические; 
5) колориметрические, основывающиеся на цветных реакциях 

белков с определенными реактивами (из них наиболее широкое при-
менение нашла биуретовая реакция. В методе Лоури наряду с биуре-
1овой используют реакцию Фолина на ароматические аминокислоты, 
что значительно повышает чувствительность определения); 

6) нефелометрические, количество белка устанавливают по степе-
ни помутнения, производимого реактивами; 

7) поляриметрические; 
8) спектрофотометрические, заключающиеся в измерении степе-

ни светопоглощеиия в ультрафиолетовой области (200—220 или 
280 нм); 

9) другие методы. 
При использовании азотометрических способов следует исходить 

и I того, что белки содержат в среднем 16 % азота. Поэтому получен-
ная при определении содержания белкового азота величина умножа-

тся на 6,25 ( 1 0 0 : 1 6 ) . Нужно иметь в виду, что в плазме крови 
всегда обнаруживается небелковый (остаточный) азот. К тому же 
Фактор пересчета 6,25 является неточным, так как процент содержа-
нки азота в различных белковых молекулах колеблется от 14 до 19, 
что вызывает отклонение этого коэффициента в пределах от 5,3 до 8,1. 
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Методы, основанные на определении плотности сыворотки кро-
ви (способом падающей капли), неточны, так как плотность зависит 
от содержания не только белков, но и других веществ, находящихся 
в плазме. Рефрактометрический способ измерения концентрации об-
щего белка также несовершенен: даже в норме часть рефракции обу-
словливается иными компонентами сыворотки, например минераль-
ными веществами, углеводами. При некоторых патологических со-
стояниях содержание указанных веществ увеличивается, что приво-
дит к значительным ошибкам в определении (исследование желтуш-
ных и хилезных сывороток, а также сывороток больных сахарным 
диабетом и уремией). 

Весовые методы являются весьма трудоемкими (необходимо от-
делить белок от небелковых веществ и идеально его обезводить) и 
требуют большого количества сыворотки. 

Из колориметрических способов определения уровня общего 
белка особого внимания заслуживают биуретовые методы, основан-
ные на биуретовой реакции; впервые она описана в 1914 г. Сущность 
се состоит в том, что в щелочной среде ионы меди образуют с белка-
ми комплексы фиолетового цвета. Для выполнения реакции разбав-
ленный раствор белка подщелачивают, добавляют сегнетовую соль 
и избыток сульфата меди. Через некоторое время измеряют интенсив-
ность окраски раствора, зависящей от содержания в нем белка. В со-
ответствии с методом, описанным Гарнетом с соавт., содержание бел-
ка устанавливают но интенсивности светопоглощения при 540— 
580 им. 

В дальнейшем последовал ряд модификаций этого метода, на-
правленных иа увеличение стабильности биуретового реактива с по-
мощью этилепгликоля, тартрата, цитрата и других реагентов. 

В 1962 г. Элмианп предложил определять содержание белка биу-
ретовым методом по измерению поглощения ультрафиолетового све-
та с длиной волны 263 им. Чувствительность биуретовой реакции при 
этом возросла в 10—15 раз в сравнении с аналогичным показателем 
при модификации метода, основанного на измерении светопоглоще-
ния в видимой области спектра. Итцхэки и Гилл (1964 г.) реко-
мендовали замерять оптическую плотность образцов при 310 им, по-
скольку, как выяснилось, в присутствии значительных количеств ДНК 
регистрация абсорбции при 263 им может дать значительную ошибку. 
Так как на бнуретовую реакцию не влияет присутствие в крови аро-
матических аминокислот (тирозина, триптофана), фенолов, мочевой 
кислоты, указанный метод по праву считается самым специфичным, 
весьма точным и практически доступным. 

Более чувствительный метод Лоури обладает рядом существен-
ных недостатков, обусловленных прежде всего малой специфичностью 
(свободные ароматические аминокислоты и некоторые иные соеди-
нения образуют с реактивом Фолина комплексы характерной ок-
раски) и сложностью приготовления основного реагента. 

Другие колориметрические методы, а также нефелометрические, 
поляриметрические, спектрофотометрнческие пока еще не получили 
широкого распространения в клинической лаборатории. 

Таким образом, в качестве единого для использования в клини-
ческой практике выбран колориметрический биуретовый метод опре-
деления общего белка в сыворотке (плазме) крови. Отечественной 
промышленностью налажен выпуск наборов для исследования кон-
центрации общего белка в сыворотке крови по биуретовой реакции. 
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Ila »том же принципе основано измерение уровня общего белка в 
биологических жидкостях с помощью наборов реактивов, поставляе-
мых в пашу страну фирмой «Лахема» (ЧССР). 

Унифицированный способ определения 
общего белке в сыворотке (плазме) крови 

Принцип. Белки сыворотки (плазмы) крови, реагируя в щелоч-
ной среде с сернокислой медью, образуют соединения, окрашенные 
и фиолетовый цвет. 

Реактивы. 1. Раствор хлористого натрия. 0,9 г NaCl растворяют 
и 100 мл дистиллированной воды. 

2. 0,2 н раствор едкого натра, освобожденный от углекислого 
т а . 20 мл 1 н раствора NaOH доводят до объема 100 мл прокипя-
ченной дистиллированной водой. 

3. Биуретовый реактив. 4,5 г сегнетовой соли (KNaC4IUO6) раст-
иоряют в 40 мл 0,2 и NaOH. После растворения прибавляют 1,5 г 
CnSO4-5112O и 0,5 г KJ. Раствор доводят до 100 мл 0,2 и NaOH. Его 
следует хранить в темном месте (или в посуде из темного стекла). 
Реактив пригоден около месяца. 

4. 0,5 % раствор йодистого калия в 0,2 и растворе едкого натра. 
0,5 г KJ растворяют в 100 мл 0,2 и NaOII. Хранить в посуде из тем-
ного стекла не более двух недель. 

5. Рабочий раствор биуретового реактива. 20 мл биуретового ре-
актива (3) смешивают с 80 мл раствора KJ (4). Хранить в темном 
месте не более двух недель. 

6. Стандартный раствор альбумина (из человеческой или бычьей 
сыворотки). 1,0 г альбумина растворяют (в небольшом цилиндре или 
Iочной мерной пробирке) в 6—7 мл физиологического раствора 
NaCI ( ! ) с последующим доведением им до конечного объема 10 мл. 
1 мл стандартного раствора содержит 0,1 г белка (100 г/л),. 

Ход определения. К 5 мл рабочего раствора биуретового реакти-
ва добавляют, избегая образования пены, 0,1 мл сыворотки крови. 
Через 30 мин, самое позднее через 1 ч, пробу колориметрнруют на 
ФЭКе в кювете с шириной слоя 10 мм при зеленом светофильтре (с 
максимумом пропускания 5-10-500 им, лучше 546 им). Показатели 
«кстинкции учитывают в сравнении с таковыми контрольной пробы, 
которую готовят путем доливания к 5 мл рабочего раствора биуре-
тового реактива 0,1 мл реактива 1 (практически раствор NaCl можно 
и не добавлять). Расчет ведут по калибровочной кривой. 

Для построения калибровочного графика из основного стандарт-
ного раствора белка (реактив 6) готовят рабочие стандартные раст-
воры, как указано в табл. 7 (0,1 мл основного стандартного раствора 
содержит 0,01 г белка). Из каждого разведении берут по 0,1 мл ра-
бочего раствора и вносят в пробирки, содержащие по 5,0 мл рабоче-
го биуретового реактива. Через 30—60 мин замеряют иа ФЭКе опти-
ческую плотность стандартных проб, учитывая экстиикцию контроль-
ной пробы (см. ход определения). 

Калибровочную кривую можно строить лишь тогда, когда будет 
уверенность в том, что метод достаточно налажен. При этом для 
каждой концентрации стандартного раствора нужно сделать не менее 
Л—5 (обычно 5—10) определений. Всего этим методом исследуют 2— 
3 серии стандартных окрашенных растворов. 
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Табл. 7. Данные к построению калибровочного графика для 
определения общего белка сыворотки крови 

>й про-
бирок 

Стандартный 
раствор 

белка (мл) 
, Физиологический 
раствор NaCl (мл) 

Содержание 
белка в 

пробе (г) 
Концентрация 

белка (г /л) 

1 0,4 0,6 0,04 40,0 
2 0,6 0,4 0,06 60,0 
3 0,8 0 ,2 0,08 80,0 

4 1,0 — 0,10 100,0 

При построении калибровочной кривой серию стандартных раст-
воров обрабатывают так же, как и опытные пробы. Измерения опти-
ческой плотности стандартных растворов начинают с растворов наи-
меньшей концентрации. Средние значения оптической плотности (со-
ответствующие различным концентрациям) наносят на миллиметро-
вую бумагу. IIa оси абсцисс (горизонтальной) с соблюдением одина-
ковых интервалов равномерно откладывают значения концентрации 
стандартных растворов белка; на оси ординат (вертикальной) — с о -
ответствующие им величины оптической плотности. Масштаб выби-
рают так, чтобы кривая располагалась под углом 45°. Затем хорошо 
отточенным карандашом наносят среднее значение экстиикции из не-
скольких определений и через полученные точки (а кое-где и между 
ними) проводят прямую линию. При этом удобно пользоваться про-
зрачной линейкой. Если точка значительно выходит за пределы ли-
нии, то пробы переделывают. 

При оценке результатов, чтобы каждый раз не восстанавливать 
и не опускать перпендикуляры к оси ординат (оптической плотнос-
ти) и к оси абсцисс, (концентраций), составляют таблицу пересчета 
(градуироночную таблицу или калибровочный график), в которой 
напротив наиболее часто встречающихся значений зкстинкций при-
водят соответствующие величины концентрации. 

Калибровочную кривую нужно время от времени проверять. При 
этом не имеет смысла все точки строить заново. Достаточно взять не-
сколько растворов известной концентрации белка и посмотреть, укла-
дываются ли соответствующие им точки на прежней калибровочной 
кривой. Если это так, то кривую не переделывают. 

Значения концентрации общего белка в сыворотке крови практи-
чески здоровых людей составляют: у взрослых — 65—85 г/л, у детей 
до 6 лет — 56—85 г/л, у новорожденных — 53—89 г/л. В норме со-
держание общего белка в моче равно 25—70 мг/суткн, в лнкворе — 
150,0—450,0 мг/л. 

П р и м е ч а н и я : 1. Описанным способом (без предварительной кон-
центрации) белок в моче и лнкворе не определяется. 

2. По данным Каракашова (1968). калибровочная кривая для рассматри-
ваемого метода показывает линейную зависимость до Е=»0.5 (это значение 
экстинкцлн соответствует концентрации белка около 100 г/л), что совпадает 
с результатами других авторов. Поэтому при более высоком содержании 
белка сыворотку разводят пополам физиологическим раствором, берут 0,1 мл 
смеси и полученный результат умножают на коэффициент разведения (2). 

3. Все реактивы, используемые в методике, готовят на прокипяченной ди-
стиллированной воде. 
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I Ряд соединений, сопутствующих белку, мешает его точному определс-
Известно, что декстраны. находящиеся в сыворотке кропи, дают снль-

Iini' помутнение с биуретовым реактивом из-за образования комплексного 
пи пчнения, содержащего медь. Чтобы предотвратить развитие помутнения, 

различные приемы, в том числе добавление к биуретовому pe-
rn и ту мочевины (до конечной концентрации б моль/л), внесение в пробу 
I .' иропаидиола, растворяющего медно-белковын комплекс. 

В 1976 г. был предложен модифицированный биуретовый реактив, содер-
• /нций маннит. Последний, как и другие полигндрокснсоедннения (глицерин, 

|п|.бит и др.), может растворять декстраи и образовывать комплексные сое-
цинення с медью. Некоторые другие соединения также способны искажать 
жчультаты исследования (трис-буфер. глицерин, сульфат аммония и др.). 
Присутствие в образцах большого количества липи.дного материала может 
мм плвать выраженное помутнение раствора, которое устраняется встряхива-

проб с диэтиловым или петролейным эфиром и последующим центри-
фугированием. 

Клинико-диагностическое значение 
определения общего белка 

Для оценки содержания общего белка в сыворотке (плазме) кро-
пи используют понятия: нормопротеинемия (нормальное содержание 
нищего белка), гнпопротеннемпя (пониженная концентрация общего 
Ги-лка) и гиперпротеинемия (его повышенное содержание). 

Изменения концентрации общего белка могут иметь как абсолют-
ный, так и относительный характер. Последний обычно наблюдается 
при изменении объема крови (плазмы). Так, гндремия (нагрузка во-
дой, водное отравление) приводит к относительной гипопротеинемин, 
дегидратация (обезвоживание)—к относительной гиперпротеинемии. 
Дегидратация может скрыть абсолютную гипопротеинсмию, посколь-
ку при данном сочетании цифры концентрации белка в плазме крови 
не всегда отличаются от нормы. 

Для того чтобы отличить абсолютные изменения содержания бел-
ки в плазме от относительных, необходимо установить объем плазмы 
либо определить гематокрит. Ориентировочные данные можно полу-
чить. подсчитав количеств о эритроцитов и измерив уровень гемо-
глобина. 

Наиболее частыми причинами развития гииопротеинсмического 
< индрома являются следующие состояния: 

1. Недостаточное поступление белка пищи, наблюдаемое при не-
доедании, голодании, сужении пищевода (стриктура, опухоль), на-
рушении функции желудочно-кишечного тракта ^вследствие ухудше-
ния переваривания и всасывания белковых компонентов пищевых 
продуктов), например, при продолжительных воспалительных процес-
сах кишечника. 

По мнению А. Л. Покровского, даже несбалансированный амино-
кислотный состав пищи может иногда приводить к птопротеппемии. 

Для обеспечения нормальных процессов жизнедеятельности ор-
ганизм усиленно утилизирует альбуминовую фракцию белков плаз-
мы крови. При повышенном расходовании альбуминов, обусловли-
вающих опкотическое давление крови, развиваются так называемые 
голодные, или кахектнческне, отеки. Вообще уменьшение содержа-
(iffff белка в плазме крови ниже 50 г/л, вызванное разными причина-
ми, часто сопровождается гипопротеинемическнми отеками тканей. 

2. Понижение процессов биосинтеза белка как следствие хрони-
ческих паренхиматозных гепатитов, сопровождающихся выраженны-
ми цирротическимн изменениями, а также интоксикаций от некото-
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рых химических веществ, острых и хронических заболеваний, длитель-
ных иагноительиых процессов, злокачественных новообразований, тя-
желых тиреотоксикозов и т. д. Все это сказывается иа подавлении 
протеосинтетической функции печени. Пораженные же печеночные 
клетки, являющиеся местом образования альбуминов, фибриногена и 
части глобулинов, оказываются не в состоянии синтезировать эти 
белки плазмы крови в достаточном количестве, в результате чего и 
развивается гипопротеииемня, обусловленная в основном гипоальбу-
минемией и гипофибрнногенемией. 

3. Потеря белка организмом при острых и хронических кровоте-
чениях, резко увеличенной проницаемости капиллярных стенок (вслед-
ствие токсического их поражения, когда белки крови выходят в тка-
ни), при кровоизлияниях, образовании обширных экссудатов, выпо-
тов в серозные полости, отеках. 

Выход белков (главным образом альбуминов) из русла крови 
происходит при нарушении почечного фильтра в результате органи-
ческих заболеваний почек (особенно нефрозов и амилондозов, когда 
белок почти всегда обнаруживается в моче), а также при ожогах. 

Как уже упоминалось, альбумины и глобулины не выходят из 
кровяного русла равномерно — в большем количестве выделяются 
мелкодисперсные альбумины, поэтому уменьшение концентрации об-
щего белка в плазме крови обусловливается главным образом гипо-
альбумннемией. 

4. Дефектопротеииемин, то есть встречающиеся иногда у больных 
нарушения в синтезе белков крови, например аиальбуминемия, вро-
жденное отсутствие или недостаточное содержание церулоплазмипа 
в плазме крови при болезни Вильсона. 

5. Нередко понижение содержания белка в плазме крови отме-
чается у женщин в период лактации и последних месяцев беремен-
ности. 

Гиперпротеииемня — явление сравнительно редкое. Кратковре-
менная относительная гиперпротеииемня наблюдается вследствие сгу-
щения крови из-за значительных потерь жидкости, что бывает при 
профузиых поносах, усиленном потоотделении, неукротимой рвоте, не-
сахарном диабете, холере, непроходимости кишечника, генерализо-
ванном перитоните, тяжелых ожогах, лишении воды. 

Незначительная абсолютная гиперпротеииемня встречается при 
инфекционном или токсическом раздражении ретикулоэидотелиаль-
ной системы, в клетках которой синтезируются глобулины. Это отме-
чается, в частности, при хроническом полиартрите и других хрониче-
ских воспалительных процессах. 

Стойкая гиперпротеинемия (до 120 г/л и выше) бывает при мне-
ломной болезни (плазмоцитоме), макроглобулинемин Вальденштрем.-i. 
когда в плоских костях черепа появляются дополнительные очаги 
образования патологических белков — парапротеинов. Поэтому при 
больших цифрах содержания общего белка в плазме крови больного 
необходимо обследовать дополнительно на предмет выявления этих 
форм патологии. 

Из сказанного следует, что гипопротеииемня связана почти всег 
да с гипоальбумннемией, гиперпротеинемия — с гиперглобулинемпеЛ 
Абсолютного повышения количества альбуминов в сыворотке до сих 
пор не наблюдалось. 

Важное диагностическое значение имеет выяснение количествен-
ных взаимоотношений между отдельными фракциями сыворотки кро-
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Ilx изучение позволяет дифференцировать заболевания даже тог-
ногда содержание общего белка в сыворотке оказывается неиз-

||ЦШМ. 

ИССЛЕДОВАНИЕ БЕЛКОВОГО СПЕКТРА КРОВИ 

'1,ля более глубокого изучения белкового спектра сыворотки 
in,'in мы) крови предложены разнообразные способы фракционирова-

Hiil а именно: 
I. Осаждение нейтральными солями. В основе метода лежит спо-

•''ничть отдельных белков плазмы выпадать в осадок при воздейст-
ми на них растворов солей различных концентраций. С этой целыо 
•Пито используются сернокислый аммоний, сернокислый натрий, 

•1"ц форнокислый натрий. Так, хорошо известно, что полунасыщенный 
I и июр сернокислого аммония или раствор сернокислого натрия 
I 'I1Ii г/100 мл) осаждает глобулины. Этот метод разделения белков 
•' ' ! !мы имеет значение главным образом для установления коэффи-
циента отношения альбумины / глобулины, который, варьируя в норме 

пределах от 1,5 до 2,3, может значительно изменяться при ряде па-
• 'югнческих состояний, связанных с нарушением белкового состава 
IMll IM ы. 

H последние годы для осаждения белковых фракций сыворотки 
щ и применяют смесь фосфатов. Так, при воздействии на сыворотку 
щи раствором фосфата (состав — KH2PO4 /Na 2HPO 4 , соотношение 
I) различной концентрации (1,1; 1,6; 2,0; 2,4 и 3 моль/л) при рН 

' N соответственно осаждаются фибриноген, у-, [3-, а-глобулииы и аль-
Iiiii Белок в каждой из полученных фракций определяют иефело-

ммрическим, биуретовым или другим методом. 
.' Электрофоретическое фракционирование. Различают свобод-

I в зональный (на поддерживающих средах-иосителях) электро-
"I I Свободный электрофорез, представленный классическим ме-

• • 'M Тнзелиуса и его модификациями, требует сложной и дорого-
•чщей аппаратуры, что весьма затрудняет его клиническое приме-
ни- Более широкое использование в клинической практике полу-

I юпальный электрофорез. В качестве поддерживающей среды 
пмгпяют бумагу, ацетат целлюлозы, гели, а также комбинирован-

ии'' среды. 
>лектрофорез в агаровом геле, предложенный Гордоном с соавт. 

1 I 1 Hi) и во многом усовершенствованный Грабаром с сотр. (1953, 
i 1 1964), позволяет получать более четкое разделение фракций, 

I i лновое на бумаге. Недостатками этого вида электрофореза- яв-
Hii оси сложность процедуры приготовления геля и невозможность 

п чительного хранения в готовом виде. 
1 мжтрофорез в крахмальном геле разработан Смитис (1959) и 

М'обио описан в работах Тодорова (1968), Э. Г. Ларского (1971) и 
0 in- исследователей. Для электрофоретического фракционирования 
• IM.II обычно используют гель, приготовленный из растворимого 

• мала (15 г /100 м л ) . 
мсктрофорез в полиакриламидном геле (диск-электрофорез). 

1 ITi мнению с крахмальным полиакрнламидный гель обладает мно-
• преимуществами: он более прозрачен, прочен, термостабилен 

м I д С помощью электрофореза в полиакриламидном геле можно 
инь до 30 белковых фракций. Существенный недостаток элек-
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трофореза в п о ли акр ил ам н дном геле — трудность последующей точ-
ной количественной оценки полученных фракций. 

Электрофорез иа бумаге — исследование, проводимое в настоя-
щее время почти во всех лабораториях нашей страны. Метод элек-
трофореза на бумаге был введен в 50-х годах (Даррум) и с тех пор 
широко применяется в клинико-диагностических лабораториях. 

Недостатками этого вида исследования являются не всегда четкое 
разделение белков из-за химической неоднородности бумаги, а также 
длительность процессов разделения, окрашивания, отмывания, элю-
ции и др. Результаты фракционирования белков методом электро-
фореза на бумаге могут быть получены лишь на 2—3-й день. 

Электрофорез на ацетате целлюлозы с каждым годом использует-
ся все более широко, вытесняя метод электрофореза на бумаге. Рас-
пространен он и за рубежом. Этот метод, предложенный Коном 
(1958), был модифицирован В. А. Хромовым (1976), И. А. Пушкаре-
вым с сотр. (1977) и другими исследователями. Химическая одно-
родность ацетата целлюлозы и одинаковый размер пор позволяют 
повысить четкость фракционирования образца и сократить время, 
необходимое для разделения белков. Для получения четкой электро-
фореграммы достаточно всего лишь 0,1—0,3 мкл сыворотки крови, 
возникающий после окрашивания фон легко смывается, абсорбция 
белка пленкой весьма незначительна. 

3. Иммунологические методы. Они основаны на иммунных свой-
ствах белковых фракций. Иммунизируя животных, можно получить 
специфические сыворотки против каждого белка. Добавление этих 
сывороток к исследуемой плазме вызывает специфическую преципи-
тацию белков. 

4. Иммупоэлектрофорез (иммуиофорез: комбинация иммуноло-
гических методов с электрофорезом Грабара, Буртэна, 1963, и др.) 
для определения белков сыворотки крови применяется редко, что 
связано с полуколичественной оценкой результатов в этом методе. 
Кроме того, преципитация белков во многом зависит от вида и ка-
чества используемых сывороток (Г. Маурер, 1971). 

5. Седимснтациопиые методы, предложенные Сведбергом, осно-
ваны па различной зависимости скорости оседания белков от массы 
и величины их молекул. В клинической лаборатории эти методы не 
получили широкого распространения из-за необходимости исполь-
зования дефицитной и дорогостоящей аппаратуры. 

6. Осаждение белков этиловым спиртом (по Кону). Метод бази-
руется на способности отдельных белков осаждаться спиртом различ-
ных концентраций. Чтобы избежать денатурирующего действия спир-
та, фракционирование проводят при низких (отрицательных) темпе-
ратурах. Метод имеет большое значение для получения лечебных 
препаратов, несмотря на то, что отличается большой трудоемкостью. 

7. Хроматография с использованием ионообменных смол. 
8. Фильтрация через гель. Применяя фильтрацию через гели 

(главным образом декстрановые — Сефадекс G-25, G-50), можно вы-
делять различные фракции белков. 

9. Другие способы. 
Среди перечисленных способов разделения белков в клинико-ди-

агностических лабораториях наиболее распространены методы элек-
трофореза на бумаге в ацетатцеллюлозной пленке. 
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Определение белковых фракций сыворотки крови 
методом электрофореза на бумаге 

Принцип метода основан на том, что под влиянием постоянного 
> Ii I, грического поля белки сыворотки, обладающие электрическим 
• а рядом, движутся по смоченной буферным раствором бумаге со ско-

гыо, зависящей от величины заряда и молекулярного веса частиц. 
1ь ледствие этого белки сыворотки крови разделяют обычно на 5 
фракций: альбумины и а\-, а2-, P-, глобулины. 

Существуют различные аппараты для проведения электрофореза 
mi бумаге. Однако основные требования к приборам и процессу осу-
ннгтвлеиия электрофореза общие. Наиболее важные из них следую-
щие: 

1. Источник постоянного тока должен давать постоянный ток сн-
Inll 50—100 мА при напряжении 180—400 В. 

2. Камера, в которой проводится электрофорез, должна отвечать 
нескольким условиям: 

а) создавать и поддерживать определенную влажность воздуха 
Iли предохранения бумаги от высыхания; 

б) камеру желательно охлаждать: нагревание бумаги приводит 
I усиленному испарению буферного раствора в середине полосы и с 
Iрлсн ленты, что обусловливает изменение формы пятен фракций 
I- '!ков после их электрофоретического разделения; 

в) буферный раствор в разных отделах камеры должен иметь 
<• ншаховый уровень, чтобы избежать его перелива через ленту в ре-

'и.тате сифоииого действия; 
г) концы бумажных полос нельзя погружать в буферный раст-

""р, в котором находятся электроды. Электрическую связь между 
ментами и электродами устанавливают посредством фитильков из ва-
I марли или бумажных полосок, смоченных буферным раствором: 
HIM устраняется передача изменений рН буфера в то пространство, 

• да погружены ленты. 
.4. Полоса бумаги может быть расположена горизонтально (го-

I и иштальный электрофорез) или под углом (вертикальный электро-
|"|реч). В первом случае получаются лучшие результаты. Важно, 
•иобы бумажная лента была хорошо натянута. Желательно, чтобы 
1 позывающий обе ванны мостик имел шипы для укладывания иа них 
1 1 'к!сок. Это предотвращает образование тонкого капиллярного слоя 

Фарного раствора между полоской фильтровальной (хроматогра-
•I еекой) бумаги и пластиной; капиллярный слой буферного раст-
IHipJi в значительной мере ухудшает качество электрофоретического 
1'И !Деления. 

4. Большое значение имеют также свойства фильтровальной 
'• м лги а Она должна быть однородной и плотной (хроматографиче-

• i n ) . 

H качестве носителя чаще всего используют фильтровальную бу-
м и V марки «хроматографическая быстрая» или «хроматографическая 
««• членная». Избранный сорт нельзя менять, так как полученные ре-
• платы в определенной степени зависят от этого обстоятельства. 
I ' HI члектрофореграмму обрабатывают денситометром, то рекоменду-
• и и быстро впитывающий сорт, в остальных случаях предпочтитель-
.11» пользоваться бумагой для медленного впитывания (марки «Мх>). 
1им;ил марки «М» имеет гладкую лицевую и рубчатую обратную 

I'oiiu. При внимательном рассмотрении обратной стороны можно 
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заметить грубые и крупные штрихи, идущие параллельно более длин-
нон стороне листа. Эти штрихи отражают ход волокон целлюлозы. 
Бумажные полоски, применяемые для электрофореза, размером 
3*5X40 см или других соотношений нарезают таким образом, чтобы 
волокна целлюлозы шли вдоль полосок. Благодаря этому каждая 
полоска бумаги представляет собой систему продольно идущих ка-
пилляров, что способствует продвижению белков (и других веществ) 
н препятствует их растеканию к краям полоски. Кроме того, рассма-
триваемая лента, в отличие от таковой с поперечным ходом волокон 
целлюлозы, меньше деформируется при увлажнении и высыхании. 
На одном из концов каждой полоски простым карандашом отмеча-
ют номер анализа и дату забора крови для исследования. 

Направление хода волокон целлюлозы в бумаге можно опреде-
лить и по растеканию на ней капли воды, принимающей форму эл-
липса, длинник которого и соответствует распространению волокон 
целлюлозы. 

5. Перед электрофорезом камеру устанавливают строго горизон-
тально (прн помощи вмонтированных в ее дно вращающихся вин-
тов). Пластинки с электродами от камеры отсоединяют. Кюветы при-
бора заполняют буферным раствором таким образом, чтобы уровень 
жидкости в них был одинаков, и оба отделения каждой кюветы сое-
диняют друг с другом полоской фильтровальной бумаги. Укрепляют 
пластинки с электродами. На мостик, связывающий обе кюветы, по-
мещают полоски хроматографической бумаги. Необходимо, чтобы 
концы бумажных полос оказались погруженными в буферный рас-
твор, во внутренние отделения электродных кювет. Затем прибор за-
крывают крышкой и дают бумажным полосам пропитаться буфер-
ным раствором, после этого крышку снова снимают и на заранее от-
меченные у катода участки бумаги наносят сыворотку (иногда на 
расстоянии 2 см от середины полоски в сторону катода). Этот ме-
тод пропитывания бумаги буферным раствором дает хорошие ре-
зультаты электрофоретического разделения белков сыворотки крови. 
Однако на практике в целях экономии времени ленты обычно смачи-
вают в буфере и слегка высушивают, отжимая их между листами 
фильтровальной бумаги. 

6. На узкий край шлифовального стекла (покровного, предмет-
ного) илн полоски отмытой рентгеновской пленки наносят из 0,1-мил- 1 

лнлнтровой микропипеткн 0,01 мл свежеполученной (иегемолизиро-
ванной) сыворотки. Аппликатор приставляют нижним ребром к ув-
лажненной бумаге и после впитывания сыворотки — отнимают. Нуж-
но следить за тем, чтобы между боковыми гранями аппликатора и 
краями полос оставался промежуток шириной 5—6 мм. 

Наносить сыворотку на бумагу можно и непосредственно из пи-
петки таким образом, чтобы след сыворотки составил поперечную 
(по отношению к длиннику бумаги) полоску. В том и другом случа-
ях нужно соблюдать следующие правила: если используют микро-
пнпетку иа 0,1 мл, в нее насасывают сыворотку до метки 0,085. Пи-
петку зажимают между пальцами в вертикальном положении, при-
чем верхнее ее отверстие не следует закрывать пальцем. Небольшое 
количество сыворотки, находящееся в пипетке, ие вытекает из нее, i 
так как жидкость удерживается капиллярными силами. Слегка ка-
саясь бумаги нижним краем пипетки, перемещают ее взад и вперед 
по бумажной полосе в поперечном направлении (не доводя пипетку 
иа 2 мм до каждого края), пока мениск сыворотки не опустится 
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л" метки 0,095. Удобно пользоваться и автоматической мнкропи-
цеткой. 

Допустимо окрашивание сыворотки перед ее нанесением на поло-
гу хроматографической бумаги. Для этого к 0,5 мл сыворотки добав-
ляют несколько крупинок (проще всего на кончике стеклянной иглы) 
порошка бромфенолового синего. По перемещению пятна красителя, 
иязывающегося прежде всего с альбуминами, можно визуально сле-

чнть за миграцией пятен. 
Затем крышку камеры плотно закрывают, включают прибор и 

через бумажные полоски начинают пропускать постоянный электри-
ческий ток. 

7. Электрофоретическое разделение белков сыворотки крови осу-
ществляют при комнатной температуре и градиенте потенциала от 
л до 8 В па 1 см длины бумажной полоски. Сила тока, зависящая 
мг величины подаваемого напряжения, разновидности и рН буфер-
ного раствора, толщины бумаги и температуры, при которой проис-
ходит электрофоретическое разделение, не должна превышать 0,1 — 
0,Л мА на 1 см поперечного сечения бумажной полосы (плотность 
Iока). Оптимальное время электрофореза подбирают опытным путем. 
Обычно оно составляет 7—12—16—20 ч. 

По окончании электрофореза отключают источник постоянного 
Iока, из камеры извлекают бумажные полоски и прикрепляют их иа 
нревяпные рамки или развешивают на стеклянные палочки. Затем 

бумажные полоски помещают в горячий сушильный шкаф так, чтобы 
<чп1 не соприкасались ни между собой, ни с металлическими стенками 
и деталями шкафа (это предохраняет электрофореграммы от смазы-
вания фракций). 

Ленты высушивают в шкафу при +95—105 0C в течение 10— 
I!) мин, но не более 20—30 мин. Поскольку связывание краски бел-
ками при последующей обработке зависит от условий фиксации (тем-
пературы, времени прогреваппя), необходимо строго соблюдать их 
постоянство. 

8. Для окраски электрофореграмм после фиксации сухие ленты 
кладут в развернутом виде иа дно плоских эмалированных кювет. 
Il процессе обработки реагентами электрофореграммы нельзя поме-
шать друг на друга и сворачивать. Окраску белковых фракций рас-
твором бромфенолового производят, погружая бумажные полосы на 
определенное время в кювету с красящим раствором. 

Реактивы. I. Для достижения электрофоретического фракциони-
рования белков при приготовлении буферных растворов большое зна-
'M-Iiiie имеет рН, так как от этого зависит знак и величина электриче-
I Oio заряда молекул белков. Существенное влияние на разделение 

о, (ков оказывает также ионная сила буферной смеси. 
Ii качестве электролита (буферного раствора) чаще всего при-

Ht няют вероиаловый (веронал-медииаловый), вероиал-ацетатный, ме-
I и валовый буферы. Реже используют боратпый, фосфатный и дру-

I не буферные смеси. В последнее время для разделения белков все 
Iи !льшее распространение получает трис-буфер, в который для улуч-
шения его свойств нередко вносят некоторые другие компоненты. 

Ii основном применяют следующие буферные растворы: 
а) вероиаловый (веронал-мединаловый) буфер с рН 8,6. Для 

приготовления буфера 10,32 г мединала (натриевая соль веронала) 
рпггворяют в химическом стакане емкостью 500 мл в 300 мл дистнл-
щрованиой воды. После растворения мединала сюда же добавляют 
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1,84 г веронала и, помешивая, нагревают смесь иа водяной бане до 
его растворения. После охлаждения (до комнатной температуры) 
раствор количественно полностью переносят в мерную колбу емко-
стью 1000 мл. Для этого химический стакан несколько раз обмыва-
ют дистиллированной водой, сливая раствор в мерную колбу. Остыв-
ший раствор доводят до метки и определяют рН; 

б) веронал-ацетатный буфер с рН 8,6. В 30 мл дистиллированной 
воды растворяют 8,71 г веронала, 1,89 г едкого иатра и 6,48 г уксус-
нокислого натрия. Доливают к раствору 60 мл 0,1 моль/л раствора 
соляной кислоты и доводят его объем дистиллированной водой 
до 1 л. 

А. С. Циркина, Л. И. Кальиова, Н. Г. Шевченко (1969) рекомен-
дуют свой способ приготовления веронал-ацетатного буфера с рН 8,6 
ионной силы 0,1. 120 мл 0,4 н раствора NaOH, 4,0 г веронала, 1,43 мл 
ледяной уксусной кислоты вносят в мерную колбу емкостью 1 л, со-
держащую 300 мл воды, и после растворения всех ингредиентов до-
водят дистиллированной водой до метки; 

в) некоторые авторы добивались хороших результатов, приме-
няя в повседневной работе медииаловый буфер с рН 7,6. Для его 
приготовления 11,5 г медииала растворяют в 1 л воды; 

г) очень хорошее разделение сыворотки (на 9 фракций) удается 
получить при использовании трис-буфера с рН 8,9. В 1 л дистилли-
рованной воды растворяют 60,5 г триоксиметиламииометана (трис), 
6 г этилеидиамннтетрауксусной кислоты (ЭДТА) и 4,6 г борной ки-
слотыу 

II. Окрашивающие реагенты. Для выявления белков электрофо-
реграммы обычно окрашивают растворами, содержащими бромфе-
ноловый синий, кислотный сиие-черный, амидочерный 10В и другие 
красители: 

1. Красящий раствор с водорастворимым бромфеноловым синим 
и сулемой: бромфеноловый синий (индикатор) — 0,5 г, сулема — 
10,0 г, уксусная кислота (ледяная)—20 мл, вода дистиллирован-
ная—980 мл. 10 г сулемы растворяют в небольшом количестве кипя-
щей дистиллированной воды, добавляют 20 мл ледяной уксусной кис-
лоты и 0,5 г растертого в порошок бромфенолового синего, смесь 
взбалтывают, охлаждают и доводят до метки в мерной колбе на 
1000 мл, после чего фильтруют; светлый раствор имеет яркий, на-
сыщенный вишнево-красный цвет. 

2. Красящий раствор с бромфеноловым сипим и сернокислым 
цинком: а) бромфеноловый синий (индикатор) —0,1 г, кристалличе-
ский сернокислый цинк — 50 г, уксусная кислота (ледяная) — 50 мл, 
вода дистиллированная — 900 мл. Способ приготовления тот же, что 
и для раствора 1, однако обработка электрофореграмм в нем осу-
ществляется в течение ночи; 

б) бромфеноловый синий (индикатор) —0,5 г, кристаллический 
сернокислый цинк— 10 г, уксусная кислота ледяная — 20 мл, дистил-
лированная вода — 500 мл. Способ приготовления аналогичен опи-
санному выше, время обработки полос — 30 мин. 

3. Красящий раствор с кислотным сине-черным красителем (кра-
ска, аналогичная амидочерному 10 В): кислотный сине-черный краси-
тель— 0,2 г, уксусная кислота (ледяная) —100 мл, метиловый 
спирт — 900 мл. 0,2 г кислотного сине-черного красителя растворяют 
в 100 мл ледяной уксусной кислоты и доводят объем до 1000 мл 
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метиловым спиртом либо 0,2 г красителя растворяют в смеси 100 мл 
\ксуспой кислоты и 900 мл метилового спирта. 

4. Если используют краситель амидочериый 10В, то 100 мг кра-
I Kii растворяют в 100 мл ледяной уксусной кислоты и добавляют 
000 мл метилового спирта. 

Сухие ленты выдерживают в этом красителе в течение 30 мин. 
П р и м е ч а н и е . Сулема, сульфат цинка и уксусная кислота необхо-

днмы в качестве фиксаторов. 

Затем фореграммы обрабатывают в нескольких (обычно 3—5) 
с менах отмывающего раствора для удаления несвязавшейся с бел-
ком краски, пока фон лепт не сделается белым, а промывная жид-
кость не перестанет окрашиваться в желтый цвет. 

III. Растворы для отмывания электрофореграмм от не связав-
шейся с белком краски имеют разный состав (в зависимости от 
применявшегося красителя): а) при окраске бромфеноловым синим 
используют раствор уксусной кислоты, получаемый добавлением к 
:'0 мл ледяной уксусной кислоты 980 мл дистиллированной или во-
инфоводиой воды; 

б) амидочериый 10 В или сине-черный красители отмывают 
приготовленной смесью следующего состава: уксусной кислоты (ледя-
ной) — 100 мл, фенола (расплавленного) — 40 мл, воды водопровод-
ной — 860 мл. 

Отмытые ленты высушивают па воздухе при комнатной темпе-
ратуре (желательно в затемненном месте, если в качестве красителя 
использовали бромфеноловый синий). В последнем случае для полу-
чения более интенсивной окраски фракций высушенные ленты про-
иодят над открытой бутылкой с концентрированным раствором ам-
миака. Пары аммиака нейтрализуют остатки уксусной кислоты. При 
•том пятна белковых фракций из слабо-зеленых превращаются в 
чрко-синие. Сухие окрашенные электрофореграммы хранят в 
к-м ноте. 

Дальнейшая количественная обработка электрофореграмм со-
1 гонт в извлечении краски из бумаги (элюция) с последующим изме-
рением оптической плотности окрашенных растворов иа фотоэлек-
фоколориметре либо учете с помощью денситометра. 

При денситометрии в проходящем свете ленты пропитывают про-
wтляющей жидкостью. Смоченную ленту промокают между листами 

фильтровальной бумаги и вставляют в денситометр таким образом, 
чтобы против щели камеры находился неокрашенный участок. Запи-
• ;iиная на денситометре кривая позволяет судить о числе фракций 
и о содержании в них белка. Для этого кривую делят на ряд участ-
I он, соответствующих отдельным фракциям. Величина площади наж-
ито участка пропорциональна количеству краски, соединившейся с 
оелком данной фракции. Соотношение между этими площадями вы-
чнеляют по весу вырезанных участков бумаги, определенному на 
тр.чионных весах. Общий вес всех участков принимают за 100 % 
иди же за содержание общего белка в плазме в г/л и вычисляют, 
• нк<)й процент по отношению к нему составляет вес каждого участкз 
(фракции). 

Если денситометр снабжен планиметром, то учет результатов 
еше более облегчается. 

Для просветления электрофореграммы перед обработкой ее на 
и псптометре применяют следующие жидкости: а) вазелиновое мае-
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ло; б) раствор а-бромиафталииа в вазелиновом масле (90 мл вазе-
линового масла смешивают с 10 мл а-бромиафталниа). 

При элюироваиии определяют величину экстинкции каждой 
фракции и общую сумму экстинкцнй, которую принимают за 100 % 
(выражая результаты в относительных процентах) или же за вели-
чину содержания общего белка (если результаты содержания от-
дельных белковых фракций хотят выразить в абсолютных единицах). 

Сухие электрофореграммы разрезают по числу фракций, ориен-
тируясь на самый светлый участок между ними. Каждую фракцию 
помещают в отдельную пробирку и заливают 3 мл элюируюшего рас-
твора. К альбуминовой фракции добавляют 9 мл этого раствора, на 
основании чего величину оптической плотности первой пробирки 
умножают па 3. Можно в каждую пробирку вносить и по 5 мл элю-
ирующего раствора. Контролем служит участок форстрамм, не со-
держащий белка. Пробирки осторожно встряхивают и оставляют в 
затемненном месте иа 30 мин (лучше на 40 мин— 1 ч). Определе-
ние плотности испытуемых растворов производят на фотоэлектро-
колориметре любого типа с зеленым светофильтром. В контрольные 
кюветы наливают элюирующий раствор, по которому устанавливают 
нулевое положение гальванометра. 

Растворы для элюцин краски из окрашенных электрофореграмм 
(экстрагирующие растворы) имеют следующий состав: а) для извле-
чения бромфенолового синего применяют 0,01 и раствор едкого натра 
(допускается его приготовление путем внесения 0,4 г NaOH в 
1000 мл дистиллированной воды). Лучше использовать раствор кар-
боната натрия (Na2CO3, 5 г/ 100 мл), так как в нем окраска более 
устойчива, чем в растворе едкого натра; 

б) для извлечения кислотного сине-черного красителя применя-
ют 0,1 н раствор едкого иатра. 

Определение процентного соотношения белковых фракций мето-
дом элюировапия с последующим фотометрироваиием считается бо-
лее точным, чем проведение его с помощью денситометра. 

Расчет производят следующим образом. Сумму цифр оптических 
плотностей принимают за 100 %, тогда каждая фракция составит х 
от 100. 

П р и м е р . Оптическая плотность (E) фракции альбуминов — 0,52, гло-
булинов: а,—0,02. U;-0,05, 0—0,10, у—0,)5. в сумме она равна 0.84 ()00 %), 
тогда 0,52 от 100 составит х, х = (0.52 • 100)/0,84-=61,9(%). Следовательно, со-
держание альбуминов равно 61,9 %. Подобным же образом рассчитывают 
процентное содержание всех остальных фракций. Полученные результаты вы-
ражают в относительных процентах. 

Нужно отметить, что более правильно представлять результаты 
не в относительных, а в абсолютных единицах. К этому можно прий-
ти, если сумму экстинкцнй всех фракций отнести к концентрации об-
щего белка сыворотки крови. Тогда, пользуясь аналогичным расче-
том, легко найти действительную концентрацию альбуминов и всех 
подфракций глобулинов. 

П р и м е р. Общее количество белка в сыворотке крови — 82 г/л. Сумма 
экстинкцнй всех фракций — 0,84. Ila долю альбуминов приходится 0,52 ед. 
оптической плотности. Если Е=0.84 соответствует 82 г/л, то Е=0,52—х. 

Отсюда: X= (82 • 0,52)/0.84 = 50,7 (г/л), то есть концентрация альбуминов 
в сыворотке кровн равна 50,7 г/л. Зная концентрацию общего белка плазмы 
(сыворотки) кровн обследуемого, легко перевести относительные проценты в 
абсолютные единицы: 100—82 г/л: 61.9—х, тогда х=(61.9 • 82)/100=50,7 (г/л). 
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Для лучшего запоминания норм процентного содержания пере-
численных глобулиновых фракций сыворотки крови рекомендуют ис-
ходить из ряда чисел: 4 ± 1 ; 8 ± 1 ; 1 0 ± 2 ; 1 6 ± 4 , где 4, 8, 10, 16 — 
• редине величины концентрации а г , а2- , у-глобулинов, а числа, 
• лсдующие за знаком ± — о т к л о н е н и я . Для ai-глобулипов показате-
Iii процентной концентрации колеблются в пределах от 3 до 5, для 

остальных фракций они имеют значения 7—9; 8—12; 12—20. 
У практически здоровых взрослых людей концентрация белковых 

фракций, выраженная в абсолютных единицах, составляет для аль-
буминов, СЕ|-, Ct2-, P-, у-глобулинов соответственно: 42,0—51,0; 2,0—5,0; 
1.0—7,0; 5,0—9,0; 8,0—17,0 г/л. 

Определение белковых фракций сыворотки крови 
методом электрофореза на ацетатцеллюлозе 

Весьма перспективным является проведение электрофореза бел-
ков сыворотки крови на ацетатцеллюлозных. пленках. Метод полу-
чил широкое распространение прежде всего для анализа различных 
ммсокомолекулярных веществ, мукополисахаридов, аминокислот и 
других биополимеров. Внедрение его в СССР долгое время тормози-
лось отсутствием отечественных образцов пленок из анетатцеллюло-
ш. Однако несколько лет тому назад во Всесоюзном научно-иссле-
ювательском институте синтетических смол (ВНИИСС — г. Влади-
мир) была разработана технология получения пористых ацетатных -
пленок для электрофореза и отлажена установка для массового их 
производства. Пленку выпускают в виде белых полосок длиной 
180±2 мм, шириной 2 5 ± 1 мм и толщиной 0,1 мм. По желанию за-
к.пчика ее габариты могут быть изменены. Упаковывают пленку се-
риями по 10, 25, 50 и 100 полосок в коробке. 

Мембраиы из ацетатцеллюлозы в качестве поддерживающей сре-
'Ihi обладают рядом больших преимуществ перед бумагой: они про-
|рачны, имеют равномерную пористость, быстро и хорошо смачи-
и.потея водой, а также водными растворами различных веществ. При 
ич использовании заметно уменьшается адсорбция белков, что прак-
тически исключает образование «хвоста» зоны альбумина; эидоосмос 
и листках целлюлозоацетата весьма незначителен. Полоски из аце-
1,1 щеллюлозы не содержат токсических и взрывоопасных веществ, не 
меняют своих свойств при хранении в течение года, если относи-
тельная влажность воздуха будет составлять 50—80 %, а темпера-
тура— от + 1 0 до 50°. Замена ими бумажных полос позволяет со-
i р.1тить время электрофоретпческого разделения белков сыворотки 
крови с 7—20 ч до 60—80 мин. Нанесение на пленку всего лишь 
0,001—0,002 мл (1—2 мкл) сыворотки крови четко выявляет фрак-
ции преальбумина, альбумина, нередко три фракции а-глобулппов, 

и ю две фракции (5-глобулннов и у-глобулины (при определенных 
условиях разделения обнаруживается восемь фракций вместо пяти, 
выявляемых на бумаге). Прозрачность полос значительно облегчает 
»•> шчественное определение фракций методом денситометрии. 

Простота и быстрота проведения анализа, использование мини-
•t I 'п.пых объемов биологических жидкостей делает этот электрофо-
• ."шческий метод особенно удобным для изучения белкового спек-
ipn сыворотки кровн. 

При осуществлении электрофореза иа ацетатцеллюлозных плен-
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ках большинство исследователей используют веронал-меднналовый, 
медннал-цнтратный буферы с рН 8,6. В последние годы было дока-
зано преимущество применения для этой цели трнс-буфера, обеспе-
чивающего более четкое разделепие фракций. 

Согласно методике Унлкиисона (1968), процесс подготовки аце-
татцеллюлозпой пленки к электрофоретическому разделению иссле-
дуемых смесей заключается в том, что в середине каждой ленты 
(размером 1 0 x 2 , 5 см) мягким карандашом проводят поперечную 
линию, служащую отметкой для нанесения образца (эта отметка дол-
жна быть сделана Jta полосках прел<де, чем они будут смочены рас-
твором). Затем ленты помещают иа поверхность веронал-мединало-
вого буфера (рН 8,6; 0,07 моль/л) для удаления воздуха из пор мем-
браны. Слишком быстрое погружение полосок в буфер приводит к то-
му, что пузырьки воздуха задерживаются в порах. Избыток буфера 
затем удаляют, а полоски промокают фильтровальной бумагой. Пос-
ле этого их располагают в заранее заполненном буферным раство-
ром приборе. Для нанесения сыворотки на ацетатцеллюлозную плен-
ку используют как аппликаторы, так и специальные микропипетки. 

Условия проведения электрофореза отчасти зависят от типа при-
меняемой аппаратуры. Электрофоретическое разделение на отечест-
венных приборах типа ЭФПА-250-0,05 и ЭПАУ-20-50 проводят в те-
чение 20 мин при напряжении 150 В и силе тока 0,4 мА на 1 см 
поперечника полосы ацетатцеллюлозной пленки. Как правило, элек-
трофорез на ацетилцеллюлозе осуществляют при градиенте потен-
циала 15 В/см и плотности тока до 0,5 мА/см. 

Для окраски ацетатцеллюлозных электрофореграмм чаще всего 
используют нигрозин, амидочериый 10 В, азокармии, бромфеноловый 
синий. Трудность выбора красителя заключается в различной способ-
ности индикаторов к связыванию с отдельными белковыми фракция-
ми. Большинство окрашивающих реагентов имеет сродство с альбу-
минами. Многие авторы отдают предпочтение пунцовому С (Ропсе-
ап S) индикатору, приобретающему при рН 10 красную, а при рН 
12,5 пурпурную окраску. Обычно раствор этого красителя готовят иа 
трихлоруксусноП кислоте или в смеси трихлоруксусной и сульфосали-
циловой кислот. Учитывая дефицитность пунцового С, сотрудники 
Всесоюзного научно-методического и контрольного центра по лабо-
раторному делу (1978) провели сравнительное исследование электро-
фореграмм, окрашенных упомянутым красителем и бромфеноловым 
синим. При этом они получили совпадающие результаты. Подтвер-
ждено, что бромфеноловый синий имеет большое сродство с альбу-
мином. М. Д. Луцик с соавт. (1972) проявляли электрофореграммы 
за 20 мин в растворе амидочерного 10 В (0,05 г/100 мл), приготов-
ленного на смеси из метанола, воды и уксусной кислоты (5:5:1), и 
затем доокрашивали их в реагенте, получаемом растворением 0,005 г 
нигрозина в уксусной кислоте концентрации 2,0 г/100 мл. Избыток кра-
сителя отмывали в смеси метанола, воды и уксусной кислоты (5:5:1). 
В. А. Храмов с соавт. (1976) для окраски электрофореграмм исполь-
зовали различные красители, рецепты приготовления которых были 
заимствованы ими из руководства Тодорова (1968). Наиболее эф-
фективными красителями оказались амидочериый 10 В (процесс об-
работки идет в течение 30 мин с последующим 2—3-часовым отмы-
ванием электрофореграмм в растворе уксусной кислоты концентра-
ции 5,0 г/100 мл) и нигрозин (длительность процесса — 1—2 ч с 
дальнейшим отмыванием образцов в течение 30 мин в растворе уксу-

44 



• pun"! кислоты концентрацией 20 г/1 л). Отмывание заметно ускоря-
т ь . механическим встряхиванием кюветы с раствором красителя и 
шггатцеллюлозными пленками на шуттель-аппарате. 

Оценка результатов осуществляется методом денситометрии или 
и олориметрически — после элюировання отдельных фракций белков 
П,| и раствором NaOH. 

Наряду с отечественным денситометром типа БИАН-170 можно 
in пользовать денситометры зарубежных фирм, например ERI-65 
(ГДР)- Последний позволяет производить запись как в прямом, так 
и и отраженном свете. 

После апробации различных модификаций способа электрофоре-
мнеского фракционирования белков па ацетилцеллюлозе мы пред-
пишем достаточно простой и доступный для широкого использования 

и клинике метод электрофореза, позволяющий быстро достичь четко-
Hi разделения белков на пять хорошо известных фракций (альбу-
мины, <*|-, az-, P-, у 'глобулины). 

Методика электрофоретического исследования 
белков сыворотки крови на пленках из ацетатцеллюлозы 

Принцип метода основан на электрофоретическом разделении 
белков сыворотки крови на пленках из ацетатцеллюлозы с последую-
щим фотометрическим определением белковых фракций. 

Реактивы. 1. Мединал-вероиаловый буфер, рН 8,6. Готовят из 
расчета 10,32 г медииала (натриевой соли веронала, диэтилбарбит-
VpiiTa натрия) и 1,84 г веронала па 1 л дистиллированной воды (см. 
подраздел «Определение белковых фракций сыворотки крови мето-
тнм электрофореза на бумаге» — Приготовление буферных раство-
|»мц). 

Ma практике хорошо оправдал себя такой способ приготовления 
(шрбнтуратного буфера. В большую круглую плоскодонную колбу 
(иа 6—7 л) вносят 51,5 г медипала, 9,2 г веронала, а затем осторож-
на вливают 5 л дистиллированной воды комнатной температуры (на-
гревание воды необязательно). Полное растворение барбитуратов 
происходит при периодическом помешивании буферной смеси в тече-
ние 3 ч. Достижение нужного значения рН во многом зависит от 
!очности взвешивания навесок медннала и веронала. 

2. Краситель — раствор индикатора амидочериый 10 В в сме-
и этанол-уксусная кислота. 

Для приготовления раствора красителя используют как отече-
Iпенный, так и импортный (венгерский, фирмы «Реанал») преиа-

риг. В первом случае необходимо брать 0,5 г, во втором—0,2 г ами-
тчерного 10 В на 100 мл смеси. Отечественный краситель создает 
•I мпо-коричневое, импортный — темно-синее окрашивание белковых 
Фракций. Мы использовали индикатор фирмы «Реанал». Для полу-
H ния раствора красителя в объеме 1 л 2 г реактива вносят в смесь, 
• п гоящую из 9 частей (900 мл) 96° этанола и I части (100 мл) 

' щщентрированной (ледяной или обычной, 98 г/100 мл) уксусной кис-
ти,!. Смесь Г О Т О В Я Т в мерном (па 1 л) цилиндре, затем переливают 
раствор в соответствующего объема колбу. После внесения индикато-
ра краситель «созревает» в течение одинх-двух суток. Однако поль-
•пиаться им рекомендуется спустя 10—14 дней — во избежание скру-
чшания в нем полос. Краситель сохраняет стойкость на протяжении 
до 1,5 мес (при комнатной температуре, в темноте). 
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3. Отмывающий раствор — уксусная кислота концентрацией 
4 г/100 мл. 

Ход определения. После заполнения специально приспособлен-
ных для электрофореза на ацетатцеллюлозе камер стандартного (ти-
па ЭФПА-250-0,05 и др.) или любого иного прибора буферным 
раствором полоски ацетатцеллюлозы смачивают буфером, осторожно 
погружая их в буферную смесь (иа 5 мип). Избыток влаги из лент 
удаляют фильтровальной бумагой. Затем полоски туго натягивают 
(они не должны провисать) и закрепляют в электрофоретпчсской ка-
мере. Последнюю закрывают крышкой, через ленты в течение 5 мин 
пропускают ток при градиенте потенциала 10—12 В/см (см. подраз-
дел «Определение белковых фракций методом электрофореза иа бу-
маге»— Условия проведения электрофореза). После отключения ка-
меры на поверхность ацетатцеллюлозной пленки наносят образец в 
объеме 4—5 мкл (для этой цели удобно использовать либо микропи-
петки на 10 мкл (0,01 мл), входящие в комплект чешских наборов 
фирмы «Лахема» для определения мочевины, либо специальные ап-
пликаторы). Нанесение сыворотки производят в соответствии с из-
ложенными (в подразделе «Определение белковых фракций методом 
электрофореза на бумаге») принципами, вдоль какого-либо ориентира 
или по метке, которая предварительно отмечается шариковой ручкой 
с мягким стержнем. Прибор включают вновь и проводят электрофо-
ретическое разделение белков сыворотки крови около двух часов 
при градиенте потенциала 12 В/см и плотности тока 0.5 мА/см (кон-
кретные условия осуществления электрофореза устанавливают опыт-
ным путем). После отключения прибора пленки вынимают и сразу 
же помещают их на 5—10 мин в раствор красителя. Свежеприготов-
ленный раствор окрашивает фракции в течение нескольких минут; в 
дальнейшем полосы деформируются. Отмывают пленки от избытка 
красителя до тех пор, пока не исчезнет окраска фона, для чего ис-
пользуют две порции отмывающего раствора: сначала полоски на не-
сколько минут погружают в первую порцию уксусной кислоты (ее 
выливают), затем на 10 мин — во вторую (эту порцию можно сохра-
нить в колбе для последующего отмывания электрофореграмм). По 
завершении рассматриваемого процесса в ту же кювету наливают 
дистиллированную воду, где электрофореграммы при необходимости 
могут быть оставлены на сутки и более. Извлеченные из дистилли-
рованной воды полоски укладывают на чистый лист фильтровальной 
бумаги, белковые фракции электрофореграмм вырезают и помешают 
в пробирки, куда вносят элюнрующий раствор: в пробирку с фрак-
цией альбумина —8,0 мл, в остальные — по 4,0 мл. Через 20 мин со-
держимое пробирок переливают в кюветы ФЭКа (с толщиной слоя 

5 мм) и колориметрнруют при красном светофильтре (630—690 им). 
Ответ выражают в относительных или абсолютных единицах (что 
лучше), учитывая вдвое больший объем элгоата в первой пробе. 

П р и м е ч а н и я : сотрудники Всесоюзного научно-методического и конт-
рольного центра по лабораторному делу предлагают: !. Вместо веропал-медн-
налового использовать мединал-цитратный буфер. рН 8.6. Способ его приго-
товления состоит в следующем: 7,36 г мединала и 0,3 г лимонной кислоты 
(цитрата) растворяют в 700 мл дистиллированной воды э мерной колбе ем-
костью I л и доводят водой до метки. 

2. Заменить краситель амидочерный 10 В раствором пунцового С в 
5 г/100 мл растворе трихлоруксусной кислоты. При отсутствии пунцоаого С. 
рекомендуют также применять раствор бромфенолового синего, приготовлен-
ный по следующей прописи: бромфенолового синего (индикатор) — 0,5 г. 
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v.имu — 10,0 г. уксусной кислоты ледяной — 20,0 мл, поды дистиллирован-
Iicift — 980 м л . 

3. Извлеченные после отключения электрофоретической камеры пленки 
ушить вначале на воздухе, затем в сушильном шкафу при +IOO0C в тече-

шь 10 мин (следить, чтобы пленка была натянута). 
1. Полученные электрофореграммы подвергать денситометрни на стан-

ыртном денситометре типа БНАН-170. 

Гертел и Жанецки (1976) при параллельном исследовании 150 
• ыиороток крови методом электрофореза иа ацетатцеллюлозных плен-
I..IX (с окраской пунцовым С) и методом электрофореза на бумаге 
выявили некоторое различие в результатах. Этот факт нужно учиты-
и.1 гь при переходе с одного вида биохимического анализа па дру-
I ой. 

Показатели нормы, полученные рекомендованным нами методом, 
практически не отличаются от результатов, известных для метода 
мектрофореза на бумаге. 

Диск-электрофорез 

Новый этап в клинической протеинологии связан с открытием 
пристенном и Дэвисом (1959) диск-электрофореза — метода зональ-
ного электрофореза, в котором в качестве поддерживающей среды 
применили полиакриламндный гель (ПААГ) . Впервые этот реагент 
был использован одновременно в двух лабораториях (Орнстейн и 
Чэвис, 1959; Раймонд и Вейнтрауб, 1959). Новая поддерживающая 
• реда позволила значительно увеличить разрешающую способность 
•лектрофоретического исследования. В последующие годы (1964) 
шторы метода усовершенствовали его, предложив простую и удоб-
ную технику исполнения. 

Метод обладает неоспоримыми преимуществами—это возмож-
ность стандартизации величины пор, абсолютная прозрачность геля, 
• го эластичность, твердость, термоустойчивость, отсутствие явлений 
адсорбции и электроосмоса, небольшая потребность в реактивах для 
производства анализов, простота аппаратуры, образование предель-
но узкой стартовой зоны, весьма небольшие количества анализируе-
мого биологического материала (I—100 мкг), часто отсутствие не-
обходимости в предварительном концентрировании разбавленных ра-

I поров веществ, подлежащих разделению, быстрота разделения 
(.40—60 мин), высокая разрешающая способность и простота иссле-
дования (белков, ферментов, нуклеиновых кнелот и других метабо-
IHTOB) . Поэтому число исследователей, использующих в своей ра-

боте данный метод для фракционирования различных белковых сме-
« гй, возрастает. 

Для получения геля применяют смесь двух веществ — собствен-
но акриламида (H2C = C H - C O - N I - I 2 ) и N, N'-метиленбисакриламида 
( I I 2 C = C H - С О — N H - C H 2 - N H - С О — C H = CII2). В зависимости от 
очетания этих соединений получают полимеры с различной частотой 

и размерами пор. Размеры пор определяет количество N, N'-мети-
н ибисакриламида в реакционной смеси, поскольку он содержит так 

ни (ываемые поперечные метиленовые мостики, от количества которых 
•ивисит в конечном счете и диаметр пор геля. 

При диск-электрофорезе значения рН и размеры пор неодинако-
вы в разных частях колонки, благодаря чему возникает эффект кон-
центрирования: в верхней (например, «кислой») части колонки веще-
• сна собираются в резко ограниченной зоне, в нижней они раздел я-
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ются. Верхняя часть геля с крупными порами, через которые ве-
щества проходят беспрепятственно, называется концентрирующим 
гелем, нижняя часть с мелкими порами — разделяющим. Благодаря 
эффекту концентрирования диск-электрофорезу можно подвергать 
такие разбавленные белковые растворы, как спинномозговая жид-
кость и др. 

Таким образом, разделение веществ этим способом основано на 
сочетании эффекта концентрирования и эффекта молекулярного сита. 

Особый интерес представляет метод диск-электрофореза для 
разделения белков сыворотки крови, так как благодаря его высокой 
разрешающей способности создается возможность качественной и 
количественной оценки значительно большего числа фракций, чем 
то, которое выявляется при электрофорезе иа других носителях. 
А это, в свою очередь, формирует предпосылки для установления 
генетических типов белковых фракций сыворотки крови. Различные 
модификации методики Дэвнса (1964) и Орнстейиа (1964) позволя-
ют регистрировать от 20—25 до 40 фракций. 

Подробное описание метода диск-электрофореза белков сыво-
ротки крови в полиакриламидном геле приводят Maypep (1971), 
Э. Г. Ларский (1971), 'Г. Ф. Пирогова (1975), широко использовав-
шая разработанный ею способ автоматизированной (на ЭВМ) коли-
чественной обработки денсптограмм диск-электрофореграмм. 

Как справедливо отметил Л. В. Велик с соавт. (1972), при вы-
полнении этого вида исследования прежде всего необходимо обра-
тить внимание на генетическую связь белковой системы сыворотки 
крови с тем либо иным типом гаптоглобина, поскольку от решения 
этого вопроса зависит правильная оценка диск-электрофореграммы. 

Тип Hp 1-1 гаптоглобина (Hp) представлен только одной, часто 
раздвоенной фракцией, следующей сразу за трансферрнном — наибо-
лее постоянной и всегда четко выделяемой фракцией белков сыворот-
ки (плазмы) крови. Сыворотки с гаптоглобином типа Hp 2-1 содер-
жат помимо этой еще шесть его фракций, располагающихся в ка-
тодной области посттрансферриновой зоны. Сывороточный тип Hp 2-2 
не представлен отмеченными фракциями, но характеризуется пятью 
компонентами с подвижностью меньшей, чем таковая при сыворо-
точном типе Hp 2-1, поэтому указанные фракции локализуются в ка-
тодной трети посттрансферриновой зоны. 

Для идентификации всех выявленных дисков Эванс и Квик 
(1966) ввели индекс R t , показывающий соотношение относительной 
подвижности данной фракции к подвижности известной и всегда 
имеющейся фракции трансферрина. Фельгеиауэр с соавт. (1967) поль-
зовались индексом RA , представляющим собой относительную по-
движность, рассчитанную по отношению к альбумину. К сожалению, 
распознавание фракций по одним лишь этим показателям требует 
максимальной, не всегда выполнимой стандартизации условий опытов 
и, главное, не учитывает генетических вариантов белков сыворотки. 
Поэтому для более точной идентификации отдельных белковых 
фракций исследователи предложили к применению специальные 
окраски на различные протеиды. Качество выявления белковых фрак-
ций во многом зависит от природы красителя, связывающегося с 
белком, а также от используемого способа окрашивания. 

Так, показано, что амидочериый 10 В обладает более низкой чув-
ствительностью, чем кумаси R-250 в метаноле и кумаси R-250 в ТХУ; 
уровень фона при окраске кумаси R-250 в метаноле значительно вы-
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Itier чем у других красителей. Амидочериый 10 В позволяет обнару-
живать только одну полосу в зоне преальбумннов, в то время как 
кумаси R-250 в ТХУ и G-250 — две. Это обусловлено, вероятно, су-
ществованием сродства определенных белковых фракций к указан-
ным красителям типа кумаси. 

При необходимости получить быстрые (в течение 2 ч) результа-
IU М, 10. Васильев и В. В. Калашников (1979) рекомендуют исполь-
зовать для окраски белков раствор G-250, применение которого не 
требует отмывки. При анализе сложных белковых смесей методом 
мыбора является использование кумаси R-250, растворенного в ТХУ. 
Метод обладает высокой чувствительностью и позволяет получать 
результаты через сутки. 

Изучение биологических жидкостей неизвестного белкового со-
става вызывает необходимость применить несколько методов окрас-
ки с целью выбора оптимального красителя. 

Мы изучали методом диск-электрофореза состав углеводно-бел-
ковых комплексов сыворотки крови, для чего использовали реагенты, 
окрашивающие не белковый, а углеводный компоненты белков. 
При этом достигали весьма четкого разделения белковых фракций 
сыворотки крови. 

Для выявления гликопротеидов столбики нолнакрнламндного ге-
ля фиксируют в течение ночи в водном растворе нзонропанола 
(25 г/100 мл), затем за 2 ч отмывают дистиллированной водой и по-
|ружают на 50 мин в раствор йодной кислоты концентрацией 
I г/100 мл, приготовленной в 0,2 моль/л раствора ацетата натрия. 
После повторного отмывания дистиллированной водой (в течение 
I ч) столбики полнакриламидного геля помещают на 50 мни в реак-
JHB Шиффа. Для приготовления указанного реактива 1,5 г фуксина 
растворяют в 500 мл кипящей дистиллированной воды, охлаждают 
до + 5 5 0C и фильтруют. К охлажденному до + 4 0 0C раствору до-
бавляют 25 мл 2 н HCl и 3,75 г метабисульфита натрия, все хорошо 
перемешивают для ускорения растворения. Объем доводят дистилли-
рованной водой до 500 мл. Закрыв сосуд пробкой, ставят его на 
Ki ч в холодильник. Затем к раствору добавляют 1,25 г активиро-
илнного угля и спустя 40—60 с смесь быстро фильтруют. Приготов-
ленный реактив хранят в холодильнике при температуре + 4 °С, в ко-
тром гели выдерживаются в темноте. После этого их в течение 
0 мни (лучше 3 раза по 10 мин) обрабатывают свежеприготовлен-

ным 0,5 г/100 мл раствором метабисульфита натрия и отмывают ди-
стиллированной водой. Гели хорошо сохраняются в растворе уксус-
ной кислоты концентрацией 7 г/100 мл. 

Из индивидуальных белков сыворотки крови особый интерес 
представляет определение трансферрнпа, церулоплазмниа и гапто-
I лобнна, для чего применяют специальные красители. 

Трансферрнн является специфическим переносчиком железа в 
плазме крови. В настоящее время с помощью различных способов 
•лектрофореза идентифицировано около 20 вариантов трансферрина. 
•'Iля получения электрофореграммы трансферрина рекомендуется 
(\ С. Рафиков, 1977) к 0,5 мл исследуемой сыворотки добавить 
и,!» мл 1,5 г/100 мл раствора риванола (осаждающего все белки сы-
иоротки крови, кроме иммуноглобулинов и трансферрина) и центри-
фугировать смесь в течение 10 мин при 3000 об/мин. Дисковый 
•лсктрофорез (см. подраздел «Методика диск-электрофоретического 
Фракционирования белков сыворотки крови») надосадочной жидко-
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сти проводят в 7,5 % полиакриламидном геле с концентрацией по 
акрнламнду 7,5 г/100 мл в трисглициновом буфере с рН 8,3 в течение 
80—120 мин при силе тока 2—3 мА на одну колонку. Компоненты 
трансферрина выявляют реактивом, обычно применяемым для обна-
ружения пероксидазы. Каждый столбик геля никубируют при + 3 7 0C 
2—3 ч в смеси из 8—10 мл бензидин-гваяколового раствора (его го-
товят из 50 мг бензндина+135 мг гваякола+25 мл 10 г/100 мл уксус-
ной кислоты; реагент перед употреблением разводят дистиллированной 
водой в соотношении 1:5), 1 мл 0,2 моль/л ацетата натрия, 0,1 мл 
ммоль/л сульфата марганца и 1—2 капель перекиси водорода (кон-
центрация 30 г/100 мл). Смесь указанного состава используют также 
для окрашивания компонентов белка гаптоглобина и гемоглобина. 
Сыворотку для электрофореза готовят общепринятым способом (см. 
подраздел «Методика диск-электрофоретического фракционирования 
белков сыворотки крови» — Нанесение проб исследуемой биологиче-
ской жидкости). После процедуры разделения гели выдерживают в 
бензидии-гваяколовом растворе в течение 10—20 мин с последую-
щим 2—3-кратным отмыванием их раствором уксусной кислоты кон-
центрацией 10 г/100 мл. На прозрачном фоне геля компоненты желе-
зосодержащих белков окрашиваются в коричневый или корпчнево-
краспый цвет. Идентификацию вариантов трансферрина проводят иа 
основании относительной электрофоретнческой подвижности транс-
феррина CC. 

Maypep (1971) для выявления гаптоглобина рекомендует поль-
зоваться смесью, которую готовят следующим образом: к 0,2 г бен-
зидина добавляют 0,5 мл ледяной уксусной кислоты и 100 мл ди-
стиллированной воды, после тщательного перемешивания раствора 
в него вносят 0,2 мл 30 г/iOO мл H2O2. При инкубации в течение 30 
мин образуются синие полосы, длительное выдерживание в воде пре-
вращает их в темно-корнчневые. 

Для определения церулоплазмипа гели инкубируют в растворе 
парафенилендиамипа (1 г/100 мл, рН 5,7) прн температуре + 3 7 0C 
в течение часа. 

С целью количественного учета диск-электрофореграмм белков 
сыворотки крови пользуются либо способом злюции связавшегося с 
белком красителя либо методом денситометрии. 

Опыт нашей работы показал, что добавление в элюирующнй 
раствор реагента, облегчающего выход связанного с белком красите-
ля за счет частичного разрушения структуры полиакриламидного 
геля (додецилсульфат натрия, днметилформамид и другие), все-таки 
не обеспечивает полноты элюции, а сам процесс разрезания столбика 
геля на зоны (желательно его предварительно замораживать) не ли-
шен возможности внесения в исследование множества погрешностей 
и неточностей. 

Вот почему в последние годы предпочтение отдается прямому 
сканированию диск-электрофореграмм в проходящем монохроматиче-
ском световом потоке, хотя некоторые авторы рекомендуют фотогра-
фировать гели и лишь затем обрабатывать негативы или позитивы 
методом денситометрии. 

Поскольку серийный выпуск микроденситометров еще не нала-
жен, для получения деиситограмм диск-электрофореграмм приспо-
сабливают микрофотометры (типа МФ-4, ИФО-451 и другие), спектро-
фотометры, микроскопы, а также широко распространенный в нашей 
стране денситометр ERI-65 (ГДР). В научных учреждениях исполь-
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!уют и специальные приборы зарубежных фирм, например Chromos-
гап. Деиситограммы в дальнейшем подвергаются как качественной 
(па основании значений R t ) , так и количественной (по площадям 
пиков и прочим параметрам) обработке. 

Т. Ф. ГГпрогова доказала возможность автоматизированной рас-
шифровки денситограмм с применением ЭВМ. 

Мы, как и некоторые другие авторы, всю диск-электрофореграм-
му разбиваем на восемь основных зон, каждой из которых соответ-
ствуют свои значения электрофоретической подвижности (табл. 8). 
Гюлыпииство зон включает в себя ряд отдельных белковых фрак-
ций. 

Гибл. 8. Наименование зон и RT белков и гликопротеидов, 
разделенных методом электрофореза в ПААГ 

Обозначение 
зон Наименование зон R.,. белков и 

гликопротеидов 

I Альбуминовая 2,07—1,55 
II Постальбуминовая 1,50—1,23 

III Трансферриновая 1,0 
IV Комплементарные глобулины 0,83—0,70 
V Быстрые посттрансферрииы 0 , 6 5 - 0 , 5 0 

VI Медленные лосттрансферрнны 0 , 4 7 - 0 , 3 6 
VII Иммуноглобулины, гаптоглобины 0,24—0,12 

VIII Макроглобулиновая 0 ,10—0,02 

Альбуминовая зона образована cii-гликопротеидом и альбумином. 
11<>стальбумииовую зону составляют a t н а2-глобулины. Трансферрин 
относится к быстрым (З-глобулинам. Посттрапсферрииовая зона 
мключает в себя фракции гаптоглобина, церулоплазмииа, иммуно-
глобулинов А и G. Этой зоне предшествуют комплементарные гло-
булины, представленные комплементарными белками, гаптоглоби-
IMми. Последняя, макроглобулиновая, зона образована аг-макрогло-
Оулином, p-липопротеидом, иммуноглобулинами G, М. 

Методика диск-электрофоретического 
фракционирования белков сыворотки крови 

Принцип метода. Электрофорез в полиакриламидиом геле, как и 
пругие виды аналогичных исследований, основан на использовании 
неодинаковой электрофоретической подвижности различных белковых 
Фрикций. Кроме того, как уже отмечалось, гель играет роль моле-

лирного сита: вещества, имеющие размеры молекул большие, чем 
in Iметр пор геля, проходят через гель, не проникая внутрь его час-
т и , соединения лее, характеризующиеся размерами молекул, мень-
ш и м и диаметра пор геля, будут проходить через гель по порам, и 

51 



поэтому их движение окажется замедленным. Благодаря своей спо-
собности избирательно адсорбировать более мелкие молекулы 
молекулярное сито позволяет разделять фракции с различной 
молекулярной массой. 

Реактивы. Исходные реагенты: 1) 1 и соляная кислота (HCl); 
2) ТРИС —трис(оксиметил)аминометан; 3) ТЕМЕД — N , N1 N', N'-
тетраметилэтилендиамин; 4) БИС (или М Б А ) — N , N'-метиленбис-
акриламид; 5) иадсернокислый аммоний (персульфат аммония); 
6) рибофлавин; 7) сахароза; 8) уксусная кислота ледяная; 9) 1 и 
раствор КОН; 10) I моль/л раствора ортофосфорной кислоты 
(H3PO4). 

Все реактивы готовят иа бидистнллированной пли дистиллиро-
ванной воде. 

Схемы получения исходных растворов для полимеризации геля: 
раствор 1, рН 8,9: 1 и соляная кислота —48 мл, ТРИС —36,6 г, 
ТЕМЕД —0,23 мл, вода — д о 100 мл; 

раствор 2: акриламид — 30,0 г, БИС —0,8 г, в о д а — д о 100 мл; 
раствор 3: аммоний иадсернокислый (персульфат аммония) — 

0,14 г, в о д а — д о 100 мл (раствор должен храниться не более 7 дней 
в холодильнике); 

раствор 4, рН 6,9: 1 н соляная кислота—48 мл, ТРИС — 5,98 г, 
1 моль/л H3PO4 — 25,6 мл (по оригинальной прописи вместо раство-
ра ортофосфорной кислоты используют ТЕМЕД в объеме 0,46 мл), 
вода — до 100 мл; 

раствор 5: акриламид — 10,0 г, Б И С — 2 , 5 г, вода — д о 100 мл; 
раствор 6: рибофлавин — 0,004 г, вода — до 100 мл; 
раствор 7: сахароза — 40,0 г, вода — до 100 мл. 
Растворы могут сохраняться в течение нескольких недель (до че-

тырех месяцев в темных склянках в холодильнике при + 4 ° С ) . 
П р и м е ч а н и е. При приготовлении растворов, содержащих БИС 

(растворы 2 н 5), вначале в небольшом количестве подогретой воды раство-
ряют БИС, затем акриламид и объем смеси доводят водой до метки, после 
чего раствор фильтруют. 

Схема приготовления мелкопористого разделяющего геля с кон-
центрацией по акриламид у 5 г/100 мл, рН 8,9 (смесь 1 ш): 1 объем 
раствора 1, 2 объема раствора 2, 1 объем бидистиллироваипой воды, 
рН 8,9. К полученной смеси добавляют равный объем раствора 3. 
В конечном итоге схема приобретает следующий вид: 1 объем рас-
твора 1, 2 объема раствора 2, I объем бидистнллированной воды, рН 
8,9, 4 объема раствора 3. 

Схема приготовления крупнопористого концентрирующего геля: 
1 объем раствора 2, 2 объема раствора 5, 1 объем раствора 6, 
4 объема раствора 7. 

Схема приготовления основного раствора для электродного бу-
фера: ТРИС—6,0 г, глицин — 28,8 г, вода дистиллированная — до 
1000 мл, рН 8,3. Перед употреблением разбавлять в 10 раз! 

Схема приготовления раствора красителя: бромфенол синий— 
0,001 г, вода дистиллированная—до 100 мл. 

Схема приготовления красящего раствора-фиксатора: амидочер-
иый 10 В —1,0 г, раствор уксусной кислоты концентрации 
10 г/100 мл — д о 100 мл. 

Консервирующим раствором-дифференциатором является раствор 
уксусной кислоты концентрации 7 г/100 мл. 

Оборудование. Для проведения аналитического диск-электрофо-
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I- ia в полиакриламидном геле отечественной промышленностью вы-
даются приборы типа ПЭФА-1 и некоторые другие. 

Из импортных приборов в нашей стране широко распространены 
• нелогично устроенные аппараты венгерской фирмы «Реанал» (мо-

щ» №69) . Одним из недостатков конструкции прибора является 
'> Iсутствие системы охлаждения гелей. Несмотря на это, при умелом 
«то использовании, как правило, достигается четкое разделение бел-
' он иа фракции. 

Ход выполнения основных этапов диск-электрофоретического ис-
ледования белков сыворотки крови. Хранимые в холодильнике реак-

ции.! перед исследованием вынимают и выдерживают некоторое вре-
мя при комнатной температуре (для их согревания). Стандартные 
• и'клянные трубочки с отшлифованными концами укрепляют в спе-
циальной подставке согласно инструкции, прилагаемой к прибору. 
I1 алее приготавливают раствор мелкопористого геля с рН 8,9. Основ-

ные растворы (1 объем смеси 1 ш и 1 объем раствора 3) тщательно 
1 мешивают в небольшой склянке. Чтобы предотвратить образова-
ние в процессе полимеризации геля воздушных пузырьков (в зна-
чительной мере препятствующих процессу разделения), желательно 

чалить из основных растворов воздух, для чего можно использовать 
подключенный к склянке водоструйный или другой отсос. 

В стеклянные трубочки пипеткой вносят по 2 мл раствора мел-
I онористого геля (следя за тем, чтобы в него не попали пузырьки 
»о.1 духа); на поверхность этого раствора наслаивают 0,2—0,3 мл ди-

I пллнрованной воды или разведенного буфера. Это один из наиболее 
и 1жных этапов в приготовлении геля, обеспечивающий образование 
I опиой (за счет выравнивания менисков) его поверхности и улучшаю-
щий полимеризацию (вследствие исключения доступа кислорода, ко-
торый препятствует данному процессу). Воду (разбавленный буфер) 
M п ланвают весьма осторожно, с сохранением четкой границы между 
IHit и полимеризующейся смесью. Удобно наносить воду па поверх-
ное и, раствора специальной пипеткой с ниткой, протянутой через ее ка-
HiM, или пипеткой с тонко оттянутым концом; для этих целей можно 
ФНспособить небольшой шприц с присоединенной к нему тонкой по-
II I галеновой трубочкой. По мере полимеризации граница между 

иодой и смесью смазывается, и лишь после завершения процесса она 
нона становится четко различимой. Чтобы поверхность геля была 

юн ильно гладкой, трубки во время полимеризации нельзя переме-
ны.. Несоблюдение предосторожностей приводит к смешиванию на-
минаемого раствора с раствором геля, что создает неравномерную 

пористость и обусловливает плохую полимеризацию геля, в результате 
чг.чшается разрешающая способность электрофоретического нссле-

и н.ншя. Полимеризация ускоряется при освещении трубок лампой 
ох иного света. По истечении 30—40 мин процесс завершается, о чем 

можно судить по слабому нагреванию стеклянных трубочек, а также 
но образованию хорошо различимой границы между полнакриламид-
пыч гелем и водной фазой. Быстрым движением руки осторожно 
• IpnNimaiOT с геля наслоенную жидкость (ее можно удалить из тру-
fIoK и с помощью фильтровальной бумаги). 

При приготовлении раствора крупнопористого (верхнего) геля 
м кивать воздух из раствора необязательно, однако готовящуюся 
мееь желательно предохранять от воздействия яркого света (из-за 

in гиительности к нему рибофлавина). Стеклянные трубочки опола-
• инают 0,1—0,2 мл раствора мономера (для полного удаления дру-
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гих компонентов) и в каждую колонку пипеткой вносят 0,2 мл рас-
твора мономера, используемого для приготовления крупнопористого 
концентрирующего геля; затем уже известным способом наслаивают 
0,1—0,2 мл (би)дистиллированной воды. Нанесение ее на поверх-
ность смеси играет ту же роль, что и в случае формирования мелко-
пористого геля. 

Полимеризация геля осуществляется за счет фоточувствительиого 
катализатора рибофлавина, поэтому штатив (ы) с гелями располага-
ют около ультрафиолетовой лампы мощностью 250—500 Вт или дру-
гого источника яркого света (фотополимеризация произойдет и при 
дневном свете и даже при свете лампы накаливания, но за более 
длительный период времени). О начале процесса образования 
геля свидетельствует переход флюоресцирующего желто-зеленого 
цвета в опаловый, о конце — резкое отделение геля от наслоенной 
жидкости. 

По завершении полимеризации верхнего слоя (на что требуется 
около получаса) нанесенную жидкость сливают с крупнопористого , 
геля, а гелевые трубочки ополаскивают раствором крупнопористого 
мономера, ранее приготовленного для анализа. 

Сформированный (объемом 0,2 мл) диск, соприкасающийся с 
мелкопористым гелем, производит концентрирующий эффект. 

Пробы биологической жидкости (100—200 мкг белка) смешивают 
с раствором крупнопористого мономера таким образом, чтобы 2/3 
общего объема (0,2 мл) приходились на крупнопористый мономер. 
Это обеспечивает его хорошую полимеризацию. До электрофоретиче-
ского разделения белков сыворотки рекомендуется также к 0.05 мл 
ее добавлять 0,1 мл раствора 4 и 0,55 мл раствора 7. В трубку с 
помощью микропипетки с оттянутым концом вносят 0,05 мл этой сме-
си. Мы получали хорошее разделение белков и при непосредственном 
внесении в колонку (трубку) 0,01 мл анализируемой сыворотки. По-
скольку эта (верхняя) часть геля в дальнейшем непосредственно со-
прикасается с электродным буфером, на верхний слой геля наслаива-
ют электродный буфер, разбавленный в 10 раз. В случае, если пробу 
вносят вместе с крупнопористым мономером, полимеризацию его же-
лательно проводить прн ультрафиолетовом освещении. При примене-
нии же в качестве разбавителя биологической жидкости раствора мо- | 
номера с сахарозой (раствор 7) полимеризации не требуется. 

К смеси сыворотки желательно (особенно в процессе отработки 
методики) добавлять 1 каплю красителя бромфенолового синего для 
наблюдения за движением белка прн электрофорезе (бромфеиоловый 
синий перемещается впереди первой фракции — преальбумииа). 

Период времени, в течение которого происходит полимеризация 
крупнопористого геля, можно использовать для подготовки аппарата 
к осуществлению электрофореза. Верхнюю часть прибора стыкуют с 
нижним буферным резервуаром, который предварительно заполняют 
разбавленным в 10 раз буферным раствором. Ухудшающие электри- J 
ческнй контакт воздушные пузырьки удаляют с концов трубочек, \ 
входящих в буферный раствор нижнего резервуара, многократным, 
но осторожным встряхиванием раствора или ипым способом (напри-
мер, шприцем с иглой, заполненным электродным буфером)'. Осто-
рожно приливают в верхний резервуар десятикратно разбавленный 
буферный раствор. Вместо внесения красителя в колонку можно до-
бавлять T мл его раствора ко всему объему буфера, заливаемого в 
верхний резервуар. Правда, этот способ менее предпочтителен, чем 
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первый, поскольку он нередко приводит к загрязнению буфера, со-
м'ржащегося в нижней камере. 

Высококачественного электрофоретнческого разделения белков 
t Kiio достичь в условиях охлаждения камеры. Если в конструкции 

прибора не предусмотрены устройства (системы) для охлаждения, 
аппарат помещают в холодильник. Электроды камеры присоединяют 
I. соответствующим полюсам источника постоянного напряжения. При 
подключении электрофоретической камеры к прибору следует нехо-
Iiiib из того, что белки с изоэлектрической точкой, более низкой, чем 
pll буферной системы, будут продвигаться от катода к аноду, а при 
более высоком значении рН, чем то, которое соответствует пзоэлек-
!рической точке,— от анода к катоду. 

Длительность проведения электрофореза во многом зависит от 
природы анализируемого образца и концентрации используемого ге-
не О месте расположения белковых фракций и периоде времени, 
in обходимом для осуществления электрофоретнческого разделения, 
может дать определенную информацию метка красителя, молекулы 
которого перемещаются с фронтом подвижных ионов. 

В течение первых 15 мин электрофорез проводят прн силе тока, 
in1 превышающей 2 мА на каждую отдельную трубочку (для этого 
Н У Ж Н О установить необходимое напряжение). Затем силу тока следу-
ет увеличить до 5 мА на каждую трубочку. Ток пропускают до тех 
пор, пока окрашенное кольцо буфера не достигнет уровня, отстояще-
Iii на 5 мм от нижнего края столбика полиакрнламндного геля. 

После завершения электрофореза гслевые трубочки вынимают из 
мерхиего резервуара. Гель из стеклянных трубочек можно легко уда-
IHTb1 перемещая стальную иглу в промежутке между гелем и труб-
кой под слоем дистиллированной воды. Отделение столбика происхо-
дит за счет вводимой под давлением из присоединенного к игле шпри-
Hii воды, в результате чего гель обычно легко извлекают из трубочки, 
!атем его погружают иа 20—30 мин в раствор-фиксатор. 

После окрашивания гели промывают водой и помещают на не-
сколько суток в раствор-дифференциатор. Путем многократной сме-
ны раствора удаляют краситель, не связанный с белкамн. Этот про-
цесс значительно ускоряют добавлением в пробирки с отмываемыми 
• юлбнкамн порошка активированного угля, в некоторых случаях 
(при наличии соответствующего устройства) используют электрофо-
ра гическое обесцвечивание гелей. В результате не содержащие бел-
I им зоны геля становятся прозрачными. Теперь можно перейти к эта-
Iiv качественной (по электрофоретической подвижности белков отно-
сительно подвижности трансферрина, альбумина или гораздо реже — 
кр !сителя) и количественной оценки электрофореграмм. Последние 
,'•шустимо хранить на протяжении 1—2 месяцев в пробирках, напол-
ненных раствором-дифференциатором. При большем сроке выдержи-
мання в нем гелей часть связанного с белками красителя переходит 
H уксусную кислоту. Поэтому, если возникает необходимость длитель-
ны о хранения гелей, их следует высушить при комнатной темпера-
I vpe на пластмассовом листе или стеклянной пластинке. В течение 

' кольких дней гели усыхают до тоненьких стерженьков и в таком 
ннде могут сохраняться без изменений несколько лет. При последую-
щем помещении их в раствор уксусной кислоты (концентрация 
V г/100 мл) гелевые стерженьки вновь восстанавливают свой перво-
начальный объем. 

Количественные методы оценки электрофореграмм в полиакрил-
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амндном геле п основном заключаются в сканировании пативных, 
различно обработанных гелей и отпечатков. Из всех известных спо-
собов наибольший интерес представляет тот, который основывается 
на использовании принципа прямой денситометрии. Это обусловлено 
не только высокой разрешающей способностью метода, но и тем, что 
при сканировании диск-электрофореграмм не нужно выполнять таких 
трудоемких этапов определения, как выделение отдельных белковых 
фракций из столбика полиакриламидного геля (что далеко не всег-
да осуществимо), его разрушение, элюция красителя, фотометрия 
раствора. При прямой денситометрии остается документальная за-
пись (денситограмма), которая и подвергается качественной и коли-
чественной обработке. 

Использование при денситометрии луча лазера (генерируемого 
оптическим квантовым генератором ЛГ-52-3) давало в наших иссле-
дованиях результаты, наиболее близкие к получаемым при элюирова-
иии зон фракций гликопротеидов. 

Наряду с прямым денситометрированием применяется и способ 
фотографирования гелей. Окрашенные гелевые столбики, находящие-
ся в 20—30-миллилитровых стеклянных пробирках с раствором уксус-
ной кислоты (7 г/100 мл), помещают в вертикально-наклонное (до 
10—15°) положение возле матового стекла иегатоекопа (Н. Н. Ста-
ростин, 1976). Наклонное положение в сторону фиксации негатоско-
па обеспечивает стабильное соприкосновение гелевых столбиков со 
стенкой пробирки. Рамка нужного размера, ограничивающая свобод-
ное поле матового стекла пегатоскопа, может быть изготовлена из 
полос черной бумаги. Необходимые пояснения рекомендуется отпеча-
тать на тонкой бумаге и прислонить их к стеклу с краю от пробирок 
с гелевыми столбиками. В качестве фотокамеры пригоден любой ап-
парат с зеркальной оптической системой. Снабжение его насадочными 
кольцами позволяет производить съемку с расстояния не более 50 см. 

Клинико-диагностическое значение 
исследовании протеинограмм 

Для диагностики заболеваний внутренних органов большое зна-
чение имеет комплексная оценка изменений всех выявляемых на но-
сителе (обычно па бумаге, ацетатцеллюлозной пленке) белковых 
фракций. В связи с этим принято выделять определенный для ряда 
патологических состояний тип электрофореграмм (протеинограмм): 

1) соответствующий острым воспалительным процессам. Харак-
теризуется значительным уменьшением содержания альбуминов и 
большей выраженностью фракций Ui- и а2-глобулииов; в поздние 
стадии заболевания обычно отмечается увеличение уровня у-глобули-
нов. Этот тип протеинограмм свойствен начальным стадиям пнев-
моний, острым полиартритам, экссудативному туберкулезу легких, 
острым инфекционным заболеваниям, сепсису, обширному инфаркту 
миокарда; 

2) характерный для хронического воспаления. Отличается уме-
ренным уменьшением фракции альбуминов и выраженным увеличе-
нием уровня CT2-, у-глобулипов. Этот тип электрофореграмм соответ-
ствует поздней стадии пневмоний, хронического туберкулеза легких, 
хронического эндокардита, холецистита, цистита и пиелита; 

3) отражающий нарушение функции почечного фильтра. Харак-
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!еризуется значительным уменьшением содержания альбуминов, по-
мышением концентрации а2 - и ^-глобулинов при умеренном сниже-
нии уровня у-глобулииов. Этот тип протеинограмм свойствен гсну-
ннному или липоидиому нефрозам, амилоидному нефрозу, нефритам, 
нсфросктгерозу, токсикозам беременности, терминальным стадиям ту-
беркулеза легких, кахексням и ряду других заболеваний; 

4) соответствующий злокачественным новообразованиям. Обна-
руживается резкое снижение содержания альбуминов при значитель-
ном увеличении всех глобулииовых фракций. Наиболее высокого 
подъема достигает уровень (5-глобулииов. Этот тип протеинограмм со-
провождает метастатические новообразования с различной локали-
нщией первичной опухоли; 

5) характерный для у-глобулиновых плазмоцитом. Отличается 
шачительным уменьшением содержания альбуминов, а2- и (3-глобу-
линов при увеличении концентрации у-глобулинов. Он типичен для 
у-плазмоцитом, макроглобулииемни и некоторых ретикулезов; 

6) свойственный р-глобулииовым плазмоцнтомам. Обнаружива-
ется уменьшением уровня альбуминов и большинства глобулииовых 
фракций. Только лишь фракция (i-глобулинов претерпевает резкое 
избирательное увеличение. Данный тип электрофореграмм присущ 
Pi-плазмоцнтомам, pi-плазмоклеточной лейкемии и макроглобулиие-
мни Вальденштрема; 

7) характерный для гепатитов. Отражает умеренное уменьше-
ние содержания альбумина, увеличение уровня у-глобулинов и ме-
нее выраженное — р-глобулинов. Этот тип электрофореграмм встре-
чается прн состояниях с последствиями токсического повреждения 
печени, гепатитах, гемолитических процессах, лейкемиях, злокачест-
венных новообразованиях кроветворного и лимфатического аппарата, 
некоторых формах полиартрита, дерматозах; 

8) соответствующий циррозу печени. Отмечается значительное 
снижение содержания альбуминов при сильном увеличении у-глобу-
iI и новой фракции, основание которой (на депсптограмме) расширяет-
I я. Указанный тип протеинограмм выявляется прн циррозах печени, 
!яжелых формах нидуративиого туберкулеза легких, sepsis lenta, при 
некоторых формах хронического полиартрита и коллагенозов; 

9) характерный для механической желтухи. Отличается комп-
лексом изменений, состоящих в уменьшении уровня альбуминов и 
\ меренном увеличении содержания U2-, P- и у-глобулинов. Этот тип 
•лектрофорёграмм присущ обтурациониой желтухе* а также желту-
,.1м, вызванным развитием рака желчевыводящих путей и головки 
поджелудочной железы (создается механическое препятствие отто-
ьу желчи). 

Изучение белкового спектра методом диск-электрофореза позво-
лит выявить закономерную связь между качественными и количест-
венными изменениями в распределении обнаруживаемых фракций и 
динамикой патологического процесса. Их выраженность зависит не 
IM ibKO от природы заболевания, но и от особенностей его прояв-
ления. 

Существуют и некоторые другие классификации протеинограмм. 
I |к, Сеиектр с соавт. (1974), изучая белковый спектр в клинике 
in Iншых болезней, разделил все электрофореграммы па 5 основных 
ппюв: нормальный, транссудативный, воспалительный, дегенератив-
н1.1 ft и у-тип, соответствующий определенным группам неврологиче-
ских заболеваний. 
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Л. В. Велик (1973), применив метод диск-элекгрофореза в поли-
акриламидном геле, исследовал белки сыворотки крови у больных 
хроническим лейкозом. У них выявлено снижение содержания белка 
в зонах альбумина, трансферрина и посттраисферринов, отмечено 
уменьшение уровня p-липопротеипа, гаптоглобина и иммуноглобули-
нов. Для больных с резким нарушением функции печени оказалось 
весьма характерным снижение концентрации преальбуминов, альбу-
минов и увеличение содержания белков, относящихся к области им-
муноглобулинов и p-липопротеинов. К тому же в остром периоде за-
болевания у них снижены электрофоретическая подвижность альбу-
минов н преальбуминов, зафиксирован ряд дополнительных белковых 
фракций (особенно в зоне трансферрина и альбумина), более того, 
у некоторых из них отмечено отсутствие фракции преальбуминов. 

Т. Ф. Пирогова (1965), применив предложенную ею автоматизи-
рованную систему обработки деиситограмм диск-электрофореграмм 
белков, гликопротеидов и серогликоидов, нашла критерии дифферен-
циальной диагностики печеночных и подпечепочиых желтух, а также 
тесты, улучшающие диагностику и прогнозирование вирусного, хро-
нического гепатитов, цирроза печени и некоторых заболеваний нерв-
ной системы, связанных с развитием опухолей головного мозга, рас-
сеянного склероза, клещевого меииигоэнцефалита. 

Важно иметь в виду, что ряд авторов выявил статистически до-
стоверную зависимость между фенотипами гаптоглобина и предрас-
положенностью организма человека к некоторым заболеваниям. Па-
ми уже отмечалось, что принято различать 3 фенотипа гаптоглобина 
(IIp 1-1, Hp 2-2 и IIp 2-1), наследование которых определяется парой 
аутосомиых генов с неполной доминантой. Сыворотка Hp I-I встре-
чается у 12—30 %, Hp 2-1 — у 42—48 %, Hp 2-2 — у 22 — 46 % до-
норов. Установлено, что вероятность заболевания у людей с фено-
типами Hp 1-1 в 4 раза большая, чем у людей с фенотипом Hp 2-2. 
И. К. Филиппов, Г. А. Анненков (1973) рассматривали фенотип 
Hp 1-1 как генетический маркер, указывающий на повышенный риск 
заболевания хроническим лейкозом. Определено, что среди больных 
циррозом печени гомозиготный тпп Hp 1-1 наблюдается значительно 
чаще, чем среди здоровых людей. Предполагают наличие связи меж-
ду фенотипами гаптоглобина и генетической предрасположенностью 
к заболеваниям печени. У больных с нарушением мозгового крово-
обращения в известной зависимости от фенотипа гаптоглобина нахо-
дится степень увеличения содержания гаптоглобина в биологических 
Лчндкостях. Так, у больных с типом Hp 2-1 отмечается большее воз-
растание концентрации этого глнкопротеида в плазме крови, чем у 
больных с типом Hp 2-2 и Hp 1-1. Считают, что хорошая сохранность 
и воспроизводимость высушенных гелей служит предпосылкой для 
создания серотски обследованных лиц, являющейся своего рода «сы-
вороточным удостоверением личности». 

Ввиду того что количественное содержание белка в отдельных 
электрофоретичееких фракциях не обнаруживает зависимости от при-
надлежности протснпограммы к тому или иному типу Hp, последний 
при исследовании белкового спектпа в клинике часто не учитыва-
ется. 



Г Л А В А I V 

П Р О Б Ы К О Л Л О И Д О У С Т О Й Ч И В О С Т И 

В клинико-диагностических лабораториях все еще широко ис-
пользуют методы, которые простыми коллоидными реакциями косвен-
но обнаруживают изменения в составе белков сыворотки крови (дис-
протеинемнческие тесты). Все они основываются на изменениях, на-
ступающих в коллоидной устойчивости сыворотки, и поэтому полу-
чили известность под названием проб коллоидной устойчивости, или 
проб на лабильность белков сыворотки. Поскольку нарушение кол-
лоидной устойчивости сыворотки под действием какого-либо реакти-
Iia выражается сначала коагуляцией (склеиванием), а затем флокуля-
цией (осаждением), коллоидно-устойчивые пробы именуют нередко 
коагуляционными, или флокуляционными (коллоидно-осадочными). 

Коллоидно-химическая сущность флокуляционных проб не впол-
не ясна. Известно, что флокуляция (коагуляция, осаждение) насту-
пает обычно: ] ) при уменьшении электрического заряда коллоидных 
частиц; 2) при уменьшении содержания гидратационной воды в кол-
лоидных частицах и 3) при увеличении размеров коллоидных час-
шц. 

Коагуляцию посредством уменьшения электрического заряда 
частиц при действии электролитов (CaCI2 и CdSO4) используют в 
пробе Вельтмана и других. Это одни из наиболее часто применяемых 
способов флокуляции. 

Флокуляцию коллоидных растворов вследствие уменьшения соль-
иатационной оболочки вызывают действием ацетона, алкоголя, кон-
центрированных растворов электролитов и других. 

Коагуляция, являющаяся следствием увеличения размеров кол-
лоидных частиц, также встречается весьма часто. Она наступает при 
денатурации от действия солей тяжелых металлов (ртути, свинца), 
некоторых органических кислот (трнхлоруксусной, сульфосалицило-
ной). Сильное нагревание также приводит к денатурации белков, 
связанной с их изменением не только как коллоидов, но и как хими-
ческих структур. Важно отметить, что лабильность сывороточных 
белков во многом зависит от соотношения между альбуминами (гид-
рофильными, защитными коллоидами) и глобулинами. Установлено, 
что положительный результат коллоидно-химических проб чаще всего 
обусловлен количественными изменениями в глобулиновых фракциях 
(а, р, у) или изменением соотношения альбумины — глобулины, а 
именно: он связан либо с увеличением содержания глобулинов, либо 
с уменьшением уровня альбуминов. При не отличающихся от нормы 
показателях концентрации глобулинов и коэффициента альбуми-
ны / глобулины известное значение имеет возрастание содержания 
более грубодисперсных подфракций (у-глобулинов) в глобулиновой 
системе. 

Флокуляциониые пробы производят обыкновенно с сывороткой. 
Плазму используют редко, а в некоторых пробах (Вельтмана) она 
новее не может быть употреблена. 

КОАГУЛЯЦИОННАЯ ЛЕНТА ВЕЛЬТМАНА 

При постановке оригинальной пробы Вельтмана (1930) из основ-
ного раствора хлористого кальция (CaCl2-GH2O) готовят 11 разведе-
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иий в следующих концентрациях: в 1-й пробирке — 0.1; во 2-й—0,09; 
в 3-й —0,08; в 4-й — 0,07; в 5 -й—0,00 ; в 0-й —0,05; в 7-й —0,04; в 
промежуточной между 7-й и 8-й (7 1 /2 )—0,035 ; в 8-й — 0,03; в 
9-й —0,02; в 10-й —0,01 г/100 мл. 

Ход определения. В каждую пробирку вносят 0,1 мл сыворотки 
и 5,0 мл раствора хлористого кальция соответствующей концентра-
ции. Пробирки помещают в кипящую водяную баню на 15 мин, пос-
ле чего отмечают коагуляцию. 

В норме коагуляционная лента начинается с первой и кончается 
0—7-й пробирками. Как видно, эта реакция требует большого коли-
чества сыворотки, реактивов к посуды, проба занимает продолжитель-
ное время (около 30 мин). 

Тейфль при разработке своей модификации реакции Вельтмана 
исходил из того, что непродолжительное кипячение на открытом пла-
мени дает такие же результаты, как и 15-минутное кипячение в во-
дяной бане по Вельтмапу. 

В методе 'Гейфля используется один рабочий раствор CaCI2 
(0,5 г/100 мл), а количество сыворотки составляет 0,1 мл вместо 
1,1 мл (по Вельтману). 

Исходя из вышеизложенного проба Вельтмана в модификации 
Тенфля утверждена в качестве унифицированной. 

Проба Вельтмана в модификации Тейфля 

Принцип. Реакция основана на том, что белки сыворотки крови 
в результате нагревания и действия раствора хлористого кальция 
определенной концентрации выпадают в виде хлопьев (происходит 
нарушение коллоидной устойчивости). 

Реактивы. 1. Раствор хлористого кальция (CaCl2-OH2O) — 
0,5 г/100 мл. Готовят из ампулироваииого либо при его отсутствии 
полученного из соответствующих навесок раствора кристаллического 
(CaCl2-OH2O) хлористого кальция (с концентрацией 10 г/100 мл) 
или раствора безводного (CaCl2) хлорида кальция (с концентрацией 
5 г/100 мл) путем их последующего разведения дистиллированной 
водой в 20 раз. 

В качестве основного может быть использован также раствор 
хлористого кальция с плотностью 1,040 кг/л (последнюю определяют 
ареометром). Концентрацию раствора можно установить рефракто-
метрически ( по специальным таблицам) или титрованием азотнокис-
лым серебром. 

Ход определения. К 4,9 мл воды прибавляют 0,1 мл сыворотки, 
содержимое пробирки перемешивают путем ее опрокидывания (при 
этом пробирку можно закрывать большим пальцем) и затем прили-
вают 0,1 мл раствора хлористого кальция (из пипетки на 
1,0 мл или капельницы, если объем каждой капли соответст-
вует 0,05 мл). Содержимое пробирки встряхивают и нагре-
вают над пламенем спиртовки до однократного вскипания смеси. 
Затем пробирку охлаждают и смотрят через нее на свет. Если хло-
пья в пробирке не обнаруживаются, то в нее добавляют еще 0,1 мл 
CaCl2 и раствор вновь нагревают до кипения. Процедуру повторяют 
до выпадения хлопьевидного осадка. 

П р и м е ч а н и е . Сыворотка для исследования должна быть свежей 
(хранящейся не долее 24 ч от момента взятия), без следов гемолиза. 
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Клинико-диагностическое значение 
реакции Вельтмана 

Реакция коагуляции с хлористым кальцием (по Вельтмаиу) мо-
жет изменяться в двух направлениях: в сторону укорочения коагу-
ляцнонпой ленты или ее удлинения (см. схему). 

№ проб 1 2 3 4 

CaGI2 в мл 1,0 0 ,9 0 ,8 0 ,7 

Сужение (сдвиг 
влево) 

Экссудаты, некрозы, 
опухоли 

5 6 7 7 8 9 10 
1/2 

0,6 0 ,5 0,-1 0 ,35 0 ,3 0 ,2 0,1 

Расширение (сдвиг 
вправо) 

Норма 
Фиброзы, повреж-
дения печени, ге-
молиз 

Главные причины, которые ведут к удлинению полосы (коагуля-
ция, наступающая при добавлении менее 0,4 мл CaCI2 или происхо-
дящая более чем в 7 пробирках),— это фиброзные и пролифератив-
пые процессы, парепхимные повреждения печени и гемолитические 
состояния. Сдвиг вправо отмечается при болезни Боткина, циррозах, 
острой желтой атрофии печени, малярии, после переливания крови, 
аутогемотерапнн и при многих воспалительных заболеваниях (пнев-
мониях, плевритах, туберкулезе легких). Считают, что удлинение ко-
агуляциоиной полосы обусловлено повышением содержания у-глобу-
лииов, снижающих стабильность сыворотки. 

Укорочение коагуляциониой полосы (коагуляция, наступающая 
прн добавлении более 0,5 мл CaCl2 или происходящая в 5 и меньшем 
количестве пробирок) обнаруживается при острых воспалительных и 
жссудативных процессах, когда увеличивается количество а - и 
глобулинов и за счет этого повышается стабильность сыворотки 
(экссудативпая фаза ревматизма, активный процесс туберкулеза 
легких, нефрозы, макроглобулинемия Вальдеишгрема, а2-, р-плазмо-
цитомы, злокачественные опухоли, экссудативный перитонит, некро-
iu, большие потери жидкости, острые инфекционные заболевания). 
Крайнее укорочение коагуляциониой ленты (отрицательная проба) 
наблюдается при остром ревматизме. 

СУЛЕМОВАЯ ПРОБА 

Сулемовая проба (сулемово-осадочная реакция) относится к 
группе реакций Таката (1925). Последняя заключается в том, что 
при взаимодействии раствора сулемы и карбоната натрия с сыво-
роткой крови появляются хлопья. 

Постановка этой пробы требует значительного количества сыво-
ротки, не менее 4 пробирок и занимает продолжительное время (сут-
ки). Поэтому ее сейчас заменяют более простой пробой по Гринстед-
ту, которая утверждена в качестве унифицированного метода. 
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Сулемовая проба (по Гринстедту) 

Принцип. Сулема в присутствии мелкодисперсных коллоидов 
(белков) образует коллоидальный раствор солей ртути. Нарушение 
дисперсности белковых фракций сыворотки крови вызывает осажде-
ние грубодисперсных частиц. 

Реактивы. 1. Раствор сулемы — 0,1 г/100 мл. Готовят из кри-
сталлической сулемы, растворяя соль в горячей дистиллированной 
воде. 

2. Раствор хлористого натрия — 0,85 г/100 мл. 
Ход определения. К 0,5 мл негемолизированной сыворотки кро-

ви добавляют 1 мл физиологического раствора и титруют раствором 
сулемы из микробюретки или пипетки емкостью 2 мл. Вначале рас-
твор приливают к сыворотке по каплям в быстрой последовательно-
сти, пока ие произойдет первоначальное обратимое помутнение, а 
затем—медленно, по каплям, до появления стойкого помутнения— 
так, чтобы через вертикальный слой жидкости нельзя было прочи-
тать газетный текст (остерегаться образования пузырьков воз-
духа!) . 

Результаты сулемовой реакции выражают количеством мл рас-
твора сулемы, пошедшего па титрование. 

У здоровых людей па титрование идет 1,6—2,2 мл сулемы. Если 
расходуется меньшее количество раствора, реакция расценивается 
как положительная. 

Клинико-диагностическое значение 
сулемово-осадочной реакции 

Клинико-диагностическое значение пробы вытекает из ее колло-
идно-химической сущности, обусловленной изменением отношения 
альбумины — глобулины (вероятно, за счет абсолютного или относи-
тельного увеличения |3- и у-глобулинов — наиболее грубодисперсных 
фракций). Можно допустить, что положительный результат теста 
вызывается появлением в крови «ненормальных» белков (так назы-
ваемых таката-протеннов). Положительная проба Таката сопровож-
дает ряд патологических состояний: заболевания печени (прн болез-
ни Боткина сулемовая проба составляет около 1,0, нормализуясь в 
процессе выздоровления больных), хронические нефриты, нефрозы, 
пневмонии, туберкулез легких, миелому, инфекционные заболевания 
и другие. Следует помнить, что положительная реакция без повышен-
ной температуры больного чаще всего свидетельствует о поражении 
печени. Положительная проба с повышением температуры больного 
встречается в основном при хронических инфекционных заболева-
ниях и является выражением неспецнфического раздражения рети-
кулоэндотелиалыюй системы. 

ТИМОЛОВАЯ ПРОБА 

Тимоловая проба, предложенная в 1944 г. Маклаганом, основа-
на на определении степени помутнения смеси при взаимодействии сы-
воротки с насыщенным раствором тимола в вероиаловом буфере. 

Химическая сущность тимоловой пробы окончательно не выяс-
нена. Многие авторы полагают, что проба становится положительной 
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при уменьшении содержания альбуминов и увеличении уровня (5-, у-
глобулинов и связанных с р-глобулинами лнпидов (липопротеидов) 
в сыворотке крови. Считают, что помутнение смеси обусловлено взаи-
модействием коллоидных частиц тимола и некоторых крупподиспер-
еных белков—у-глобулииов и Р-липопротеидов. По представлению 
Маклагана, эта реакция вызвана образованием глобулни-тимол-ли-
иидного комплекса, содержащего 40 % глобулинов, 32 % тимола, 
18 % холестерина и 10 % фосфолипидов. 

Все известные к настоящему времени пробы тимолового помут-
нения отличаются главным образом способом приготовления буфер-
ного раствора. Если в оригинальной методике Маклагана тимол рас-
творяют в веронал-медииаловом буфере при его нагревании (что 
приводит к частичному окислению тимола), то в утвержденном в ка-
честве унифицированного методе Хуэрго и Поппера тимол предвари-
тельно растворяют в этаноле и полученный раствор добавляют к 
барбитуратовому буферу, приготовленному по прописи Маклагана. 

Тимоловая проба (по Хуэрго и Попперу) 

Принцип. При взаимодействии сыворотки с тнмолово-веропало-
ным буфером появляется мутность вследствие образования глобу-
лин-тимол-липидного комплекса. 

Реактивы. 1. Спиртовой раствор тимола — 10 г/100 мл. IO г очи-
щенного тимола растворяют в 100 мл 96° этилового спирта в мер-
ной колбе. 

Для получения очищенного тимола 100 г его вносят в 100 мл 
96° этилового спирта, смесь тщательно перемешивают и фильтруют. 
К фильтрату прибавляют 1 л холодной дистиллированной воды, со-
держимое склянки сильно встряхивают и оставляют стоять на 20 мин. 
Затем раствор фильтруют, кристаллы, оставшиеся на фильтре, про-
мывают два раза холодной дистиллированной водой, сушат — внача-
ле на фильтровальной бумаге, а потом, в течение 2—3 дней, в экси-
каторе над безводным хлористым кальцием до приобретения ими 
постоянной массы. 

2. Буферный раствор — 2,76 г веронала (точно!) и 2,06 г меди-
пала (веронала натрия) растворяют в 1 л дистиллированной воды. 
Хранить в холодном месте, при появлении осадка раствор не годен 
к употреблению. 

3. Тимолово-вероналовый буфер. В мерной колбе иа 100 мл 
смешивают 80 мл буферного раствора и 1,0 мл спиртового раствора 
шмола концентрации 10 г/100 мл, смесь встряхивают и доливают 
буферным раствором до метки (рН 7,55). 

4. Приготовление стандартной суспензии BaSO4 : а) 0,0962 и 
раствор хлористого бария. Берут 1,175 г кристаллического BaCl2-
'.jH2O и растворяют в 100 мл воды в мерной колбе; 

б) 0,2 н раствор n2SO.i; 
в) суспензия BaSO4. 3 мл 0,0962 н раствора BaCl2 вливают в 

мерную колбу на 100 мл и доводят до нужного объема 0,2 н H2SO4 
при + I O c C (размеры частиц прецнпитированиого при этой темпера-
Iуре BaSO4 дают относительно стабильный результат). 

Ход определения. К 6 мл тимолово-веронадового буфера прибав-
ляют 0,1 мл негемолизироваиной сыворотки, содержимое пробирки 
перемешивают, оставляют стоять 30 мии и затем фотометрнруют при 
660 им, учитывая показание в сравнении с таковым контрольной про-
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бы. В качестве последней используют 6 мл буферного раствора. Ре-
акцию проводят при температуре + 2 5 0C. Расчет делают по калибро-
вочной кривой. Для се построения из стандартной суспензии BaSO 4 
готовят ряд разведений, которые получают разбавлением стандарт-
ной смеси 0,2 и раствором H 2 SO 4 . Найденные значения экстинкцнй 
соответствуют единицам помутнения по Shank и Haagland ( S — Н ) . 

Так, оптическую плотность смеси, приготовленной из 1,35 мл 
стандартной суспензии и 4,65 мл 0.2 н II2SO4 . принимают за 5 ед, 
S — Н ; для 2,70 мл суспензии и 3,30 мл кислоты степень помутнения 
составит IO ед., для 5,40 мл суспензии и 0,60 мл кислоты — 20 ед. 
S - Н . 

Стандартные разведения смешивают, х о р о ш о встряхивают и тот-
час фотометрируют при длине волны 660 им (630—690 нм — красный 
светофильтр) , используя кюветы с шириной слоя 10 мм. Контрольной 
пробой является соответствующий объем дистиллированной воды. П о 
полученным данным строят калибровочную кривую. 

Норма — 0—4 ед. S — И . 
П р и м е ч а я и е. Важным условием получении точных данных являет-

ся взятие кровн натощак: алиментарная гиперлнпемия существенно влияет 
ма результаты исследования. Для того чтобы освободиться от искажений, 
Маклагаи рекомендует ставить параллельно две пробы и в одну из них до-
бавлять две капли концентрированного раствора HCl. При этом белки раст-
воряются (на жиры кислота не действует). В процессе последующего фотомет-
рнрования проба с кислотой служит компенсирующей жидкостью. 

При постановке данного теста сыворотка необязательно должна быть 
свежей. Она может стоять несколько дней. По мнению некоторых авторов, 
умеренный гемолиз не отражается иа результатах исследования. 

Тимоловая проба, проводимая с использованием диагностических набо-
ров реактивов фирмы «Лахема» (ЧССР) (они предназначаются для выпол-
нения 160 или 300 исследований), осуществляется методом, практически ни-
чем не отличающимся от унифицированного способа Хуэрго и Поппера (см. 
описание инструкции, прилагаемой к набору реактивов). 

Следует отметить, что для получения более точных результатов фото-
метрированис (нефелометрироваиие) опытных и стандартных проб нужно 
производить в кюветах с шириной слоя не 10. а 5 мм (иначе кюветы отечест-
венных фотоэлектроколориметров окажутся заполненными неполностью, что 
может повлечь за собой грубую техническую ошибку определения). 

Можно было бы брать вдвое большие объемы сыворотки и рабочего бу-
ферного раствора (0.1 мл и 6,0 мл соответственно) с последующим нефело-
метрнровапием суспензии в кюветах с шириной слоя IO мм. Но в этом слу-
чае вдвое сократится общее число определений, па которое рассчитан набор 
реактивов. 

Отличие постановки тнмолоиой пробы по Хуэрго и Попперу (унифициро-
ванный метод) от пробы, проводимой диагностическим набором реактивов 
фирмы «Лахема» (ЧССР), состоит в том, что в первом методе используют 
вероиаловый буфер, к которому доливают раствор тимола в спирте, а во вто-
ром —трис-буфер с добавлением малеиновой кислоты в качестве стабилиза-
тора. К тому же результаты тимоловой пробы но Хуэрго и Попперу выража-
ются в единицах Маклагана. а с применением набора реактивов фирмы «Ла-
хема» (ЧССР) — в единицах помутнения ( S - H ) . 

Клинико-диагностическое значение 
тимоловой пробы 

П о д о б н о остальным флокуляционным тестам тимоловая проба 
является иеспецнфической реакцией. Вместе с тем она гораздо бо-
лее специфична для функционального исследования печени, чем дру-
гие коллоидноосадочные пробы. Считают, что проба Маклагана по-
ложительна в 90—100 % случаев болезни Боткина (уже в преджел-
тушиой ее стадии и прн безжелтушной форме) , токсического гепати-
та. Реакция положительна у больных с постгепатитным и постмекро-
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тическим, особенно желтушным, циррозом (в отлнчне от таковой у 
больных другими формами циррозов), коллагеновыми заблеваииями, 
малярией и вирусными инфекциями. При механической желтухе она 
(в 75 % случаев) отрицательна. Последнее обстоятельство имеет 
дифференциально-диагностическое значение. 

У больных механической желтухой проба становится положитель-
ной лишь в случае, если процесс осложняется паренхиматозным ге-
патитом. 

Для дифференциации механической желтухи от паренхиматозной 
большую роль играет применение тимоловой пробы с пробой Бур-
штейна (иа р- н пре-Р-липопротеиды). 

При паренхиматозной желтухе обе пробы положительны, при 
механической желтухе тимоловая проба отрицательна, проба Бур-
штейна — резко положительна. 

Важно отметить, что, по данным И. В. Степкииой (1973), у 30 % 
больных, перенесших инфекционный гепатит, показатели тимоловой 
пробы оказываются повышенными па протяжении 6 месяцев после 
выписки из стационара. Отсюда следует, что тимоловую пробу, до-
полненную тестом определения уробилина в моче, можно использо-
вать и в периоде диспансерного наблюдения за больными, лечивши-
мися в стационаре по поводу болезни Боткина. 

Г л а в а V 
ОПРЕДЕЛЕНИЕ ОСТАТОЧНОГО АЗОТА 
И ЕГО КОМПОНЕНТОВ 

Под остаточным азотом понимают небелковый азот, то есть тот 
азот, который остается в цептрифугате (фильтрате) сыворотки крови 
(или другой биологической жидкости) после осаждения белков дей-
ствием трихлоруксусной, фосфорномолибденовой или фосфорноволь-
фрамовой (вольфрамовой) кислот. 

В остаточноазотную фракцию входят азот мочевины, аминокис-
лот, креатинина, креатина, мочевой кислоты и других продуктов бел-
кового обмена (табл. 9). 

Мочевина является главным компонентом остаточноазотиой 
фракции, на ее долю приходится более 1 / 2 всего остаточного азота. 
Ila втором месте — аминокислоты. Разность между остаточным азо-
том и азотом мочевины представляет так называемый резидуальный 
л лот. Основная фракция резидуального азота — аминокислоты. 

Методы определения содержания остаточного азота в сыворотке 
крови делятся не две основные группы: азотометрические и гипо-
бромитные. Для установления количественного содержания азота 
всех исследуемых фракций безбелковый фильтрат (цептрифугат) 
крови подвергают минерализации при нагревании (в присутствии 
катализатора) с концентрированной серной кислотой, благодаря чему 
весь остаточный азот переходит в форму азота сернокислого аммо-
ния. После перегонки этого азота в чашках Конвея, в замкнутом 
пространстве которых происходит разложение аммиачных солей креп-
кой щелочью и связывание освобожденного аммиака титрованным 
раствором серной кислоты, или другим способом количество оста-
точного азота определяют пли путем титрования (с индикатором 
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Табл. 9. Содержание остаточного азота и его компонентов 
в сыворотке крови здорового человека 

Показатель Нормальные величины % содержания 

Остаточный азот 
Мочевина 

0,20—0,40 г/л 
2,50—8,33 ммоль/л 

100 

50 (46—60) 
Амниоазот (азот 
аминокислот) 0,0^0—0,050 г/л 

120—240 мкмоль/л 
(0,12—0,24 ммоль/л) 
102—408 мкмоль/л 
(0,102—0,408 ммоль/л) 
44—88 мкмоль/л 
(0,044—0,088 ммоль/л) 
0,87—3,13 мкмоль/л 
17—34 мкмоль/л 

до 25 
4 Мочевая кислота 

Креатин 5 

Креатинин 2 , 5 - 7 , 5 

Индикан 
Аммиак (цельная кровь) 

0 ,5 

Остальные небелковые ве-
щества (полипептиды, Hyic-
леотиды и другие) — 13 
Ксантопротеииовая реакция 20 усл. ед. — 

Ташнро) остатка непрореагировавшей с аммиаком серной кислоты 
(А. А. Покровский, 1969) либо колориметрическим методом с исполь-
зованием одной из трех реакций: 1) с реактивом Несслера; 2) фе-
пилгипохлорнтом; 3) нингидрином. 

Прн взаимодействии аммиака с реактивом Несслера образуются 
продукты желтого цвета. Данная реакция весьма чувствительна, 
однако недостатком метода являются сложность приготовления реак-
тива, его нестойкость, влияние на ход реакции множества других 
факторов. 

В основе, фенолгннохлоритного метода лежит способность аммиа-
ка вступать в реакцию с гнпохлорнтом, что приводит к образованию 
хлорамина. При реагировании последнего с фенолом получается ин-
дофеиоловое соединение синего цвета. Некоторые авторы считают, 
что этот способ определения аммиака не особенно точен; сложным и 
громоздким является приготовление самого гипохлорита. 

Большой чувствительностью отличается ииигидриновый метод. 
В целях упрощения азотометрических методов установления со-

держания остаточного азота ряд авторов предлагает опустить этап 
диффузии аммиака и осуществить прямое колориметрическое опреде-
ление остаточного азота (метод Аселя). Правда, исключение процес-
са перегонки способствует возрастанию ошибки метода до 10 %. Не-
смотря на это, данное исследование концентрации остаточного азота 
благодаря своей простоте широко распространено в клинико-диагно-
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I шчсскнх лабораториях. Метод Аселя утперждсп как унифицпроваи-
ItMll. 

Гнпобрсмнткые методы определения остаточного азота основаны 
па свойстве гнпобромнта разрушаться при действии на азотистые 
соединения безбелкового фильтрата. Остаток непрореагировавшего 
миюбромнта выявляют йодометрнческн: путем титрования контроль-
Iiiiii и опытной проб тиосульфатом (гипосульфитом) (метод Раппо-
порта и Эйхгорна) или путем прямого колориметрического опреде-
ления выделившегося в опытной и контрольной пробах йода (Натель-
< он, 1961; Г. Н. Сербина с соавт., 1970). 

В качестве унифицированного предлагается более доступный 
пирометрический вариант гипобромнтного метода. 

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ОСТАТОЧНОГО АЗОТА КРОВИ 
ГИПОБРОМИТНЫМ МЕТОДОМ 
(МЕТОД РАППОПОРТА — ЭЙХГОРНА) 

Принцип. Белки сыворотки крови осаждаются. На азотистые сое-
динения центрифугата (фильтрата) воздействуют щелочным раство-
ром гнпобромнта, остаток которого устанавливают йодометрически. 
Разность в количестве гипосульфита, пошедшего иа титрование кон-
I рольной и опытной проб, выражают в мл и умножают на коэффи-
циент пересчета, это дает концентрацию азота в г/л. 

Реактивы. 1. Осаждающий раствор. В мерную колбу емкостью 
1000 мл вливают 44,8 мл раствора вольфрамовокнслого натрия кон-
центрации 10 г/100 мл, добавляют 2 г лимоннокислого натрня и 6,4 г 
сернокислого натрия. Все ингредиенты растворяют приблизительно 
и 800 мл воды (при комнатной температуре или при нагревании в 
t rpye горячей воды), прибавляют 44,8 мл 1 и раствора серной кисло-
IU и 2 г сернокислого кадмия (CdSO4), после чего доводят объем ди-
стиллированной водой до 1000 мл. 

В осаднтель можно и не включать сульфат кадмия, однако ре-
зультаты при этом получают менее точные, поскольку кадмий осаж-

дает серные соединения крови, способные связывать часть брома. 
При наличии в лаборатории фосфорновольфрамовой кислоты оса-

днтель может быть приготовлен по следующей прописи: 2,5 г фосфор-
новольфрамовой кислоты и 2,5 г безводного сернокислого натрия рас-
ширяют в небольшом объеме воды, добавляют 2,5 мл концеитриро-
наиной HzSO4 и доводят объем дистиллированной водой до 500 мл. 

2. Дезаминирующий гипобромитный раствор. Он состоит из сме-
си реактивов А и В. 

Реактив А представлен растворами (реактивами) Ai, A2 и A3. 
Реактив A1: 42,25 г борной кислоты и 12,8 г NaOH вносят в 

'.TiO мл воды, смесь тщательно встряхивают, кипятят в течение 30 мин 
и после охлаждения доводят объем дистиллированной водой до 
000 мл. 

Реактив A2: насыщенный (5 г/100 мл) раствор фтористого нат-
рия— 5 г фтористого натрня растворяют в 100 мл горячей воды и 
горячий раствор фильтруют через бумажный фильтр. 

Реактив A3: раствор NaOH1 2,7 г/100 мл. 
Реактив А: 250 мл раствора A1 смешивают с 150 мл раствора A2 

и с 50 мл раствора A3, то есть в соотношении 5:3:1. Смесь хорошо 
1 охраняется. Борная кислота связывает сахар в крови, редуцпрую-
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гцие свойства которого мешали бы опыту. В присутствии ионов бор-
ной кислоты пшобромит не влияет даже иа небольшие количества 
глюкозы 

Реактив В: в колбе емкостью 100,0 мл, содержащей 50,0 мл во-
ды, растворяют 2,0 г бромистого калия (KBr), прибавляют 0,8 г 
(0,25 мл) чистого брома (его удобно брать шприцем), смесь взбал-
тывают до растворения и доводят объем дистиллированной водой до 
100,0 мл. 

Раствор сохраняется 7, максимум 10 дней. При его приготовле-
нии соблюдают большую осторожность, учитывая ядовитость брома. 
Все работы с ним следует проводить под тягой, в перчатках, фар-
туке, защитных очках. 

При отсутствии в лаборатории чистого брома для получения 
реактива В может быть использована смесь бромида калия и бромн-
та натрия, дающая в подкисленном растворе выделение чистого бро-
ма за счет происходящей реакции окисления—восстановления. 

3,2 г KBr и 0,28 г NaBrO3 растворяют в небольшом объеме воды 
в мерной колбе на 100 мл, затем приливают 10 мл 1 и H2SO4, колбу 
ставят на 30 мин в темное место, после чего доливают водой до мет-
ки. Реактив стоек до 1 мес. при хранении в емкости нз темного сте-
кла с притертой пробкой, смазанной вазелином. 

Дезаминнрующнй гииобромитиый раствор 2 следует готовить не-
посредственно перед опытом, смешивая 9 частей реактива А и 1 часть 
реактива В. 

3. 0,005 и раствор гипосульфита натрия (Na2S2O3). 5 мл 0,1 и 
гипосульфита (тиосульфата) натрия доводят свежепрокипячеиной и 
охлажденной без доступа углекислого газа воздуха дистиллирован-
ной водой до 100 мл (в мерной колбе). Исходный (0,1 и) раствор 
лучше всего готовить из фиксанала. Прн его отсутствии 2,4819 г 
кристаллической соли (Na2S2O3 • 5Н 20) растворяют в небольшом 
объеме дистиллированной воды, количественно полностью переносят 
в мерную колбу на 100 мл и доливают водой до метки. 

4. Кристаллический KJ или раствор йодистого калия (10 
г/100 мл). Хранят в темной посуде в холодильнике. 

5. Раствор крахмала (0,25 г/100 мл), можно также пользоваться 
растворами концентрации 0,2 г/100 мл или 1 г/100 мл. 

6. Раствор соляной кислоты (18 г/100 мл). Концентрированную 
HCl плотностью 1,19 кг/л разводят пополам дистиллированной 
водой. 

Ход определения. В центрифужную пробирку вносят 1,0 мл ди-
стиллированной воды, 0,1 мл сыворотки или крови (взятой из паль-
ца) и 4,0 мл осадителя (реактив 1), смешивают и через 10—15 мин 
центрифугируют на протяжении 5—10 мни. За это время готовят 
рабочий раствор гипобромита. 

В небольшой стаканчик или в колбочку отбирают 4,0 мл цент-
рифугата, добавляют (лучше моровской пипеткой) 5,0 мл рабочего 
раствора гипобромита, содержимое взбалтывают и оставляют стоять 
на 1—2 мин. Затем вносят 0,2 мл раствора KJ или несколько кри-
сталликов йодистого калия, 3 мл раствора HCl1 смесь взбалтывают 
и титруют 0,005 н раствором гипосульфита натрия до слабо-желто-
го цвета. Наливают 2—3 капли раствора крахмала и дотитровывают 
смесь до обесцвечивания. 

Одновременно с опытной ставят контрольную пробу, содержа-
щую 4,0 мл осадителя, 5,0 мл гипобромита, 0,2 мл раствора KJ1 3 мл 
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раствора HCl. Контрольную пробу титруют также до обесцвечива-
нии. Лучше проводить две контрольные пробы: при этом одну из 
них титруют в начале, другую — в конце исследования, а пользуют-
• и средним значением результатов. Для получения более точных 
линных рекомендуется ставить параллельные пробы. 

Разность в количестве мл гипосульфита, пошедшего на титро-
IKIiine контрольных (К) И опытных (О) проб, умножают на коэффи-
циент (0,3) и выражают ответ в г/л: 

(К—О) • 0,3достаточный азот (г/л). 

В случае применения для титрования 0,005 н раствора гипосуль-
фита коэффициент пересчета равен 0,3, а иа титрование контрольной 
пробы должно идти от 8,5 до 10,0 мл гипосульфита. Если на тнтро-
мпиие контрольной пробы затрачивается меньшее количество гипо-
сульфита, то либо он более крепок, либо в раствор 2 следует доба-
IIIITB несколько капель чистого брома. 

П р и м е ч а н и я : 1. Начиная с этапа отбора центрнфугата, можно 
использовать половинные объемы растворов, умножая полученный результат 
h I коэффициент 0,6. 

2. Допускается производить титрование 0.01 н раствором гипосульфита. 
При этом полученные значения нужно умножать на коэффициент 0.6. 

Норма — 0.20—0,40 г/л. 

К,линико-диагностическое значение исследования 
содержания остаточного азота в сыворотке крови 

Большинство авторов считает нормальным содержание остаточ-
ного азота в цельной крови или в сыворотке у взрослых 0,20— 
0,40 г/л, но и 0,5 г/л еще не является патологическим, поскольку 
некоторые физиологические факторы (прием богатой азотистыми ве-
ществами пищи, сухоедение, предродовое состояние и прочие) могут 
скатываться на повышении концентрации остаточного азота крови. 
Однако чаще всего повышение уровня остаточного азота крови — 
• нидетельство нарушения нормальных взаимоотношений между об-
разованием и выведением продуктов азотистого метаболизма из 
организма. 

Возрастание концентрации остаточного азота свыше 0,40— 
(» :Ю г/л обозначается термином «азотемия». По своему характеру 
последняя может быть абсолютной (связанной с действительным на-
коплением в крови компонентов остаточного азота) и относительной 
Обусловленной, например, обезвоживанием, дегидратацией). 

Абсолютная азотемия вызывается либо задержкой азотистых 
шлаков, либо усиленным их образованием. 

—> почечная (ретенционная) 
\—^абсолютная 

I—* внепочечная (продукционная) Азотемия 

относительная (дегидратацнонная) 
Ретенционная азотемия наблюдается при нарушении выделнтель-

IHift способности почек. Поэтому определение остаточного азота при-
обрело большое значение при почечных заболеваниях (острых и 
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особенно хронических нефритах). Большинство авторов придержива-
ется мнения, что повышение остаточного азота до 1 г/л и выше яв-
ляется очень плохим признаком. И все лее следует помнить, что в 
острых случаях заболевания возрастание уровня остаточного азота 
может быть преходящим (тогда задержка шлаков носит не стойкий, 
а временный характер). Следовательно, для правильного толкования 
цифр остаточного азота в каждом отдельном случае нужно делать 
повторное исследование крови на остаточный азот. Азотемия у 
больных острыми нефритами, как правило, является следствием 
анурии. У больных хроническими нефритами стойкая азотемия ука-
зывает иа развившуюся недостаточность почек. Степень повышения 
концентрации остаточного азота при этом коррелирует с тяжестью 
патологического процесса. Определение в кровн остаточного азота 
может иметь значение для дифференциальной диагностики некоторых 
форм гипертонии: при почечной гипертонии остаточный азот повы-
шен, при эссенциальной — в пределах нормы. 

Продукционная азотемия, как правило, сопровождает процесс 
усиленного распада белков; умеренное увеличение остаточного азота 
отмечается у больных злокачественными новообразованиями. Это 
повышение идет параллельно возрастанию степени кахексии. Следу-
ет обращать внимание на то, что при рассматриваемом состоянии 
процентное отношение азота мочевины ко всему остаточному азоту 
уменьшено в противоположность азотемии почечного происхождения, 
при которой оно повышено. Возрастание концентрации остаточного 
азота бывает и при кахексии неракового происхождения, вызванной, 
например, туберкулезом, диабетом, тяжелыми циррозами печени. 

У больных крупозной пневмонией уровень остаточного азота по-
вышен с первых дней болезни и продолжает нарастать до послед-
него дня высокой температуры. Увеличение содержания остаточного 
азота преимущественно идет за счет полипептидной фракции и обу-
словлено тканевым и в меньшей степени — почечным факторами. 
Важно отметить, что первые признаки столбняка возникают иа фойе 
непрерывного нарастания уровня остаточного азота в сыворотке 
кровн. 

Повышенное содержание остаточного азота отмечается также 
при острой желтой атрофии печени, недостаточности сердечной дея-
тельности, прекоматозной стадии диабета, инфекционных заболевани-
ях, сопровождающихся лихорадкой (с прогрессирующим распадом 
тканей), например, при сыпиом тифе, дифтерии, скарлатине, пневмо-
ниях; нередко при острой закупорке кишок, перитонитах, хирургиче-
ском шоке, гипертрофии предстательной железы, подагре, гипо-
функции надпочечников, а также прн отравлении четыреххлористым 
углеродом, хлороформом, мышьяком, фосфором, щелочами. 

Весьма интересна взаимосвязь между содержанием остаточного 
азота и хлоридов крови. Показано, что обеднение организма солью 
приводит к прогрессивной азотемии. Эта так называемая хлороприв-
иая азотемия отмечается у больных нефритом, протекающим без 
отеков (в ответ на хлоропепию для компенсации осмотического дав-
ления увеличивается концентрация остаточного азота; вполне понят-
но, что применение ахлоридной диеты в этих случаях противопока-
зано), в послеоперационном периоде (для борьбы с гипохлоремией 
и азотемией больным делают внутривенное вливание хлористого 
натрия). 

Относительная азотемия наблюдается у больных с явлениями 
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«I утопия крови при профузных поносах, усиленном потоотделении 
и прочих состояниях. Понижение содержания остаточного азота в 
I роин наблюдается прн недостаточном питании п в некоторых слу-
ч.п1х беременности. 

Поскольку в норме более 50 % остаточного азота приходится 
иа долю мочевины, прежде всего необходимо остановиться на харак-
теристике существующих методов определения этой наиболее часто 
in следуемой фракции небелкового азота. 

МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ МОЧЕВИНЫ 

Мочевина представляет собой диампд угольной кислоты, обра-
• ующийся в печени при обезвреживании аммиака. Молекулярная мас-

1 I ее 60 дальтоп. Из них 28 дальтон приходится иа долю двух ато-
MOH азота, входящих в состав молекулы мочевины. Следовательно, 
при необходимости сопоставления концентрации остаточного азота с 
• одержанием азота мочевины концентрацию последней следует раз-
п'.'шть на 2,14 (60:28). Только прн получении таких соизмеримых 

in личин возможно нахождение процента содержания азота моче-
нипы от всего остаточного азота, что имеет очень большое значе-
ние для дифференциации поражений печени и почек. 

Основные группы методов определения содержания мочевины 
подразделяют на: 1) газометрические или гипобромитпые; 2) ксаит-
тдроловые; 3) диацетилмонооксимпые; 4) гипохлоритные; 5) уреаз-
ni.ie; 6) прочие — с р-диметиламииобензальдегидом (реактив Эрлиха), 
н плштропропиофенопом, диметнлгликоксимом. Известны также полу-
колнчественные, ориентировочные методы установления концентра-
ции мочевины с помощью реактивной бумаги. Объемно-гипобромит-
ный метод А. П. Бородина и его модификации основаны на разложе-
нии мочевины гипобромитом патрия в щелочной среде — CO(NH 2 ) 2 + 
I .'tNaBr0 = N 2 + C 0 2 + 3 N a B r + 2H20. Выделяющуюся углекислоту по-

I пинает раствор, свободным остается только азот, объем которого 
и !меряют. Метод песпецнфнчен, так как гипобромит реагирует не 
Iолько с мочевиной, ио и с другими компонентами остаточного азота, 
' одержащими аминогруппы. I Ia определение требуется большое ко-
iimccTBO крови и брома (весьма токсичного реактива), иногда не 

(пется точно замерить объем выделившегося газа из-за прилипания 
I п»фьков к стенкам аппарата. Сам же стеклянный прибор, в кото-
пом производят определение, часто выходит из строя вследствие 
рупкостн. 

Известно много веществ, дающих с мочевиной окрашенные сое-
шпеиня. На этом принципе основан ряд колориметрических методов. 
I и гетероциклический спирт ксаптгндрол вступает в соединение с 
шчепинон, образуя осадок — диксантнлмочевнну. В дальнейшем мо-

•'гпниу можно определять различными способами: гравиметрическим 
1 высушиванием и взвешиванием), нефелометрнческим, колориметрн-
егким (осадок растворяют в серной кислоте, в результате чего воз-
нкает цветная реакция), титрометрическим. 

Ксантгидроловые методы более точны, чем гнпобромитиые, одна-
• и клинико-диагностических лабораториях их применяют редко из-
I большой трудоемкости выполнения и дефицитности реактивов. 

I !анболее распространены колориметрические методы, основан-
ные на реакции Фирона — взаимодействии мочевины и диацетилмо-
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ноокснма с образованием окрашенных продуктов. Для повышения 
чувствительности и стабилизации цвета реактива предложен ряд мо-
дификаций метода с использованием разных веществ: триптофана 
И нитритов, фенилантраниловой кислоты, антипирина, персульфата 
калия, тиосемнкарбазида и солей железа. Последняя модификация 
положена в основу определения мочевины при помощи диагностиче-
ских наборов реактивов, выпускаемых фирмой «Лахема» (ЧССР). 

Преимуществом метода с использованием реакции Фирона явля-
ется его простота: на проведение анализа требуется 15—20 мин. 
Причем исследование можно проводить и в капиллярной крови. 

Фенолгипохлоритиый метод Б. А. Рашкована, состоящий в по-
явлении характерной окраски при взаимодействии мочевины с гипо-
хлоритом натрия и фенолом, не нашел широкого распространения в 
клинико-диагностических лабораториях из-за трудности приготовле-
ния фенолгнпохлоритиого реактива и ряда других причин (различ-
ного оттенка окраски опытных и контрольных проб, частого появле-
ния мути при добавлении HCl). 

Наиболее точными и специфичными способами определения кон-
центрации мочевины являются ферментативные уреазные методы. 

В качестве препарата уреазы можно использовать тыквенные или 
арбузные семечки, соевую муку, однако лучше всего применять для 
этой цели кристаллический фермент, выпускаемый отечественной про-
мышленностью. Этот реактив отличается сравнительно большой стой-
костью. 

Заслуживает внимания быстрое ориентировочное (полуколичест-
венное) определение концентрации мочевины с помощью реактивной 
бумаги. В основу его положено действие уреазы на мочевину. В Со-
ветском Союзе завод «Реагент» освоил выпуск специальной индика-
торной (реактивной) бумаги под названием «Уреатест». Аналогичные 
диагностические тесты производят и за рубежом. 

Кондуктометрнческие методы и способы, состоящие в примене-
нии ион-селективных электродов, быстры, но требуют специального 
оборудования. 

Из всего многообразия методов изучения уровня мочевины в 
биологических жидкостях в качестве унифицированных утверждены: 
1) экспресс-метод — определение содержания мочевины с использо-
ванием реактивной бумаги «Уреатест»; 2) диацетилмонооксимный — 
простой, чувствительный, достаточно специфичный способ (им также 
определяют мочевину с помощью набора реактивов чешской фирмы 
«Лахема»), позволяет в течение короткого периода времени про-
водить исследование в капиллярной крови и других биологических 
жидкостях; 3) ферментативный (как наиболее специфичный) — с 
применением кристаллического препарата уреазы. 

При невозможности по какой-либо причине наладить в лабора-
тории один из перечисленных унифицированных методов предлагает-
ся освоить простой уреазиый способ установления концентрации мо-
чевины с использованием фермента, содержащегося в семечках арбу-
за или тыквы. Будучи весьма специфичным и простым, он может 
быть поставлен в любой клинико-диагностической лаборатории. Опре-
деление основано на способности уреазы гидролизовать мочевину с 
образованием аммиака, по количеству которого и судят о концен-
трации исследуемого продукта в биологической жидкости. Для уста-
новления содержания аммиака чаще всего применяют реактивы Hec-
слера и Бертлота. 
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Определение мочевины 
в сыворотке крови экспресс-методом 
с применением реактивной бумаги «Уреатест» 

Исследование проводят согласно прилагаемой к наборам иидика-
Kipnofi бумаги инструкции, из которой следует, что «Уреатест» пред-
п.нначен для быстрого полуколичественного определения мочевины 
и сыворотке крови. 

Содержащиеся в упаковке полоски хроматографической бумаги 
p.11мером 120X10 мм пропитаны растворами фермента и индикатора, 
!омы их нанесения разделены красной парафиновой полоской. При 

проведении анализа бумажку следует держать за свободный конец. 
Il комплекте находится 20 штук реактивных бумажек, калибровочный 
график и инструкция. 

Принцип. Метод основан на способности уреазы расщеплять мо-
•п нину, приводящую к выделению аммиака, который окрашивает ин-
дикатор в голубой цвет. Высота в мм окрашенной зоны пропорцио-
нальна концентрации мочевины. Последнюю рассчитывают по кали-
бровочному графику. 

С помощью реактивной бумаги можно установить уровень моче-
инны в сыворотке крови в пределах от 20 до 250 мг/100 мл или со-
огнетственно от 3,33 до 41,62 ммоль/л. 

Ход определения. Сыворотку крови разводят дистиллированной 
нидой в отношении 1:1. На пропитанный ферментом конец бумажки 
и 3 мм от красной парафиновой полосы наносят специальной мерной 
пипеткой 0,03 мл приготовленной сыворотки крови. Бумажку быстро 
помещают в чистую сухую пробирку, герметически закрывают ее 
пробкой и оставляют на 20 мин при - f 3 7 ° C или на 30 мин при 
I '.'O0C в термостате. 

Затем измеряют высоту индикаторной зоны, окрашенной в го-
мубой цвет. По приложенному графику находят концентрацию моче-
иииы. 

В случае использования неразбавленной сыворотки или цельной 
i.pOBH результат делят на 2. 

П р и м е ч а н и е . Комплект <Уреатест» следует хранить в сухом, тем-
н и . прохладном месте. Срок годности — 8 мес со дня выпуска. 

Определение мочевины в сыворотке крови и в моче 
по цветной реакции с диацетилмонооксимом 

Принцип. Мочевина образует с диацетилмонооксимом в присут-
I гний тиосемикарбазида и солей железа в кислой среде окрашенные 
ирщества, интенсивность окраски которых пропорциональна содержа-
нию мочевины в сыворотке крови и в моче. 

Реактивы. 1. Раствор трнхлоруксусной кислоты — 1 0 г/100 мл. 
2. Водный раствор диацетнлмонооксима—2,5 г/100 мл. Реактив 

VTOCK. 
3. Водный раствор (0,25 г/100 мл) тиосемикарбазида илн соля-

нокислого тиосемикарбазида (0,32 г/100 мл). Оба реактива стабиль-
uu неограниченно долгое время, если хранить их в темной посуде 
при комнатной температуре. 

4. Раствор хлорного железа. 5 г хлорного железа растворяют в 
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100 мл дистиллироваииой воды и подкисляют 1 мл концентрирован-
ной серной кислоты. Приготовленный таким образом основной рас-
твор используют для получения рабочего раствора хлорного железа 
путем добавления к 1 мл первого дистиллированной воды до объема 
100 мл и последующего приливапня 8 мл концентрированной серной 
кислоты и 1 мл раствора ортофосфорной кислоты (85 г/100 мл). 
Раствор хранят в темной посуде и используют в течение 2 недель. 

5. Цветной реактив. К 30 мл рабочего раствора хлорного желе-
за добавляют 20 мл дистиллированной воды, 1 мл раствора днаце-
тнлмонооксима (реактив 2) и 0,25 мл раствора тиосемикарбазида 
(реактив 3). Цветной реагент готовят каждый раз непосредственно 
перед употреблением. 

0. Стандартный раствор мочевины. 1,0 г мочевины растворяют в 
100 мл дистиллированной воды. Из этого основного раствора гото-
вят рабочий разведением основного в 10 раз. 

Согласно приказу МЗ СССР об унификации лабораторных мето-
дов исследования (1972, №290, с. 69—70), рекомендуется сразу при-
готовлять рабочий раствор мочевины, используя вместо воды рас-
твор бензойной кислоты концентрации 0,2 г/100 мл (0,2 г кристалли-
ческой бензойной кислоты растворяют в 100 мл дистиллированной 
воды при интенсивном перемешивании и нагревании содержимого 
склянки на водяной бане). Стандарт на растворе бензойной кислоты 
более стабилен, чем водный. 

При работе оба раствора должны давать небольшие колебания 
экстинкции. В противном случае их необходимо заменить. 

1 мл стандартного раствора содержит 1 мг мочевины (1 г/л, или 
16,65 ммоль/л). 

Ход определения концентрации мочевины в сыворотке крови. 
В центрифужную пробирку вносят 0,8 мл дистиллированной воды, 
0,2 мл сыворотки и 1,0 мл раствора трихлоруксусной кислоты, со-
держимое ее смешивают. Через 15—20 мин смесь центрифугируют. 

В чистую пробирку вносят 0,5 мл надосадочиой жидкости и 5 мл 
цветного реактива (5). Пробирку выдерживают в кипящей водяной 
бане 20 мин, затем охлаждают в течение 2—3 мин под водопроводной 
водой. Измерение экстинкции пробы проводят на фотоэлектроколори-
метре при длине волны 500—560 им (зеленый светофильтр) в кювете 
с шириной слоя 10 мм. 

Учитывают оптическую плотность контрольной пробы, которую 
ставят так же, как опытную, но вместо надосадочной жидкости бе-
рут 0,5 мл дистиллированной воды. 

Стандартную пробу проводят, как опытную, с той лишь разни-
цей, что вместо сыворотки в ней используют 0,2 мл стандартного 
раствора мочевины. 

Допустим и второй вариант постановки стандартной пробы, прн 
котором в пробирку вносят 0,05 мл рабочего стандартного раствора, 
0,25 мл раствора трихлоруксусной кислоты, 0,2 мл дистиллированной 
воды и сразу 5,0 мл цветного реактива. Этот способ, несмотря на 
большую простоту, отличается несколько меньшей точностью из-за 
трудности взятия пипеткой ровно 0,05 мл жидкости. 

В обоих случаях расчет производят по формуле: 

х = р°"" -16,65, 
ст. 
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где х — концентрация мочевины (ммоль/л); E ст. — экстинкция опыт-
ной пробы; Е с т . — экстинкция стандартной пробы; 1 6 , 6 5 — концентра-
ция мочевины (ммоль/л) в стандартном растворе. 

Ход определения содержания мочевины в моче. Перед исследова-
нием профильтрованную мочу (взятую из суточного ее количества) 
рмзводят физиологическим раствором в соотношении 1:25 или 1:50. 
Анализ проводят но способу, аналогичному описанному для сыворот-
ки крови, с той разницей, что вместо сыворотки берут 0,2 мл разве-
денной мочи. Параллельно обрабатывают стандартную пробу так, 
кпк это описано для определения мочевины в сыворотке крови. 

Расчет содержания мочевины в суточном объеме мочи произво-
дят по следующей формуле: 

где х — количество мочевины в суточной моче (ммоль); Е0п.— экс-
тинкция опытной пробы; Е с т .—экстинкция стандартной пробы; 
' 'от.— количество мочевины в стандартной пробе (0,05 мг); а — су-
точное количество мочи (мл); б — количество мочи (мл), взятое для 
шализа; К — коэффициент разведения мочи; 1000 — коэффициент 
перевода величины экскреции мочевины из мг в г; 16,65 — коэффици-
• нг пересчета показателей экскреции мочевины из г/сут в ммоль/сут. 

Формулу можно упростить благодаря использованию коэффици-
ента, представляющего собой частное от деления 16,65 на 1000. 

Норма содержания мочевины в сыворотке крови — 2 , 5 0 — 8 , 3 3 

ммоль/л, в суточном объеме мочи — 3 3 3 , 0 — 5 8 2 , 8 ммоль. 
П р и м е ч а н и я : 1. Ввиду неустойчивости получаемой окраски изме-

рение экстинкции следует проводить не позже чем через 15 мин после ох-
ллждепня проб. 

2. Из -за неустойчивости окрашенного комплекса мочевины с диацетилмо-
иооксимом и зависимости окраски от условий нагревания калибровочный гра-
фик строить не рекомендуется. 

3. При содержании мочевины в сыворотке крови выше 16,05 ммоль/л сы-
"оротку разводят физиологическим раствором, а результаты умножают на 
коэффициент разведения. 

4. При определении содержания мочевины в моче, начиная с величины 
• КС in и к цп и 0,13—0,15, следует увеличивать разведение мочн. 

5. Пересчет показателей мочевины на содержание азота в мочевине осу-
ществляют путем умножения на фактор 0,466 (или делением на 2.11). 

Определение мочевины в сыворотке крови 
уреазным методом по реакции с фенолгипохлоритом 

Принцип. Мочевина под действием уреазы разлагается на угле-
кислый газ и аммиак, содержание которого устанавливают колори-
метрически по образованию окрашенных продуктов с гипохлорнтом 
и фенолом. 

Реактивы. 1. Раствор ЭДТА — динатриевой соли этилендиамин-
Iетрауксусиой кислоты (трилон Б, селектон, хелатон, комплексон I I I , 
нерсеи). I г ЭДТА растворяют в 90 мл дистиллированной воды, до-
подят рН до 6,0, корригируя кислую реакцию среды 5 н раствором 
е л кого натра, и приливают воду до объема 100 мл. Этот реактив ис-
пользуют для приготовления раствора уреазы. 

2. Раствор уреазы с рН 6,0.0,02 г ферментативного препарата 
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уреазы вносят в 50 мл раствора ЭДТА, проверяют н в случае необ-
ходимости устанавливают нужное значение рН. 

Отечественная уреаза имеет активность около 870 ед. Sumner 
на 1 г белка. Для реакции пригодна уреаза с активностью 800— 
1000 ед. Sumner на 1 г белка. Препарат уреазы хранят в холодиль-
нике в плотно закрытой упаковке. При соблюдении этих условий фер-
мент стабилен в течение месяца. 

3. Раствор фенола и нитропруссида натрия (цветной реактив). 
0,25 г нитропруссида натрия (ч.д.а) растворяют в 500 мл дистилли-
рованной воды, добавляют 50 мл или 54 г фенола (ч.д.а) и доливают 
дистиллированной водой до 2 л. Раствор стабилен в течение месяца 
при хранении его в холодильнике в посуде из темного стекла. 

4. Основной раствор гнпохлорнта натрия (NaOCl). 100 г хлор-
ной извести (CaOCl2) размешивают в течение 15 мин со 170 мл ди-
стиллированной воды, после чего прибавляют, непрерывно помешивая, 
раствор, состоящий из 170 мл дистиллированной воды и 70 г угле-
кислого натрия (Na2CO3). Масса сначала густеет, затем разжижает-
ся, ее оставляют стоять до следующего дня. Надосадочную жидкость 
(гипохлорит натрия) сливают и фильтруют через промытый дистил-
лированной водой фильтр. Хранят в холодильнике в посуде из тем-
ного стекла. Срок годности раствора — 1—2 мес. 

Для определения активности хлора 1 мл основного раствора 
гипохлорнта натрия смешивают с 100 мл дистиллированной воды. 
К 50 мл этого раствора добавляют 5,0 мл свежеприготовленного рас-
твора йодистого калия (реактив 8) и 10 мл раствора соляной кисло-
ты (реактив 7). Титруют раствором тиосульфата натрия (реактив 5). 
Как только раствор приобретет слабо-желтую окраску, добавляют 
10 капель 1 г/100 мл раствора крахмала и продолжают титрование 
до обесцвечивания. 

Концентрацию активного хлора в г иа 100 мл раствора гипохло-
рнта натрия рассчитывают по формуле: 

а . 0,709, 

где а — количество мл тиосульфата натрия, пошедших на титрование; 
0,709 — коэффициент пересчета 1,0 мл раствора тиосульфата натрия 
в значения концентрации (г/100 мл) хлора. 

Таким образом, по содержанию хлора судят о качестве приго-
товленного раствора гипохлорита иатрия. 

После установления концентрации активного хлора основной 
раствор гипохлорита разводят так, чтобы концентрация хлора в нем 
равнялась 0,5 г/100 мл. Этот раствор смешивают с равным объемом 
5 н раствора едкого натра и используют для реакции. Активность 
хлора проверяют не реже 1 раза в две недели. 

5. 0,1 и раствор тиосульфата натрия. 25 г кристаллического тио-
сульфата натрия (Na2S2O3 • 5Н20) растворяют в I л дистиллирован-
ной воды. 

6. 5 н раствор едкого натра. 
7. 0 н раствор соляной кислоты. 
8. Раствор йодистого калия — 5 г/100 мл. 
9. Стандартный (калибровочный) раствор мочевины — 

6,66 ммоль/л. 40 мг высушенной до постоянного веса мочевины рас-
творяют в мерной колбе в 100 мл реактива 10. Стандартный раствор 
можнр готовить и на дистиллированной воде, но от этого он будет 
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менее стабилен. I мл его содержит 0,4 мг мочевины. Раствор хранят 
м холодильнике. 

10. Раствор бензойной кислоты — 0,2 г/100 мл. 0,2 г кристалли-
ческой бензойной кислоты вносят в 100 мл дистиллированной воды, 
интенсивно перемешивают и нагревают смесь до полного растворе-
ния кристаллов. 

Ход определения. Для приготовления опытной пробы 0,5 мл рас-
твора уреазы вносят в пробирку с притертой пробкой, добавляют 
0,02 мл сыворотки. Пробирку закрывают пробкой и смесь инкубиру-
ют 15 мин при + 3 7 0C. После инкубации приливают 10 мл цветного 
реактива и 1 мл раствора гипохлорнта натрия. Содержимое пробир-
ки перемешивают и оставляют стоять 20 мин при + 3 7 0C. Через 
10 мин измеряют экстинкцию на ФЭКе в кювете с шириной слоя 
10 мм, используя зеленый светофильтр с максимумом пропускания 
'>00—560 им. При этом учитывают значение оптической плотности 
контрольной пробы. 

Контрольную пробу ставят так же, как опытную, но вместо сы-
пороткн берут дистиллированную воду. 

Стандартную пробу обрабатывают как опытную, по вместо сы-
иороткн используют калибровочный раствор мочевины. Измерение 
'кстинкцин осуществляют при условиях, аналогичных таковым для 
опытной пробы. В расчет принимают значения оптической плотности 
опытной и стандартной проб за вычетом экстинкции контрольной 
пробы. 

Расчет ведут по формуле: 
E 1 

Концентрация мочевины (ммоль/л) = —g— -6 ,66 , 
С-2 

где Ei — экстинкция опытной пробы; E2 — экстинкция стандартной 
пробы; 6,66 — концентрация стандартного раствора мочевины 
(ммоль/л). 

В норме содержание мочевины в сыворотке крови составляет 
2,50—8,33 ммоль/л. 

Для пересчета результатов па азот мочевины показатель ее кон-
центрации в ммоль/л делят на 2,14. 

П р и м е ч а н и я : 1. Построение калибровочного графика не рекомен-
дуется. так как интенсивность окраски проб зависит от условий опыта. ГТоэ-
"<му правильнее обрабатывать стандартные пробы одновременно с опытными 
и нести расчет результатов по формуле. 

2. Серия проб не должна превышать 10. 
3. Если сыворотка мутная или окрашенная, то проводят дополнительную 

контрольную пробу—в смесь добавляют сыворотку и все реактивы без ин-
кубации. Показатель экстинкции этой контрольной пробы вычитают из зна-
чения оптической плотности опытной. 

4. Окраска проб стабильна в течение нескольких часов. 

Определение мочевины крови уреазным методом 
по реакции с реактивом Несслера 

Принцип метода основан на разложении мочевины крови или сы-
поротки ферментом уреазой с последующим измерением количества 
образующегося аммиака колориметрическим способом (с использова-
нием реактива Несслера). 

Реактивы. 1. Препарат уреазы: а) очищают 3—4 семечка арбуза, 
н тлеченные зерна растирают в ступке, сначала в 1,0 мл, затем в 
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10,0 мл воды. Полученную эмульсию фильтруют. В семечках фермен-
тативная активность сохраняется более 2 лет. Вместо арбузных се-
мечек можно брать и тыквенные; б) сухая соевая мука—10—12 мг 
на пробу. 

2. Раствор кристаллического сульфата цинка — 7,5 г/100 мл. 
3. Раствор едкого натра — 1,5 г/100 мл. 
Проверка титров растворов 2 и 3: на титрование 10 мл раствора 

сульфата цинка в присутствии фенолфталеина (в качестве индикато-
ра) должно пойти 10,8—11,2 мл раствора NaOH. 

4. Раствор сегиетовой соли (KNaC4HjOe — внинокнслый К, Na) — 
0,2 г/100 мл. 

5. Реактив Несслера. 
6. Стандартный раствор мочевины с содержанием 30 мг мочеви-

ны в 100 мл воды — 5 ммоль/л. 
Ход определения. В две пробирки — опытную и стандартную — 

вносят по 1,5 мл дистиллированной воды. Затем в опытную добавля-
ют 0,1 мл крови или сыворотки, а в стандартную — 0,1 мл стандарт-
ного раствора мочевины, после чего в каждую из пробирок прилива-
ют по 0,5 мл препарата уреазы или всыпают по 10—12 мг сухой сое-
вой муки. Содержимое пробирок перемешивают, плотно закрывают 
корковыми пробками, выдерживают 20 мин в водяной бане (или в 
термостате) прн +37 cC1 охлаждают водой и добавляют в каждую 
пробирку по 0,2 мл раствора сульфата цинка (ZnSO4) и по 0,2 мл 
раствора едкого натра (NaOH). После тщательного перемешивания 
производят центрифугирование (до получения прозрачной надосадоч-
ной жидкости), из каждой пробы отбирают по 1,25 мл центрифугата, 
который переносят в две другие чистые пробирки. В них приливают 
по 2,25 мл раствора сегиетовой соли и по 0,5 мл реактива Несслера. 
Содержимое пробирок перемешивают и колориметрируют на ФЭКе 
с синим светофильтром в кювете с шириной слоя 5 мм, используя в 
качестве контрольного раствора воду (1) или специально подготов-
ленную контрольную пробу (2). 

Последнюю готовят путем добавления к 1,25 мл дистиллирован-
ной воды 2,25 мл раствора сегиетовой соли и 0,5 мл реактива Нес-
слера. 

Расчет ведут решением пропорции 1 и 2: 
(Еоп, —Eu. )—х ммоль/л, (Ес, — Е к . ) — 5 ммоль/л, тогда х = 

= (Епп.— Ек . ) I (Ее.— Е к . ) - 5 ммолъ/л = а ммоль/л (1), 
Еоп.— х ммоль/л, E c .— 5 ммоль/л, тогда х=Еоп. /Е с . ' 5 ммоль/л= 

= а ммоль/л (2), 
где Еоп., Ек. и E c .— экстинкция опытной, контрольной и стандарт-
ной проб соответственно. 

В случае расчета по формуле 2 используют значение оптической 
плотности опытной и стандартных проб за вычетом экстинкции кон-
трольной пробы. 

Норма содержания мочевины в сыворотке крови — 2,50— 
8,33 ммоль/л. 

Клинико-диагностическое значение исследования 
концентрации мочевины в сыворотке крови и моче 

При трактовке результатов анализа следует исходить из того, 
что диета с низким содержанием белка может уменьшить концентра-
цию мочевины в крови до 2,0 ммоль/л, и наоборот, при избыточном 
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питании азотистым» продуктами уровень мочевины обычно колеб-
Ir пи около верхней границы нормы. Диета, бедная ионами хлора, 
ыкже нередко приводит к повышению концентрации мочевины. По-
этому большинство авторов считает колебание концентрации мочеви-
ны от 2,50 до 8,33 ммоль/л физиологически допустимым. Однако су-
ществует мнение, что возрастание уровня мочевины в крови выше 
• •,Об ммоль/л уже нужно рассматривать как признак патологии, по-
• кольку едва ли какой-либо пищевой режим способен поднять содер-
жание мочевины выше этого значения при отсутствии у больного вы-
делительных расстройств. 

Физиологическое состояние организма, связанное с беременно» 
I |ыо, часто сопровождается уменьшением концентрации мочевины 
И IVJIOBH ДО урОВНЯ НИЖе 3 , 3 3 ММОЛЬ/Л. 

В клинике определение концентрации мочевины приобрело наи-
большее значение для диагностики заболеваний почек. Е. М. Тареев 
I читает, что по количеству мочевины, задерживаемой в крови, мож-
но быстрее распознать начальную степень почечной недостаточности, 
чем по величине суммарного остаточного азота, ибо мочевина состав-
ляет именно ту часть остаточного азота, которая в наибольшей сте-
пени задерживается в крови при ухудшении функции почек. К тому 
же определение мочевины технически проще осуществимо, чем оста-
I очного азота. 

При почечной патологии уровень мочевины нарастает гораздо 
быстрее, чем содержание всех остальных компонентов остаточного 
азота. Если в норме азот мочевины сыворотки составляет около 50 % 
всего остаточного азота, то при почечной недостаточности он мо-
жет увеличиваться до 90 %• Поэтому для дифференциальной диагно-
стики заболеваний почек от глубоких дистрофических поражений пе-
чени используют коэффициент urea ratio. 

азот мочевины 
Urea ratio = : 100. остаточный азот 

В норме этот показатель колеблется от 46 до 60 %, при хрони-
ческих нефритах он возрастает до 90 % (и более), а при тяжелых 
формах гепатитов он значительно уменьшается. 

У больных острыми нефритами уремия наступает быстро и, как 
правило, бывает следствием анурии. Задержка азотистых соединений 
в крови наблюдается обычно при гломерулопефритах и почти не об-
наруживается при нефрозах. 

Определение содержания мочевины (или остаточного азота) в 
крови позволяет дифференцировать уремические состояния от псев-
доуремических. Так, если при клинической картине уремического 
припадка у гипертонического больного содержание остаточного азо-
та или мочевины в крови нормально, становится понятным, что это 
не уремия. У больных с почечной гипертонией уровень мочевины в 
крови повышен. При эссенциальной гипертонии эта азотистая фрак-
ция в крови не выходит за пределы нормы. 

Знание концентрации мочевины позволяет составить представле-
ние и о прогнозе заболевания. 

Повышение уровня мочевины в сыворотке крови наблюдается не 
только у больных с почечной недостаточностью, но и у больных с 
другими патологическими состояниями — рефлекторной анурией, кам-
нями и злокачественными новообразованиями в мочевыводящнх пу-
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тях, предстательной железе, отравлением сулемой, болезнью Аддисо-
на, усиленным распадом белков (последнее отмечается у больных с 
острой желтой атрофией печени, тяжелыми инфекционными заболе-
ваниями— брюшным тифом, холерой), непроходимостью кишечника, 
перитонитом, шоком, ожогами, обеднением организма ионами хлора 
(хлоропривиая азотемия, уремия), а также с дизентерией, обезвожи-
ванием (в последнем случае уремня носит не абсолютный, а относи-
тельный характер). 

Поскольку мочевина образуется главным образом в печени (в 
небольших количествах она может синтезироваться и в других тка-
нях), вполне понятно, что прн ее заболеваниях в первую очередь 
страдает мочевинообразовательная функция. Поэтому при паренхи-
матозной желтухе, острой дистрофии печени, декомпенсированном 
циррозе уровень мочевины в крови уменьшается, хотя концентрация 
остаточного азота при этом может не изменяться или даже несколь-
ко увеличиваться (за счет возрастания содержания азота аминокис-
лот и аммиака). Особенно показательно в этом отпошенни изменение 
коэффициента urea ratio, который резко снижается (в противополож-
ность значительному повышению при недостаточности почек). 

Повышенное содержание мочевины в моче отмечается у больных 
со злокачественной анемией, лихорадкой, в результате гнперпротен-
новой диеты, после приема салицнлатов, хинина, прн отравлении фос-
фором; пониженное — у больных с уремией, нефритом, ацидозом, па-
ренхиматозной желтухой, острой дистрофией печени, прогрессирую-
щим циррозом. 

Методы определения креатинина 
и креатина в крови и моче 

Существующие методы исследования содержания креатинина 
(креатина) в крови и моче делятся на: 

I. Колориметрические: 1) с пикриновой кислотой. Методы этой 
группы основаны на реакции Яффе и различаются между собой по 
способу осаждения белков плазмы или сыворотки. Оно может быть 
осуществлено: а) вольфраматом натрия — Фолин, By (1919); б) пик-
риновой кислотой — Поппер с соавт. (1937); в) трихлоруксусной 
кислотой — Б. Е. Берхин (1954); 2) с 3,5-динитробензойной кислотой; 
3) с ортонитробензальдегидом и альфа-нафтолом. 

II. Ферментативные: 1) определение креатинина при помощи поч-
венных бактерий, разлагающих креатинин; 2) определение с фермен-
том креатинфосфокиназой. 

Наиболее точными и специфичными являются ферментативные 
методы исследования содержания креатинина. Однако все они слож-
ны, их внедрение в клиническую практику требует большого коли-
чества дорогостоящих реактивов и специальной аппаратуры. 

Из колориметрических методов самые специфичные с использо-
ванием ортонитробензальдегида. Принцип их состоит в превращении 
креатинина в метнлгуанидин, который определяют реакцией для гуа-
нидиновых производных. Однако для проведения этого вида иссле-
дования необходимы пока еще дефицитные реактивы. К тому же 
упомянутая реакция протекает длительно, а основанные на ней ме-
тоды отличаются трудоемкостью. 

Очень большое распространение получила реакция Яффе, откры-
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I.DI автором в 1886 г. Суть ее сводится к тому, что при добавлении 
и крсатинину пикриновой кислоты в щелочной среде появляется оран-
мн но-красное окрашивание, обусловленное образованием таутомера 
никрата креатинина. 

К сожалению, методы, основанные на реакции Яффе, недостаточ-
но специфичны, поскольку ими выявляются и содержащиеся в сыво-
ротке крови «псевдокреатининовые» хромогены. Среди них наиболь-
шее значение имеют глюкоза, ацетон, ацетоуксусная и пировино-
||щдная кислоты. Эти продукты могут обусловливать кажущееся 
повышение уровня сывороточного креатинина, поэтому установление 
\ казенным методом концентрации креатинина в крови больных са-

лрным диабетом оказывается весьма меточным. 
Замечено, что при нагревании с белком пикриновая кислота вос-

I !.'шавливается в пикрамнновую (красного цвета). Различные другие 
I "постановите л и, в том числе и глюкоза, также способны превращать 
пикриновую кислоту в пикрамнновую. 

Содержание неспецнфических хромогенов в сыворотке крови 
более высокое, чем в моче, что может сказаться на расчете клирен-
I I креатинина. В связи с этим большое значение приобрел вопрос о 
специфичности методов определения креатинина в биологических 
жидкостях. Как выяснилось, она во многом зависит от природы оса-
ди геля белков сыворотки кровн. 

В методе Поппера осаждение белков производят пикриновой 
' полотой, что, по мнению ряда авторов, позволяет получить более 
Iочные результаты, чем прн осаждении белков вольфраматом натрия 
или трихлоруксусной кислотой. Видимо, пикриновая кислота удаляет 
Ii часть креатинннонодобных хромогенов, дающих цветную реакцию 
Мффе. Клиренс креатинина, установленный методом Поппера, более 
правильно отражает истинную величину клубочковой фильтрации. 
Найденная этим способом величина клубочковой фильтрации прак-
тически ничем не отличается от значений клиренса инулина 
(Л. К. Мерзон, 1970). 

Таким образом, в качестве унифицированного метода для уста-
новления концентрации креатинина в крови и моче предложен метод 
I Ionnepa с соавт., основанный иа реакции Яффе. Фирмой «Лахема» 
(ЧССР) освоен выпуск наборов реактивов для определения содержа-
нии креатинина в сыворотке кровн и моче («Креатннин») и построе-
нии калибровочных графиков по стандартным растворам («Креатн-
нин эталон»). 

Определение креатинина 
в сыворотке крови и в моче 
по цветной реакции Яффе (метод Поппера с соавт.) 

Принцип. В результате реакции креатинина и пикриновой кисло-
Iii и щелочной среде образуется окрашенное соединение, иитенсив-
'IiH i ь окраски которого пропорциональна концентрации креатинина. 

Реактивы. 1. Насыщенный раствор пикриновой кислоты. 2 г пи-
• рниовой кислоты растворяют в 100 мл горячей ( + 70—80 °С) дистил-
шрованиой воды (смесь нагревают в водяной бане). Раствор остав-
OiioT на сутки при комнатной температуре (для осаждения избытка 

пикриновой кислоты), после чего его фильтруют. Пикриновая кнело-
Ui, имеющаяся в продаже, содержит 15—20% воды, однако сушить 
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ее не следует — это взрывоопасно! К тому л(е пикриновая кислота 
представляет собой сильный яд. Обращаться с ней нужно осто-
рожно. 

2. Основной стандартный раствор креатинина — 8,80 ммоль/л. 
100 мг креатинина растворяют в 100 мл 0,1 и раствора соляной кис-
лоты. Хранят в холодильнике в посуде с притертой пробкой. 

Для определения креатинина сыворотки крови рабочий стандарт-
ный раствор получают разведением основного раствора дистиллиро-
ванной водой в 100 раз (0,088 ммоль/л). 1 мл рабочего раствора креа-
тинина содержит 0,01 мг креатишша. Этот раствор нестоек. 

3. Раствор едкого натра — 10 г/ЮО мл. 
4. 0,1 н раствор соляной кислоты. 
Ход определения концентрации креатинина в сыворотке крови. 

2,0 мл сыворотки смешивают в пробирке с 6,0 мл прозрачного насы-
щенного раствора пикриновой кислоты. Через 5 мни пробирку поме-
щают на 15—20 с в кипящую водяную баню, затем содержимое про-
бирки центрифугируют (или фильтруют). 

К 4,0 мл центрифугата добавляют 0,2 мл раствора NaOH и все 
тщательно смешивают. Иногда после подщелачивания раствор мут-
неет из-за выпадения фосфатов. В этом случае раствор следует еще 
раз отцентрифугировать, затем его доводят до объема 10 мл дистил-
лированной водой. 

Через 10 мин пробы колорнметрируют при зеленом светофильтре 
(длина волны — 530 им; 500—560 нм) в кювете с шириной слоя 
20 мм, результаты колориметрирования сравнивают с аналогичными 
данными контрольных проб. Интенсивность окраски не изменяется в 
течение часа. 

Контрольные пробы готовят следующим образом. К 3,0 мл насы-
щенного раствора пикриновой кислоты добавляют 0,2 мл раствора 
NaOH и доводят объем дистиллированной водой до 10 мл. 

Стандартную пробу обрабатывают точно так же, как и опытную, 
с той лишь разницей, что вместо сыворотки берут 2,0 мл рабочего 
стандартного раствора. Содержимое пробирки не центрифугируют. 

Постановку стандартной пробы можно упростить, если исклю-
чить этап отбора половинного объема исходного раствора и сразу 
к 1,0 мл рабочего стандартного раствора креатинина добавить 3,0 мл 
пикриновой кислоты, 0,2 мл раствора NaOH и 5,8 мл дистиллирован-
ной воды. 

Рассчитывают концентрацию креатинина по формуле: 

E o n 
х ммоль/л = -р——«0,088 ммоль/л. 

tCT. 

х мкмоль/л = • р°п —-88 мкмоль/л, 
tCT1 

где х — содержание креатинина в сыворотке крови; Еоп.— экстинк-
ция опытных проб; Е с т .—экстинкция стандартных проб (за вычетом 
значений оптической плотности контрольных проб); 0,088 ммоль/л 
(88 мкмоль/л) — концентрация креатинина в стандартной пробе. 

Концентрацию креатинина в сыворотке крови можно рассчи-
тать по калибровочной кривой (табл. 10). Найденное этим способом 
содержание креатинина в пробе соответствует таковому в 1 мл сы-
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* :>отки крови (см. ход определения креатинина в сыворотке). По-
т о м у в табл. 10 приводятся значения пересчета данных в размерио-
fiii ммоль/л сыворотки крови. 

Iобл. 10. Данные к построению калибровочной кривой 
1 I я определения креатинина 

№ 
мрО-
м рОК 

Рабочий 
стандарт-
ный раст-
вор креа-

тинина 
(мл) 

Содержа-
ние креа-

тинина 
в пробе 

(мг) 

Раствор 
пикрино-
вой кис-

лоты (мл) 

Раствор 
NaOH 
(мл) 

Дистил-
лирован-
ная вода 

Концентрация 
креатинина 
в сыворотке 

крови 
(ммоль/л, 
мкмоль/л) 

1 0 ,4 0,004 3 ,0 0 , 2 до объе-
ма 10 мл 

0 ,035(35) 

2 0 ,8 0,008 3 ,0 0 , 2 » 0,070 (70) 
3 1.6 0,016 3,0 0 , 2 » 0 , 1 4 0 ( 1 4 0 ) 

4 2 ,4 0,024 3,0 0 , 2 » 0,210(210) 

5 3 , 2 0,032 3 ,0 0 , 2 » 0,290(290) 
6 4 , 0 0,040 3 ,0 0 ,2 » 0 ,360(360) 

Экстиикцию измеряют в условиях, приведенных нами для замера 
оптической плотности опытных проб. Показания ФЭКа откладывают 
па оси ординат, концентрацию креатишша — на оси абсцисс. Прямо-
шнейная зависимость сохраняется при концентрации креатинина от 

0,026 до 0,440 ммоль/л (26 до 440 мкмоль/л). 
Ход определения содержания креатинина в моче. В мерной кол-

бе или в цилиндре объемом 100 мл смешивают 0,5 мл мочи (из су-
Iочного количества) с 3,0 мл раствора пнкрнповой кислоты. Смесь 
тщательно встряхивают и добавляют к ней 0,2 мл раствора едкого 
цитра. Выдерживают при комнатной температуре в течение 10 мин, 
доводя дистиллированной водой до объема 100 мл. Экстиикцию из-
меряют иа ФЭКе в кювете с толщиной слоя 10 мм при зеленом свето-
фильтре (длина волны — 530 им; 500—560 им), результаты сравни-
вают с данными контрольных проб. 

Контрольные пробы готовят следующим образом. К 3,0 мл раст-
иора пикриновой кислоты добавляют 0,2 мл раствора NaOH, объем 
смеси доводят дистиллированной водой до 100 мл. 

Для получения стандартной пробы к 0,5 мл основного 
(8,80 ммоль/л) стандартного раствора, содержащего 0,5 мг креатини-
иа, приливают 3,0 мл раствора пикриновой кислоты и 0,2 мл раство-
ра едкого натра. Далее пробы обрабатывают так же, как опытные. 

Рассчитывают концентрацию и суточную экскрецию креатинина 
но соответствующим формулам (1 и 2 ) : 

х ммоль /л=Е о п . / Ест.-8,80 ммоль/л (1), 

где х—концентрация креатинина в моче; E o n . — экстинкция опытной 
пробы; Е с т .—экстинкция стандартной пробы; 8,80 ммоль/л — кон-
центрация основного стандартного раствора креатинина. 
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Эту формулу (1) используют при расчете клиренса креатинина: 
X= (Сет.-Еоп.-Д) / Ест.-а (2), 

где х —количество креатинина в суточной моче (мг); С с т . — коли-
чество креатинина в стандартной пробе (0,5 мг); Eo n .—экстинкции 
опытной пробы; Е с т . — экстинкции стандартной пробы; Д — суточное 
количество мочи (мл); а — количество мочи, взятое для анализа 
(0,5 мл). 

После подставления в формулу значений С с т . (=0 ,5 мг) и 
а ( = 0,5 мл) получается: 

X = (0,5 • Еоп- • Д ) I ( Е е т . • 0,5) = E o n . / E C T . • Д . 

Для выражения значений суточной экскреции креатинина в г 
пользуются формулой: 

х г /сут= (Е о п . • Д) / (Ест- • Ю00), 
где 1000 — коэффициент перевода мг в г. 

Поскольку в 1 г креатинина (молекулярная масса 113 дальтон) 
содержится 8,8 ммоль (1 ммоль= 113 мг) его, то для расчета экскре-
ции креатинина в ммоль/сут формулу преобразуют следующим обра-
зом: 

Е о п / Д - 8 , 8 
хммоль/сут — E c t . 1000 ' 

Содержание креатинина в суточной моче составляет в норме 
0,5—2,0 г, или 4,4—17,6 ммоль/сут, в сыворотке крови: у женщин — 
от 0,044 до 0,097 ммоль/л (44—97 мкмоль/л), у мужчин — о т 0,044 
до 0,115 ммоль/л (44—115 мкмоль/л). 

П р и м е ч а н и я : 1. Если концентрация креатииниа в сыворотке кровн 
выше 0.360 ммоль/л, то сыворотку разводят физиологическим раствором и 
полученный по формуле (калибровочному графику) результат умножают на 
показатель соответствующего разведения. 

2. Экстинкцию измеряют не позже чем через 20 мни после прибавления 
к содержимому пробирок раствора едкого натра. 

3. В качестве консервантов для мочи применяют тимол и толуол, кото-
рые не влияют на определение креатинина. 

4. Белок не мешает исследованию содержания креатинина в моче при 
концентрация до 1,5 г/100 мл. Прн большем содержании белка его необходи-
мо предварительно удалить. 

б. Если величина экстинкции опытных проб превышает 0,22—0,25, то мо-
чу следует разводить с последующим учетом показателя разбавления. 

Чёвари, Мештян, Ебст предложили специфичный способ установ-
ления концентрации креатинина в сыворотке крови и моче без пред-
варительного осаждения содержащихся в них белков. Известно, что 
прн различных заболеваниях почек высокое содержание белка и 
глюкозы в моче значительно снижает специфичность реакции Яффе. 
Для повышения специфичности реакции Яффе указанные авторы прн 
определении содержания креатинина у больных с патологией почек 
использовали наблюдение Слота, согласно которому цвет креатинин-
пикратного комплекса в кислой среде исчезает. Содержание креати-
нина находят, учитывая разность между величиной экстинкции окра-
шенного в щелочной среде комплекса и значением оптической плотно-
сти пробы после подкнеления. 

Мешающее влияние белков можно свести к минимуму с помощью 
Na-додецилсульфата и смеси глюкоза — борная кислота. 
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Как уже указывалось, в нашу страну поставляются наборы ре-
.IKtHBOB (фирмы «Лахема», ЧССР) , предназначающиеся для опреде-
лили креатинина в сыворотке крови и моче. Содержимого каждого 
набора достаточно для выполнения 100 исследований. Метод не от-
шчается высокой специфичностью, поскольку осаждение креатинина 
мостигается действием трнхлоруксусной, а не пикриновой кислоты. 
Достоинством этого метода является возможность использования спе-
циально приготовленного эталонного раствора креатинина. Фирма 
«Лахема» поставляет также набор реактивов «Креатниин-эталон». 
Набор применяют для приготовления стандартных растворов креати-
шша и построения калибровочных кривых при исследовании концен-
I рации креатинина в биологических жидкостях любым другим, в том 
•теле приведенным нами, методом. При этом нужно обратить вни-
мание на необходимость требуемого заполнения окрашенным раство-
ром кювет фотоэлектроколорнметра. Конечный объем окрашенного 
раствора (2 мл) обычно недостаточен для заполнения большинства 
фотоэлектроколориметрических кювет с толщиной слоя 10 мм. В этих 
случаях в зависимости от регистрируемых значений оптической плот-
ности нужно: 1) применить кюветы с меньшей толщиной слоя; 
') увеличить конечный объем раствора до 4—5 мл; 3) пропорцио-
нально увеличить (например в 2 раза) объем анализируемой биоло-
гической жидкости и всех используемых в процессе выполнения ме-
тодики реактивов. 

Определение креатина в крови и моче 

Изучение содержания креатина в крови и моче основывается на 
• го свойстве превращаться гидролитическим путем в креатинии. Зная 
исходный уровень креатинина в пробе и то его количество, которое 
определяют в аналогичной пробе после превращения в ней креатина 
и креатинии, по приросту концентрации последнего судят о содержа-
нии креатина. При проведении расчетов сначала находят разность 
между показателями концентрации креатинина, отражающими содер-
жите комплекса креатин—креатинии, и параллельно исследуемого 

гиободиого креатинина, а затем разность умножают на 1,16 (1,159) — 
I очффициеит перевода значений содержания креатинина в таковые 
I реатина. Он представляет собой отношение молекулярных масс 
креатина (131 дальтон) и креатинина (113 дальтон), то есть 131/113 = 

1,16. Ответ дают в цифрах, показывающих концентрацию креатина. 
II норме в сыворотке крови обнаруживается 1—4 мг/100 мл креатина. 
I1' моче взрослых люден он отсутствует. 

Для перевода креатина в креатинии реакцию осуществляют при 
писакой температуре в присутствии соляной кислоты. Так, при опре-
делении креатина в моче к 0,5 мл ее добавляют равный объем 0,5 и 
IICI. Пробирку закрывают пробкой и выдерживают 1—2 ч в сушиль-
ном шкафу при температуре + 6 0 °С. После извлечения пробирки из 
шкафа ее содержимое нейтрализуют добавлением нескольких капель 
Т> г/100 мл раствора NaOH, используя в качестве индикатора рН 

' |>лсную лакмусовую бумажку. Содержимое пробирки сливают в 
мирную колбу, в которой производят определение креатинина мето-
дом, основанным на реакции Яффе. 

Превращение креатина в его ангидрид возможно и при подкисле-
IiHii небольшого объема мочи концентрированной HCl и прогревании 
пробы в кипящей водяной бане в течение 3 мин. Креатин сыворотки 
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переходит также в креатипии при выдерживании подкисленной (2 и 
HCl) пробы в сушильном шкафу, нагретом до +130 0C на протяже-
нии 20 мин. 

Следовательно, применяемые иногда на практике методы иссле-
дования содержания креатина отличаются от способов установления 
концентрации креатинина лишь тем, что включают в себя предвари-
тельный этап гидролитического превращения креатина в креатннин. 
Однако при этом требуется параллельное определение креатинина. 

Клинико-диагностическое значение исследования 
концентрации креатинина и креатина 
в сыворотке крови и моче 

Креатинииемия является ценным диагностическим признаком уре-
мии, но, по мнению большинства авторов, не может служить пока-
зателем для ранней диагностики заболеваний почек, поскольку нару-
шение выделения креатинина почками наблюдается лишь при далеко 
зашедших патологических процессах в них. 

Однако некоторые исследователи полагают, что содержание креа-
тинина у больных с острыми нефритами и нефрозами, а также у боль-
ных с начинающейся недостаточностью почек в результате нефро-
склероза может быть повышено у них в крови прежде, чем зафикси-
руется возрастание уровня остаточного азота, поэтому увеличение 
концентрации креатинина можно считать ранним показателем почеч-
ной недостаточности. Устойчивое повышение креатинина в крови 
аналогично возрастанию уровня мочевины указывает на нарушение 
работы почечного фильтра. 

Для диагностики поражения почек гораздо большее значение 
имеет расчет клиренса креатинина (мочевины). Рассчитывают его 
исходя из знания концентрации этих компонентов остаточного азота 
в крови и в моче. 

Повышенный уровень креатинина в сыворотке кровн отмечается 
не только при почечной недостаточности и прогрессирующих диффуз-
ных заболеваниях почек, по также при закупорке мочевых путей, 
кишечной непроходимости (илеусе), тяжелом диабете, декомпенсации 
сердца, острой желтой атрофии печени, механической желтухе, гипо-
функции надпочечников, хлоропрнвной азотемии, голодании и бере-
менности. Азотемия при простатите не вызывает возрастания уровня 
креатинина. Понижение уровня наблюдается у больных анемией пос-
ле назначения АКТГ. 

Содержание креатинина в моче зависит от питания. Помимо 
эндогенного креатинина в моче содержится креатинин экзогенный, 
поступающий из мясной пищи. Увеличение содержания креатинина 
в моче отмечается при усиленной мышечной работе, лихорадочных 
состояниях (происходит повышенный распад белков протоплазмы), 
пневмонии, выраженной недостаточности функции печени. Понижение 
его уровня — при мышечной атрофии, голодании, дегенерации почек, 
амилоидозе почек, лейкемии. 

Повышенные величины содержания креатина в сыворотке обна-
руживаются у больных с мышечной дистрофией, непроходимостью 
кишечника (илеусом), декомпенсацией сердца, нефритом, ревматоид-
ным артритом, гипертнреозом. 

Креатин в моче здорового взрослого человека, как правило, от-
сутствует, появление его в моче называется креатннурией. Возник-
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повение ее не всегда связано с какой-либо патологией. Так, у ма-
Ii ньких детей и подростков моча всегда содержит креатин. В опре-
нляемых количествах он обнаруживается в моче при безуглеводной 
UieTe, заживлении обширных переломов, значительных оперативных 
вмешательствах, после ролов (при инволюции матки). 

Повышенные величины содержания креатина в моче выявляются 
мкже при некоторых заболеваниях, связанных с нарушениями в об-
мене креатина (при авитаминозе Е, диабете, голодании). Креатииурия 
обычно наблюдается при усиленном распаде тканей. Так, у больных 
мышечной дистрофией креатинина в моче содержится значительно 
меньше, чем в норме, и наряду с этим у них резко повышается кон-
центрация креатина. Усиленная экскреция креатина отмечается у 
кастратов, евнухов, у больных с паренхиматозными гепатитами и не-
которыми другими патологическими состояниями. 

Параллельное определение у одного и того же больного концен-
трации креатинина (или мочевины) в крови и моче значительно рас-
ширяет возможности исследования функционального состояния почек, 
поскольку позволяет получать падежную информацию об иитепеивно-
I in основных функций нефрона —фильтрации, реабсорбини, секреции, 
а также почечного кровообращения. 

Эти методы основаны па сравнении содержания определенных 
кпцеств в крови и моче, поэтому и были названы геморенальными 
пробами. 

ГБМОРЕН А Л ЬНЬIE ПРОБЫ 

Для характеристики очистительной способности почек пользуют-
ся условным показателем, который называется коэффициентом очи-
щения (клиренс — по определению американских авторов). Например, 
имеется вещество, концентрация которого в моче равна U, а в плаз-
ме — Р. Пусть диурез в 1 мин выражается через У. Тогда с мочой за 
I мин выделится U y данного вещества. Если эту величину разделить 
на концентрацию вещества в плазме, получится объем плазмы (С), 
который содержал НУ вещества: 

Величина С и есть коэффициент очищения (клирепс), показываю-
щий, какой объем плазмы полностью очищается от данного вещества 
HI 1 мин. Разумеется, эта величина носит условный характер, так как 

и большинстве случаев очищению (но не полному) подвергается боль-
ше плазмы. Если искать реальный смысл, то коэффициент очище-
ния— это тот объем плазмы, который содержит выделяемое почка-
ми за 1 мин количество вещества. Но это не снижает ценности коэф-
фициента очищения как показателя очистительной способности почек 
но отношению к данному веществу. 

U 
Величина - р - свидетельствует о том, во сколько раз концент-

рируется данное вещество в почках, и называется концентрационным 
индексом (К) . Поэтому приведенную выше формулу можно выразить 
по-другому: 

С = К - У . 
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Клубочковая фильтрация и каиальцевая реабсорбция 

Рассмотренное понятие о коэффициенте очищения позволяет дать 
количественную оценку основным процессам, происходящим в нефро-
не, и прежде всего начальному процессу — клубочковой фильтрации. 

Допустим, что вещество а, находящееся в плазме в концентра-
ции P a , фильтруется вместе с плазмой в клубочках, совершенно не 
реабсорбируясь и не секретируясь в канальцах. В результате реаб-
сорбции воды моча сгущается и концентрация данного вещества в ней 
оказывается равной U a . Тогда в моче, выделенной в единицу вре-
мени, должно содержаться столько вещества, сколько его за такое 
же время профильтровалось с первичной мочой, то есть-. 

U 0 Y = P a F , 
где У — диурез (мл) в I мин; F — фильтрация (мл) в 1 мин. От-
сюда: 

F = U a / Р а . У. 
При сравнении этой формулы с приведенной выше формулой очи-

щения видно, что их правые части равны. Следовательно, фильтра-
ция равна коэффициенту очищения вещества. 

По разности между объемами профильтровавшейся в I мин жид-
кости и выделенной за это время мочи легко вычислить объем реаб-
сорбированной воды; его обычно выражают в процентах к фильтра-
ции ( %)• 

R = (F —У) / F-100. 
Рассматриваемую формулу можно преобразовать, поставив вме-

сто F произведение КУ, где К — концентрационный индекс данного 
вещества: 

R % = (КУ—У) / КУ • 100=У (К— 1) / КУ - I O O = ( K - I ) /К -100 
Следовательно, для вычисления показателя реабсорбции доста-

точно исходить из знания величины концентрационного индекса, что 
значительно упрощает расчет. Этим способом можно находить про-
цент реабсорбции исходя лишь из величины концентрации опреде-
ляемого вещества в крови и моче. Поэтому, если исследователя ин-
тересует только реабсорбция, становится ненужным точный сбор мо-
чи, необходимый для расчета показателей клубочковой фильтрации. 

Изучению веществ, которые выделяются почками исключительно 
путем фильтрации и удовлетворяют некоторым дополнительным 
требованиям (не распадаются и не синтезируются в почках, не ока-
зывают побочного действия), посвящена обширная литература. 

Впервые для определения величины фильтрации Реберг пред-
ложил исследовать концентрацию эндогенного креатинина в крови 
и моче, в связи с чем основанный па этом принципе способ расчета 
клубочковой фильтрации нередко называют пробой Реберга. 

Е. М. Тареев и Н. А. Ратнер (1936) показали, что эндогенный 
креатнннн не секретнруется канальцами, поэтому величины фильтра-
ции, полученные в таких условиях, оказываются идентичными вы-
численным по инулину (веществу, ставшему классическим при опре-
делении фильтрации). 

Учитывая относительное постоянство концентрации эндогенного 
креатинина в крови, ряд авторов ограничивается лишь нахождением 
величины его суточной фильтрации, затем по концентрации креатини-
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на D суточной порции мочи определяет концентрационный индекс и 
SMiioiKaeT его на величину суточного диуреза в л. Этот простой спо-
<об во многих случаях, например при длительном контроле за функ-
цией почек, является весьма рациональным. 

Проба Реберга 

Проведение пробы. Обследуемый натощак выпивает 400—500 мл 
поды или слабого чая и мочится (эту порцию мочи выливают). Вре-
мя мочеиспускания точно отмечают. Ровно через 1 ч собирают мочу 
(полиостью). В середине этого часа пунктируют локтевую вену об-
следуемого и получают 5—8 мл крови. По объему собранной мочи 
устанавливают минутный диурез. В крови и моче определяют кон-
центрацию креатинина. Фильтрацию и рсабсорбцию рассчитывают 
но формулам: 

Клубочковая фильтрация (мл/мин) = C m - / Ск . • минутный диурез, 
ще C M И С„. — концентрация креатинина в моче и кровн, выражен-
ная в новой или старой (мг % ) размерности. 

Реабсорбция ( % ) =[(клубочковая фильтрация —минутный ди-
урез) /клубочковая фильтрация] - 100, или 

R % = ( K - I ) / К - 100, 
где К — концентрационный индекс. 

Клубочковая фильтрация в норме составляет 80—120 мл/мни, 
реабсорбция — 9 7 — 9 9 %. 

Определение коэффициента очищения от мочевины 

Коэффициент очищения от мочевины несколько ниже величины 
фильтрации, так как в отличие от рассмотренных выше веществ, при-
меняемых длй определения фильтрации, мочевина частично реабсор-
бируется (вернее, подвергается обратной диффузии) в канальцах. 
M связи с этим коэффициент очищения от мочевины практически не 
I а висит от величины диуреза только в том случае, если последний 
достаточно высок (не менее 2 мл в 1 мин для человека). Тогда он 
может являться мерой фильтрации, составляя около 2/3 ее величины. 
Установленный прн этих условиях клиренс известен под названием 
максимальный. В остальных случаях чем ниже диурез, тем меньше 
получаемая величина, так как при замедленном токе мочи по капаль-
цпм мочевина активней диффундирует в перитубулярную жид-
кость, где ее концентрация ниже. Поэтому в клинике при среднем и 
\ меренно низком диурезе пользуются видоизмененной формулой^ в 
которой вместо показателя минутного диуреза дается его квадрат-
ный корень. Величина очищения становится условной и называется 
стандартной. 

Проведение пробы такое же, как и при определении коэффици-
ента очищения от креатинина (см. пробу Реберга). 

При диурезе, превышающем 2,0 мл, рассчитывают максимальный 
• т р е н е мочевины по формуле: 

г — ^ м о ч е в - у ^макс. ~~ P ' v * 
мочев. 
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При минутном диурезе, ие превышающем 2 мл, определяют стан 
дартный клиренс мочевины по формуле: 

_ и мояев . y v 

^станд. р ' v ' *мочев. 

где Смаке .— максимальный; С с г а н д —стандартный клиренс мочеви-
ны; U — концентрация мочевины в моче; P — концентрация мочевины 
в плазме (сыворотке) крови; V — диурез (мл/мин); V V — квадрат-
ный корень из величины минутного диуреза. 

В норме максимальный клиренс мочевины составляет 64— 
99 мл/мин, в среднем—75 мл/мин, стандартный клиренс мочевины — 
40—63 мл/мин, в среднем — 54 мл/мни. 

Указанные средние величины принимают за 100 %. Степень от-
клонения от них является показателем функции почек. У здоровых 
людей показатели клиренса мочевины не бывают ниже 75 %. 

Установлено, что мочевина, проходя по канальцам, реабсорбиру-
ется в количестве не менее 25—40 %. В связи с этим коэффициент 
очищения может служить показателем фильтрации только в извест-
ной степени, при условиях, исключающих усиление канальцевой реаб-
сорбции мочевины (олнгурическая фаза острого нефрита, нефротиче-
ский синдром, острая почечная недостаточность, сердечная и сосу-
дистая недостаточность). 

АМИННЫЙ АЗОТ 

Свободный а минный азот (аминоазот) представляет собой азот 
свободных аминокислот, содержащихся в сыворотке (плазме) крови 
(в отличие от общего аминного азота, включающего также азот 
сложных полипептидов и белков). 

Для определения концентрации аминоазота применяют ряд ме-
тодов: а) формоловое титрование по Сёрепсену, основанное на титро-
вании карбоксильных групп аминокислот щелочью после предвари-
тельного блокирования аминогрупп формальдегидом; 

б) газометрнческое определение — по выделению свободного азо-
та при действии азотистой кислотой иа первичные группы аминокис-
лот. Исследование проводится обычно в аппарате Цуверкалова, имеет 
ряд преимуществ перед методом формолового титрования; 

в) метод, основанный на способности аминокислот реагировать 
со взвесью фосфата меди с образованием медных комплексов, ко-
личественно разлагающихся диэтнлднтнокарбаматом натрня, в ре-
зультате реакции раствор приобретает желтую окраску; 

г) установление содержания аминоазота по реакции аминокислот 
с нипгидрином (самый распространенный метод); 

д) определение концентрации аминоазота по количеству обра-
зующегося при дезамннированип свободных аминокислот аммиака. 

О повышенном содержании аминокислот в крови можно судить 
и по уровню резидуального азота (фракции остаточного азота без 
азота мочевины). Как известно, возрастание уровня резидуального 
азота связано главным образом с увеличением содержания амино-
кислот в крови. 
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Определение свободного аминного азота 
и сыворотке крови (по методу Г. А. Узбекова 
в модификации 3. С. Чулковой) 

Принцип. Содержание аминоазота определяют колориметриче-
Нин UO интенсивности окрашивания комплекса, образующегося за счет 
I шимодействия аминогрупп с нингидриновым реактивом. 

Г'еактивы. 1. 0,04 н раствор уксусной кислоты — 0,23 мл ледяной 
• 11 iCOOH на 100 мл воды. 

'?.. Водный раствор нингидрина — 1 г/100 мл. 
Ход определения складывается нз нескольких этапов: 1. Осажде-

IIiic белков. Центрифужную пробирку с внесенными в нее 0,5 мл сы-
моротки и 0,5 мл раствора СНзСООН прикрывают пробкой и поме-
щики в холодную водяную баню, воду в которой доводят до кипе-
мни, Пробы прогревают в течение 5 мин (время отмечают с момента 
нжнпания воды). Затем пробирки охлаждают и приступают к филь-
грованию смеси. 

2. Фильтрование. К содержимому пробирок добавляют по I мл 
щишллироваииой воды и после перемешивания растворов тонкой 
• |екляиной палочкой производят их фильтрование через гладкий бу-
мажный фильтр. Пробирку и осадок на фильтре промывают еще 2 
р т а , каждый раз используя для этого по 1 мл воды, после чего ос-
новной фильтрат и обе порции промывных вод объединяют в одну 
пробирку с меткой, соответствующей 10 мл. 

3. Цветная реакция с нингидрином. К полученному фильтрату 
добавляют 0.5 мл раствора нингидрина, содержимое пробы переме-
шивают и на 20 мин помещают пробирку в кипящую водяную баню. 
Но истечении срока прогревания пробирку охлаждают в токе водо-
проводной воды, оставляют стоять 5 мин при комнатной температуре 
и доводят дистиллированной водой до 10 мл (по метке на пробирке). 

Параллельно ставят контрольную пробу на реактивы. Для этого 
к 3 мл дистиллированной воды добавляют 0,5 мл раствора CH3COOH, 
0,Ti мл раствора нингидрина и после перемешивания раствор 20 мин 
прогревают на кипящей водяной бане, затем охлаждают и доводят 
модой до 10 мл. 

П р и м е ч а н и е . Установлено, что в качестве контрольной пробы мож-
но использовать одну дистиллнрованиую воду. 

4. Колориметрия. Оптическую плотность замеряют на ФЭКе при 
нелепом светофильтре (длина волны — 536 нм) в кювете с толщиной 
слоя 5 мм, результаты сравнивают с аналогичными данными конт-
рольной пробы или воды. 

5. Расчет производят по формуле путем сравнения показаний эк-
стинкцнй опытной и стандартной проб. 

Eou. — Con. 

Ест. Сст. 

Con.= (Еоп. • Сст.) / Ест., 

I де Еоп. и Ест. — значение концентрации опытной и стандартной проб; 
Сст, — содержание мкг N в 0,5 мл стандартного раствора аланииа, 
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получаемого внесением 12,86 мг аланина в 100 мл воды (готовят пе-
ред применением). Стандартный раствор в концентрации 
12,86 мг/100 мл содержит 0,128 мг аланина в 1 мл, или 0,064 мг 
(64 мкг) в 0,5 мл. Если исходить из того, что молекулярная масса 
аланина составляет 90 дальтон, а в 1 молекуле аминокислоты на- | 
ходится 1 атом N (14 дальтон), то исходя из отношения молекуляр- I 
ной и атомной масс 90/14=6,4 можно определить, что 64 мкг аланина 
будут содержать 10 мкг N. 

0,5 мл приготовленного стандартного раствора аланина обраба-
тывают точно так же, как 0,5 мл сыворотки крови (см. ход опреде-
ления). 

Для перевода результатов в г/л найденное количество мкг азота 
умножают на 2000 (для пересчета мкг азота на 1 л биологической 
жидкости) и делят на IO6 (для перевода мкг в г) , то есть умножают 
на 0,002 или делят ча 500 (в случае, если для опыта берут 0,5 мл ис-
следуемой сыворотки). Конечная формула, используемая для расче-
та, приобретает следующий вид: 

х г/л = Соп. .0,002, или х г /л=Coп. /500, 

где х — содержание аминоазота в сыворотке крови (г /л) ; C 0 0 . — со-
держание аминоазота (мкг) в стандартной пробе. 

В норме концентрация аминиого азота в сыворотке крови состав-
ляет 0,020—0,050 г/л. 

Предложен также нетрудоемкий точный метод, основанный «а 
определении аминоазота способом перегонки образующегося при де-
заминировании аминокислот аммиака с последующим проведением 
цветной реакции и фотометрией. 

Определение азота свободных аминокислот сыворотки 
крови по содержанию перегнанного аммиака 

Ход определения. Дезаминирование осуществляют во флаконах 
объемом 20 мл. К пробе добавляют 0,4 мл 2 и раствора уксуснокис-
лого натрия, 0,5 мл раствора нингидрина (3 г/100 мл) и 0,05 мл ра-
створа аскорбиновой кислоты (0,5 г/100 мл). Смесь в течение 10 мин 
нагревают иа кипящей водяной баие. Затем приливают 1 мл 2 и со-
ляной кислоты и еще раз помещают смесь в водяную баню на 10 мин, 
после чего добавляют 0,1 мл раствора перекиси водорода 
(30 г/100 мл) и содержимое пробы вновь нагревают на водяной бане 
в течение 5 мин. Во флакон с пробой вносят 0,7 мл 10 н N a O H n бы-
стро закрывают его резиновой пробкой, в которую вставлена стеклян-
ная палочка с каплей 1 н серной кислоты на конце (акцептор ам-
миака). Флакон вращают на ротаторе (конструкции Бипша с соавт., 
1967) на протяжении 60 мин (диаметр диска ротатора — 300 мм, ско-
рость его вращепия — 30 об/мин). 

Далее стеклянную палочку, на конце которой собран выделив-
шийся аммиак, помещают в раствор, состоящий из 4 мл воды и 
0,5 мл реактива Несслера. Окрашенный раствор фотометрируют при 
475 нм на ФЭКе в кювете с толщиной слоя 10 мм. 

Калибровочные растворы аминокислот, содержащие 8, 20 и 
30 мкг аминного азота в 1 мл, готовят на 0,3 и хлорной кислоте. 
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Клинико-диагностическое значение исследования 
концентрации свободного аминоазота сыворотки крови 

По данным А. А. Покровского, возрастание уровня аминокислот 
происходит у человека после приема белков с пнщей, возвращение 
пмниокислот к исходному уровню протекает в течение 4 ч. Экскреция 
пмниокислот с мочой повышается во время беременности вследствие 
снижения почечного порога. У новорожденных обычно отмечается 
.шшюацидурия, которая постепенно исчезает. При избыточном по-
I !"•Оленин мяса у людей увеличивается экскреция гистндина и метил-
I истидина, при недостаточном питании — бета-аминоизомасляной 
кислоты. 

Увеличение содержания аминокислот в кровн наблюдается у 
больных с печеночной комой, эпидемическим гепатитом и острой жел-
т и атрофией печени, отравлением фосфором, феинлгидразином, че-
п.феххлористым углеродом, хлороформом, квашиоркором, желтой ли-
•орадкой, эклампсией, истощающими поносами, тяжелыми ожогами, 
шоком, сахарным диабетом с кетозом, после кровотечений. Легкое по-
вышение содержания аминокислот в крови может быть прн острых 
инфекциях, гинертиреоидизме, сердечной недостаточности с застой-
ными явлениями, в некоторых случаях анемии, после введения АК.ТГ, 
кортизона, при мнелоидной лейкемии. У больных с феиолкетонурией 
возрастает содержание фенилаланнна. 

Уменьшение содержания аминокислот в кровн отмечается у боль-
ных с нефрозами, после введения глюкозы, инсулина, гормона роста, 
лндрогенов. 

МОЧЕВАЯ КИСЛОТА 

Мочевая кислота — главный продукт обмена пуриновых основа-
ний, входящих в состав сложных белков — иуклеопротендов; она яв-
ляется 2,6,8-триоксипурином. 

Качественной реакцией на мочевую кислоту служит мурексидная 
проба, основанная иа образовании мурексида — аммонийной соли пур-
пуровой кислоты красного цвета. 

Количественное определение содержания мочевой кислоты в кро-
ви и моче связано со значительными трудностями. Этим и объясняет-
ся то обстоятельство, что к настоящему времени исследованием со-
держания мочевой кислоты в биологических жидкостях и тканях за-
нимаются не все клинико-диагностические лаборатории. 

Существующие методы определения концентрации мочевой кисло-
1Ы можно разделить на несколько групп: !.Химические (колориметри-
ческие), основанные на: 1) способности мочевой кислоты восстанав-
ливать фосфориовольфрамовую, мышьяковомолнбденовую кислоты, 
мелезосннеродистын калий и некоторые другие вещества; 2) прямом 
фотометрическом определении концентрации мочевой кислоты по ре-
акции с реактивом Фолина, Дениса; 3) исследовании содержания мо-
чевой кислоты по фенолгипохлоритиой реакции. 

II. Энзиматические (уриказные) методы. 
III. Методы, базирующиеся на абсорбции мочевой кислоты при 

'.'93 нм (прямая спектрофотометрия — Marimont, London, 1964). 
Методы первой группы, предложенные в 1912 г. Folin и Denis1He-
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специфичны, поскольку кроме мочевой кислоты восстанавливающими 
свойствами обладают аскорбиновая кислота, тирозин, триптофан, пп 
стин, цистеии. Широкое использование цианиднофосфорноводьфрамп 
вого способа сдерживается токсичностью цианистого калия, который 
нередко вводят с целью увеличения интенсивности окраски раствора 
предупреждения ее выцветания, а также предотвращения выпаде 
ния солей мочевой кислоты в осадок. Кроме того, для стабилизации 
образующегося при взаимодействии мочевой кислоты с железоскне 
родистым калием комплекса «берлинская лазурь», необходимы им 
портные реактивы — гуммигати, гуммиарабик. 

С 1930 г. стали применяться методы определения концентрации 
мочевой кислоты, базирующиеся иа прямой реакции между нею и ре 
активом Фолина. Недостатком этих методов является их низкая 
специфичность. 

Прямое спектрофотометрическое исследование мочевой кислоты 
в сыворотке крови основано на поглощении мочевой кислотой ультра 
фиолетовых лучей в зоие 282—295 им. Максимум поглощения зави 
сит от р H среды. 

Наиболее специфичные и точные — ферментные методы опреде-
ления содержания мочевой кислоты. Мочевая кислота расщепляется 
уриказой до аллаптоина, CO2 и H2O2. Результаты реакции можно учи 
тывать: 1) измерением потребления кислорода, на что требуется спс 
циальная измерительная аппаратура; 

2) регистрацией абсорбции мочевой кислоты при 293 им (в этой 
области спектра аллантоии оптически прозрачен); 

3) определением образовавшейся перекиси водорода. Перекись 
водорода под влиянием каталазы превращает метанол в формальде-
гид, который в дальнейшем обнаруживается специальной реакцией. 
Данный принцип пололсеи в основу фотометрического исследования 
мочевой кислоты иаборами реактивов фирмы «Boehringer » ( Ф Р Г ) ; 

4) введением в систему еще одного фермента — альдегиддегидро-
геназы, что значительно ускоряет и упрощает осуществление реакции. 

Триведи с соавт. (1978) предложили для определения концент-
рации мочевой кислоты новый энзиматический метод. Он состоит в 
ферментативном превращении мочевой кислоты в аллантоии и пе-
рекись водорода, которая в присутствии каталазы вступает в реак-
цию с этанолом. Образующийся при этом ацетальдегид восстанавли-
вается НАД-H2 , что сопровождается уменьшением светопоглощения 
при 340 нм. Количество окисленного НАД пропорционально содержа-
нию мочевой кислоты в анализируемой пробе. Рассматриваемый эн-
зимный метод отличается высокой специфичностью и простотой ис-
полнения, к тому же он не требует особых кювет и выполняется в 
течение короткого промежутка времени. 

Все ферментные методы связаны с необходимостью применения 
кристаллических ферментов, в частности уриказы; это ограничивает 
их распространение в клинических лабораториях. 

На ферментативном принципе основан метод исследования моче-
вой кислоты потенциометрическим электродом с иммобилизованной 
уриказой. 

В последние годы разработано энзиматическое спектрофлюори-
метрическое определение содерл<ания мочевой кислоты, в частности, 
связанное с использованием р-гидроксифеиилуксусной кислоты в ка-
честве флюорофора. 

Описан калориметрический ферментный метод; он состоит в из-
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№1»||М11 количества теплоты, образованной в процессе прохождения 
«мной реакции с участием ферментов урпказы и каталазы. 
Содержание мочевой кислоты исследуют также методом жидкост-

Hxfl хроматографии. Для повышения специфичности метода прнмеия-
• о ионообменную хроматографию с дальнейшим определением содер-
PiMnii мочевой кислоты фосфорновольфрамовыми, уриказиыми, спе-
* г I фотометрическими способами. Ввиду доступности наибольшее 
•МИространение получили фосфорповольфрамовые методы. Низкая их 
I имо|фпчиость повышается использованием урпказы, цианидов (раст-
вори цианидов весьма токсичны и к тому же нестабильны), инкуба-
ммс»1 сыворотки с карбонатами, хранением сыворотки в холодильнике 
И* более 3 дней и другими способами. 

Ряд авторов проводили параллельное определение мочевой кисло-
И4 фосфорновольфрамовыми и уриказиыми методами. Так, Генри 
M 1)74) показал высокую степень корреляции между фосфорноволь-
фрамовыми и уриказиым методами. 

Фосфорновольфрамовый карбонатный метод имеет примерно оди-
Ii и оную чувствительность с фосфорновольфрамовым цианидным сио-
юбом, однако уриказные методы —более чувствительны. 

Таким образом, из разнообразных групп методов наиболее чув-
• тигельные и специфичные уриказные, которые и предложены в ка-
'iei iue референтных. Однако исходя из технико-экономических кри-
м'рисв для практической работы в клинико-диагностических лабора-
Iорнях в качестве унифицированного рекомендуется фосфорноволь-
фрамовый карбонатный метод по Генри, Собелю и Киму (1957). 
H дальнейшем в клинико-диагностических лабораториях для исследо-
IKtHim мочевой кислоты будет осуществлен переход на уриказные ме-
I оды. 

Определение мочевой кислоты в сыворотке крови 
унифицированным фосфорновольфрамовым методом 

Принцип. Мочевая кислота восстанавливает фосфориовольфрамо-
IIUFI реактив с образованием комплекса голубого цвета. Интенсив-
ность его окраски пропорциональна содержанию в пробе мочевой 
кислоты. 

Реактивы. 1. 0,7 н серная кислота. 10,0 мл концентрированной 
- арной кислоты вносят в мерную колбу на 500.0 мл, содержащую не-
большое количество дистиллированной воды. После тщательного пе-
ремешивания объем доводят дистиллированной водой до метки. 

2. Раствор вольфрамовокислого натрия. 50,0 г вольфрамовокисло-
IO натрия (NajWO4 • 2Н 2 0) помещают в мерную колбу на 500,0 мл с 
небольшим объемом дистиллированной воды, после чего приливают 
ее до метки. 

3. Раствор углекислого натрия. 51,5 г углекислого натрия 
(Na2CO3) растворяют в мерной на 500 мл колбе в 300—400 мл ди-
стиллированной воды и доводят объем дистиллированной водой до 
метки. 

4. Фосфорновольфрамовый реактив. В круглодонную колбу (объ-
е м — 1500 мл) вносят 40,0 г Na 2 WO 4 ^H 2 O и 300,0 мл дистиллиро-
ванной воды. Добавляют в смесь 32,0 мл ортофосфорной кислоты 
(85 г/100 мл) и несколько стеклянных бусинок. Вставляют в колбу 
обратный холодильник и осторожно кипятят ее содержимое в тече-
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ине 2 п на песчаной или глицериновой бане. Охлаждают раствор при 
комнатной температуре и доводят его объем дистиллированной водой 
до 1 л. Затем в колбе растворяют 32,0 г сернокислого лития (Li2SO.! • 
• Н 2 0 ) . Реактив хранят в темной бутыли в холодильнике. Раствор 
стабилеп длительное время. 

5. Основной стандартный (калибровочный) раствор—IQO мг/ 
100 мл. В мерной колбе на 100,0 мл растворяют 0,6 г углекислого 
лития (LijCOa) в 50,0 мл дистиллированной воды при нагревании 
смеси до 60 °С. Добавляют 100 мг мочевой кислоты и содержимое 
колбы тщательно перемешивают до полного растворения внесенных 
компонентов. Затем вливают в нее 2,0 мл формалина и 0,15 мл ле-
дяной уксусной кислоты. Содержимое колбы перемешивают и дово-
дят объем дистиллированной водой до метки. Реактив хранят в тем-
ной посуде в холодильнике в течение 2 лет. 1 мл раствора содержит 
1,0 мг мочевой кислоты. 

6. Рабочий стандартный раствор. 1,0 мл основного калибровоч-
ного раствора доводят до 200 мл дистиллированной водой. 1 мл ра-
створа содержит 0,005 мг мочевой кислоты. Рабочий стандартный 
раствор при хранении в холодильнике годен в течение двух недель. 

Ход определения. В пробирку вносят 8,0 мл воды, 1,0 мл сыво-
ротки, 0,5 мл раствора серной кислоты и содержимое пробирки пере-
мешивают, затем добавляют 0,5 мл раствора вольфрамовокислого на-
трия и после тщательного перемешивания через 5—10 мин смесь 
фильтруют посредством бумажного фильтра. 3,0 мл полученного 
фильтрата используют для анализа. 

В две другие пробирки отмеривают 3,0 мл дистиллированной во-
ды (холостая проба) и 3,0 мл рабочего стандартного раствора. 

В каждую пробирку вливают 1,5 мл раствора углекислого натрня, 
содержимое пробирки перемешивают и вносят в нее 1,0 мл фосфор-
новольфрамового реактива. Раствор взбалтывают вновь переворачи-
ванием пробирки. Через 30 мин измеряют его оптическую плотность 
в кювете с шириной слоя 10 мм при длине полны 590—700 им (крас-
ный светофильтр ФЭКа). Показатели экстинкции опытной и стандарт-
ной проб сопоставляют с оптической плотностью холостой (конт-
рольной) пробы. Расчет ведут по формулам: 

Е о п / С с т / Ю E o i l - S 

Мочевая кислота (мг/100 мл) = — 1 = — g 
ст. ст. 

E o n -C c r -IO E o n -5 
Мочевая кислота (ммоль/л) = р -0,059 = — р • 0,059, 

ст. ст. 

где Еоп. — экстинкция опытной пробы; Ест-—экстинкция стандарт-
ной пробы (за вычетом оптической плотности контрольной пробы); 
Сот. — концентрация стандартного раствора 0,5 г/100 мл; 0 ,059— ко-
эффициент пересчета в единицы СИ; 10 — коэффициент пересчета на 
сыворотку: в опытную пробу берут 10,3 мл сыворотки, то есть в 10 
раз меньше, чем в стандартную. 

Установленная данным методом концентрация мочевой кислоты 
в сыворотке крови практически здоровых людей в возрасте от 20 до 
49 лет колеблется в пределах 0,236—0,500 ммоль/л (4,0— 
8,5 мг/ЮО мл) у мужчин и 0,165—0,442 ммоль/л (2,8—7,5 мг/100 мл) 
у женщин. 
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Определение мочевой кислоты 
по методу Мюллера — Зейферта 

На кафедре клинической лабораторной диагностики БелГИУВа 
успешное испытание прошел метод определения мочевой кислоты но 
Мюллеру — Зейферту. 

Принцип метода основан на колориметрироваини окрашенных 
продуктов, образующихся при восстановлении фосфориовольфрамово-
го реактива мочевой кислотой. 

Реактивы. 1. Реактив Фолииа. 100 г х. ч. вольфрамата натрня 
растворяют в 750 мл дистиллированной воды в колбе Эрленмейера 
п при постоянном помешивании раствора добавляют в пего 80 мл 
ортофосфорной кислоты (H3PO4 ) , 85 г/100 мл. Затем содержимое кол-
бы с установленным в нее обратным холодильником кипятят в тече-
ние 4—6 ч, раствор при этом из желтоватого становится бесцветным. 
Если смесь не обесцвечивается (что бывает редко), в колбу прили-
пают небольшое количество брома (1—2 капли). Для удаления его 
избытка раствор следует прокипятить 10—15 мни. Из колбы Эрлен-
мейера смесь переливают в мерную колбу и доводят дистиллирован-
ной водой до метки 1 л. Реактив стоек. 

2. Трихлоруксусная кислота — 2 0 г/100 мл. 
3. Стандартный раствор мочевой кислоты. На аналитических ве-

сах отвешивают 100 мг мочевой кислоты, и всю меру помещают в 
колбу на 500 мл. Затем в нее добавляют 25 мл раствора углекислого 
лития (Li2COa, 0,5 г/100 мл), 25 мл дистиллированной воды и после 
растворения мочевой кислоты доводят содержимое колбы дистилли-
рованной водой до метки, предварительно прибавив в раствор для 
стойкости 12,5 мл формалина. Хранить в холодильнике в течение 
месяца. 

Из основного (20 мг/100 мл) стандартного раствора готовят ра-
бочий раствор (2 мг/100 мл), разводя основной в 10 раз. Рабочий 
раствор нестойкий и может сохраняться лишь в течение 2—3 дней. 
I мл его содержит 0,02 мг мочевой кислоты. 

4. Насыщенный раствор углекислого натрия (Na2CO3). 
Ход определения. В центрифужную пробирку вносят 1,5 мл сы-

воротки, 1,5 мл дистиллированной воды и 1,5 мл трихлоруксуеиой ки-
слоты. Содержимое пробы тщательно перемешивают и через 30 мни 
центрифугируют. Дальнейший порядок работы показан в табл. II. 
Табл. 11. Данные к методике исследована мочевой кислоты 

Реактивы Опыт 

Центрифугат, соответствующий 0,5 мл сыворотки 1,5 мл 
Стандартный рабочий раствор — 
Трихлоруксусная кислота — 
Дистиллированная вода — 
Насыщенный раствор соды (Na2CO3) 0 ,7 мл 
Реактив Фолина 1 капля 
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Через 10 мни обе пробы кол о р 11 метр м р уют на ФЭКе при зеленом 
светофильтре в кювете с шириной слоя 5 мм, используя для сравне-
ния дистиллированную воду. 

Расчет производят по формуле: 

C x = (Сст. • Еоп.) / Ест.» 
где C r — э т о концентрация мочевой кислоты в сыворотке 
(мг/100 мл); Сст. — концентрация мочевой кислоты в стандартной 
пробе; Еоп. — оптическая плотность опытной пробы; E c t . — оптиче-
ская плотность стандартной пробы. 

Для преобразования старой размерности единиц в новую полу-
ченный результат (Cx) умножают на коэффициент 0,0590: Cx • 
•0,0590 = а ммоль/л. 

П р и м е ч а н и я : 1. Расчет можно производить и по калибровочной 
кривой. Для ее построения готовят стандартные! раствор мочевой кислоты: к 
500 мг мочевой кислоты, внесенной в мерную колбу на 500 мл, добавляют 
76 мл 0.4 г/100 мл раствора углекислого лития, 20 мл формалина н около 
250 мл воды. Смесь тщательно перемешивают, приливают к ней 6.25 мл 2 я 
II2SO4 и объем доводят до метки дистиллированной водой. Полученный стан-
дартный растпор мочевой кислоты имеет концентрацию 100 мг/100 мл. При 
хранении в холодильнике он стоек в течение нескольких недель. 

Для построения калибровочной кривой из основного стандартного раст-
пора готовят серию разведений с концентрацией 0,5; 1,0: 2,0: 3,0; 4,0; 5,0; 
G1O мг/100 мл мочевой кислоты. С целыо перевода значений из размерности 
мг/100 мл в размерность ммоль/л полученные показатели умножают на 0,0590. 

2. Перед анализом больной 3 дня не должен принимать пищу, содер-
жащую пурнновые основания и жиры. 

Норма содержания мочевой кислоты в сыворотке кровн — 0,12— 
0,24 ммоль/л (0,02—0,04 г/л, 2—4 мг/100 мл). 

Кинев приводит более высокие показатели нормы содержания мо-
чевой кислоты в сыворотке крови — 0.04—0,06 г/л. По его мнению, у 
мужчин верхней границей нормы является 0,06—0,07 г/л, у жен-
щин — 0,05—0,06 г/л. 

У больных с достоверно диагностированной подагрой почти всег-
да зпачепия мочевой кислоты превышают 0,075—0,08 г/л, а при обра-
зовании у них подагрических узелков содержание ее редко бывает ни-
же 0,08—0,09 г/л (эти цифры отмечаются у не леченных медикамен-
тозными средствами больных). 

Прн наличии в лаборатории спектрофотометра типа СФ-4, СФ-4А, 
СФ-16, СФ-26 и других рекомендуется проводить исследование моче-
вой кислоты по Марнмоиту и Лондону. В широкую пробирку (2 ,5х 
Х 9 см) вносят 0,3 мл сыворотки, пробирку помещают на 2 мин в ки-
пящую водяную баню. После охлаждения в нее добавляют 3 мл воды 
и сгусток экстрагируют при + 3 7 0C в течение часа. Весь объем жид-
кости вводят в кювету спектрофотометра, с помощью которого выде-
ляют длину волны 289 им. 

Концентрацию мочевой кислоты рассчитывают по калибровочной 
кривой, строящейся по общеизвестным принципам. Однако через все 
этапы метода вместо 0,3 мл сыворотки проводят стандартные пробы 
мочевой кислоты с концентрацией 0,5; 1,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0 мг/100 мл 
(приготовление стандартного раствора аналогично таковому для пре-
дыдущего метода). Ответ лают в ммоль/л. 

П р и м е ч а н и я : 1. Несмотря на то. что пурниовая нагрузка не спо-
собствует быстрому увеличению содержания мочевой кислоты в крови, все 
же за 1—3 дня до определения этого показателя обследуемым рекомендует-
ся принимать бедную пуринами пищу 
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2. Сыворотку нужно использовать для анализа не позднее чем через 6 ч 
• момента взятии крови. 

Л. Нельзя применять гсмолизироиаяиую сыворотку, так как в случае ге-
мн.чнза получаются неверные значения уровня мочевой кислоты. 

4. Перед определением мочевой кислоты больным запрещается принп-
мигь влияющие на исследование медикаментозные средства, такие как: а) 
производные пурина — кофеин, теобромин, теофиллин; б) производные фено-
• I I — креазот, салнцилаты и другие; в) внтимнн С, антидиабетические суль-
фаниламидные препараты я производные тиазола. 

При определении содержания мочевой кислоты ферментным методом при-
ем обследуемыми производных фенола и витамина С не отражается на по-
лученных результатах. 

Клинико-диагностическое значение исследования 
концентрации мочевой кислоты 

Определение концентрации мочевой кислоты имеет особое значе-
ние для диагностики начальных стадий поражения почек и подагры. 

Считается, что у больных с поражением клубочков почки (ост-
рый н хронический нефрит, первично и вторично сморщенная почка) 
и первую очередь страдает выделение мочевой кислоты и индикаиа, 
вследствие чего у них наблюдается гинерурнкемия; очаговые нефри-
ты и нефрозы не вызывают нарушений выделения мочевой кислоты. 

Гиперурнкемня может быть и непочечного происхождения. Уже 
указывалось, что резкое увеличение концентрации мочевой кислоты 
отмечается у больных с подагрой (первичной гиперурикемией)—за-
болеванием, связанным с нарушением обмена нуклеопротеидов. При 
этом заболевании наблюдается отложение солей мочевой кислоты в 
суставах и в различных тканях тела. Уменьшение экскреции мочевой 
кислоты способствует большему ее накоплению в плазме крови. 

Много мочевой кислоты обнаруживается в крови и моче при 
патологических состояниях, протекающих с усиленным распадом ну-
клеопротеидов. Причинами такой вторичной гиперурикемии могут 
быть некоторые гематологические заболевания: миелоидная метапла-
1ия, гемоглобинопатия (талассемия), полицитемия, эритремия, перии-
циозная анемия, гемолитическая желтуха, злокачественная анемия 
и стадии ремиссии; злокачественные заболевания: лейкозы, множест-
венная миелома, лимфома, лейкемия после облучения рентгеновскими 
лучами, лейкопения; сердечно-сосудистые заболевания: артериальная 
гипертония, инфаркт миокарда, сердечная недостаточность; печеноч-
ная недостаточность, диабет, голодание. 

Вторичная гинерурнкемия встречается у больных эндокринными 
и обменными заболеваниями: гипо- и гиперпаратиреоидизмом, миксс-
демой, ожирением, диабетическим кетоацидозом, голоданием, алкого-
лизмом, III типом гиперлнпопродеидемии; у больных с почечными 
(аболеваниями: уремией, предэклампсией, а также у больных с неко-
торыми другими патологическими состояниями: саркоидозом, псориа-
ЮМ, хондрокальцинозом, усиленным потреблением жирной пищи, ал-
лергией, гипертрофией предстательной железы, нлеусом, артритом, 
ацидозом, пневмонией в стадии резорбции, отравлением свинцом и 
угарным газом. 

Интересно, что у 22—27 % нелеченых больных артериальной ги-
пертонией, не сопровождающейся поражением почек, обнаруживается 
I нперурикемия, а при вовлечении в процесс почек гнперурнкемшо уда-
стся выявить у 47—67 % больных. У больных с реноваскулярной ги-
пертонией содержание мочевой кислоты в крови часто увеличено, при 
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атом в 2—12 % случаев к основному заболеванию присоединяется по-
дагра. 

Гииерурикемия при голодании обусловливается, с одной стороны, 
высокой продукцией мочевой кислоты, с другой — снижением клирен-
са уратов, что предопределяется кетозом и повышением содержания 
бета-оксибутирата. 

Высока частота обнаружения (SO—50 %) гиперурикемии у боль-
ных псориазом и саркоидозом, у которых, как предполагают, имеется 
повышенный обмен пуклеотидов и нуклеиновых кислот. 

Гиперурикемшо вызывают и многие лекарственные средства, на-
пример мочегонные препараты (по данным исследований, проведен-
ных в США, примерно у 75 % больных, принимавших мочегонные пре-
параты, выявлена гиперурикемия), пиразикамид, салицнлаты и дру-
гие. Поэтому Е. М. Тареев считает увеличение содержания мочевой 
кислоты в крови неспецифическим почечным показателем, совпадаю-
щим с фактом заболевания почек лишь в 30 % случаев. 

Понижение величины содержания кислоты в сыворотке крови на-
блюдается у больных с анемией, после приема ими пиперазииа, ато-
фана, салицилатов и АКТГ. 

ИНДИКАН 

Иидикан представляет собой калиевую или натриевую соль ин-
доксилсериой кислоты, образующейся в печени при обезвреживании 
индола. 

Подобно другим ядовитым веществам, индол появляется в ки-
шечнике при гниении белков. Так, из ароматической аминокислоты ти-
розина синтезируется фенол и крезол, из триптофана — индол и ска-
тол. Всасываясь в кровь, они попадают в печень, где обезвреживаются 
путем соединения с серной и глюкуроновой кислотами. Прн этом из 
индола образуются нндоксилсерная и нндокснлглюкуроновая кислоты, 
а из скатола — соответственно скатоксилсерная и скатоксилглюкуро-
новая кислоты. 

Определение индикана в сыворотке крови и моче 

Принцип. Метод определения индикана основан на гидролизе его 
соляной кислотой с последующим окислением хлорным железом ин-
доксила и тимола в индиголигнон — соединение розово-фиолетового 
цвета. 

Реактивы. 1. Трнхлоруксусная кислота — 20 г/100 мл. 
2. Хлороформ. 
3. Раствор тимола в 96° этиловом спирте — 5 г/100 мл. 
4. Реактив Жоллеса (Jolles). 0,5 г хлорного железа растворяют в 

IOO мл концентрированной HCI с удельным весом 1,19 (используют 
свежеприготовленный раствор). 

Ход определения индикана в сыворотке крови. К 1,5 мл сыворот-
ки прибавляют 1,5 мл раствора трихлоруксусной кислоты, и через 
10 мин смесь центрифугируют. Полученную надосадочную жидкость 
осторожно сливают в градуированную пробирку, добавляют 7 капель 
раствора тимола и реактив Жоллеса в количестве, равном объему 
цептрифугата. Смесь выдерживают прн комнатной температуре в те-
чение 20 мин, после чего приливают в нее 2 мл хлороформа для из-
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и лечения тнмолнндмголигнона. Содержимое пробирки тщательно пере-
мешивают (избегая образования эмульсии в результате слишком 
сильного взбалтывания) и оставляют стоять на 2 ч (лучше на сутки). 
Пели содержание иидикана не увеличено, то заметить окраску ниж-
него, хлороформного, слоя почти невозможно. Установлено, что при 
очень слабом фиолетовом окрашивании хлороформа содержание ин-
дикана приблизительно равно 0,022 мг/100 мл. При более сильном 
окрашивании (от нежного розово-фиолетового до ясного красно-фио-
летового) органическую фазу разбавляют хлороформом до тех пор, 
пока раствор не станет бесцветным. С этой целью слой хлороформа 
переносят обычной пипеткой в мерный цилиндр (на 25 мл), в кото-
рый и прибавляют чистый хлороформ до исчезновения окраски сме-
си. Содержание инднкана в пробирке со следами краски соответству-
ет величине, получаемой умножением 0,022 на цифру разведения 
(частное от деления конечного объема хлороформа на начальный его 
объем). 

Пусть для обесцвечивания понадобилось 9 мл хлороформа, а так как 
первоначальный его объем был 2 мл, то разведение составит 9 : 2=4,5. Со-
держание иидикана в этом случае равно 0,099 мг/100 мл (3,96 мкмоль/л). 

В норме содержание иидикана в крови колеблется в пределах от 
0,022 до 0,08 мг/100 мл (0,87—3,13 мкмоль/л). 

Для перехода от размерности мкг/100 мл к размерности 
мкмоль/л пользуются коэффициентом пересчета 0,04, который находят 
исходя из следующих рассуждений: 

Молекулярная масса индикаиа (калиевой солн индокенлеерной кислоты) 
составляет 251 (округленно 250) дальтон. Отсюда если 250 мкг иидикана эк-
вивалентны 1 мкмоль, то 220 мкг/л (соответствует концентрации 22 мкг/100 мл, 
или 0,022 мг/100 мл)—0,87 мкмоль/л. Коэффициент пересчета находят деле-
нием I (мкмоль)/250 (мкг) и умножением результата на 10 (для перехода от 
100 мл к 1 л биологической жидкости), то есть 1/25=0,04. 

Ход определения иидикана в моче. 20 мл мочи смешивают с 10 мл 
раствора уксуснокислого свинца (10 г/100 мл) и после встряхивания 
смесь фильтруют. К 10 мл фильтрата добавляют 1 мл тимолового 
раствора и 10 мл реактива Жоллеса. Через 15 мин в склянку прили-
вают несколько капель хлороформа, смесь взбалтывают и произво-
дят оценку результата исследования. 

В норме отмечается розово-фиолетовое окрашивание хлороформа, 
интенсивность которого при выраженной индиканурии повышается до 
красно-фиолетового цвета. 

Клинико-диагностическое значение изучения 
содержания индикана в сыворотке крови и моче 

Исследование индикана оказывается весьма полезным у боль-
пых с начальными стадиями развития почечной недостаточности, ког-
да уровень остаточного азота еще может быть и не увеличенным. 
Считают, что индиканемня является более чувствительной реакцией 
с целью установления недостаточности почек, чем азотемия, так как 
и определенной стадии болезни почки перестают пропускать более 
крупные молекулы индикана и последний накапливается в крови; 
молекулы же мочевины, напротив, в этой стадии болезни легко про-
ходят через почки и в крови могут не задерживаться. Вот почему ис-
следование индикана в крови имеет самостоятельное диагностическое 
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значение и должно производиться параллельно с определением оста-
точного азота при подозрении иа недостаточность функции почек у 
больных. 

Индиканемия наблюдается в большинстве случаев гломеруло-
нефрита. При очаговом гломерулонефриге реакция на индикаи в сы-
воротке, как правило, отрицательна; отсутствие индикансмии и азо-
темии свидетельствует о неповрежденной функции почечной ткани, 
несмотря иа наличие очагового гломерулонефрнта. У больных с ост-
рыми нефритами индиканемия не имеет прогностического значения; 
у больных с хроническими нефритами, наоборот, она прогностически 
неблагоприятна. 

Действительно, содержание индикана возрастает чаще всего при 
хронических нефропатиях. При острых нефропатнях, сопровож-
дающихся недостаточностью почек, количество индикана в крови по-
вышается мало. В случаях рассматриваемых заболеваний с явления-
ми сморщивания почки содержание индикана возрастает раньше уве-
личения количества остаточного азота или мочевины. Это обстоятель-
ство повышает диагностическую ценность определения иидикапа. За-
мечено, что большое количество индикана при ннзком содержании 
остаточного азота или мочевины указывает на гораздо большую не-
достаточность почек, чем высокий уровень мочевины или остаточного 
азота прн небольшом количестве индикана. В хронической стадии 
нефрита, когда содержание остаточного азота еще не увеличено и 
концентрационная функция почки пока сохранена, количество инди-
кана может уже слегка возрастать. В значительной степени выражена 
индиканемия прн явлениях абсолютной недостаточности почек, ве-
дущих к развитию азотемии (уремии). Как правило, реакция на ин-
дикаи резко положительна в предуремической и уремической стади-
ях нефрита. 

Следует, однако, помнить, что увеличение концентрации индика-
на в сыворотке крови может наблюдаться при запоре, завсроте ки-
шок, ущемленной грыже и различных других видах кишечной не-
проходимости, когда создаются условия для активизации гнилостных 
процессов в кишечнике, а также при усиленном разложении белков 
в организме (опухоли, эмпиемы, бронхоэктазии, абсцессы и прочие 
заболевания). 

Г л а в а Vl 
МЕТОДЫ ИЗУЧЕНИЯ АКТИВНОСТИ ФЕРМЕНТОВ 

Основным биологическим материалом для исследования актив-
ности ферментов в клинике является сыворотка кровн. В связи с 
этим следует отметить, что из-за выделения в процессе свертывания 
крови и ретракции сгустка содержащихся в тромбоцитах биологиче-
ски активных веществ, могущих влиять на ферменты плазмы крови, 
в большинстве случаев активность энзимов и сыворотке превышает 
таковую плазмы крови. Более того, при лизисе эритроцитов в сгуст-
ке находящиеся в форменных элементах ферменты переходят в сы-
воротку крови. Именно этим объясняется, в частности, большая ак-
тивность лактатдегидрогеназы у практически здоровых людей в сы-
воротке, чем в плазме крови. 

При унификации ферментативных методов исследования необ-
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ходимо соблюдать два условия: I) выбирать оптимальные способы 
определения активности энзимов (они должны проводиться на соот-
ветствующем научном уровне и удовлетворять требованиям эконо-
мии) и 2) выражать результаты исследования только в ммоль (ред-
ко в мкмоль, г) разрушенного субстрата (или образовавшегося в 
результате его расщепления продукта) в пересчете иа 1 л биологиче-
ской жидкости (сыворотки, плазмы крови, мочи, спинномозговой 
жидкости) за время инкубации смеси в течение 1 ч при + 3 7 0C. 
Ii некоторых случаях показатели активности ферментов дают в ус-
ловных и некоторых других единицах. 

МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ АКТИВНОСТИ АЛЬДОЛАЗ 
В СЫВОРОТКЕ КРОВИ 

Альдолазы — ферменты, принимающие участие в гликолитиче-
ском расщеплении глюкозы, относятся к классу С — С-лиаз (КФ 4.1). 

Фруктозо-1,6-дифосфатальдолаза (ФДФ-А) катализирует обрати-
мую реакцию расщепления фруктозо-1,6-дифосфата на две фосфотрио-
зы — фосфоглицериновый альдегид и монофосфат дноксиацетона: Фрук-

ФДФ-А 
тозо-1,6-дифосфат ~ ' Фосфодиоксиацетон -f- 3-фосфоглицериновый 

HOH 
альдегид 

Оптимум действия энзима находится в пределах рН 7—9. 
Фермент обнаруживается во всех органах и тканях человека и 

животных. Наибольшая активность его определяется в скелетной 
мускулатуре, сердечной мышце и печени. Активность фруктозодифос-
фатальдолазы в эритроцитах в 100 раз выше, чем в сыворотке кро-
ви, в связи с чем даже следы гемолиза могут значительно исказить 
результаты анализа. 

Фруктозо-1 -фосфатальдолаза (кетозо-1 -фосфатальдегидлиаза; 
КФ 4.1.2.7.) катализирует реакцию расщепления фруктозо-1-монофос-
фата иа глицериновый альдегид и диокснацетонфосфат: Фруктозо-1-

Ф-1-Ф-А 
фосфат < * Фосфодиоксиацетон Глицериновый альдегид 

HOH 
Фермент специфичен для печени. Незначительная его активность 

обнаружена также в почках и мозговой ткани. 
Альдолаза крови относительно термостабильна. Кровь может 

быть оставлена при комнатной температуре для свертывания и цент-
рифугирования па несколько часов. Активность фермента не изменя-
ется, если хранить сыворотку при температуре 0—4 0C в течение 3— 
4 дней. 

Существует несколько методов определения активности альдола-
зы, в основу которых положены различные принципы. 

Метод, связанный с исследованием активности альдолазы за счет 
установления содержания щелочелабильного фосфора трнозофосфа-
тов, является трудоемким, так как требует проведения серии конт-
рольных определений неорганического и щелочелабильного фосфора 
и пробах. 

Спсктрофотометрнческий метод, предложенный Варбургом н 
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Христианом, основан на оптическом тесте Варбурга. По степени пре-
вращения НАД-H в НАД в присутствии лактатдегидрогеназы нахо-
дят концентрацию фосфодиоксиацетоиа и тем самым — активность 
альдолазы. Метод сложен, требует внесения в инкубационную смесь 
ферментов и кофермеитов. 

Колориметрические методы изучения активности альдолазы про-
сты и доступны, так как наша промышленность выпускает специаль-
ные наборы реактивов для определения активности фруктозо-1,6-ди-
фосфатальдолазы по цветной реакции продуктов ферментативной 
реакции с 2,4-диннтрофенилгидразином. 

В некоторых случаях используют методы зонального (на агаро-
вом геле) электрофореза нзоэизимов альдолазы (в сыворотке крови 
обнаруживается до трех фракций альдолазы, соотношение между ко-
торыми резко меняется при заболеваниях печени, инфаркте миокар-
да и ряде других патологических состояний). 

Определение активности 
фруктозо-1,6-д ифосфатальдолазы 
в сыворотке крови (метод В. И. Товарницкого, 
Е. Н. Волуйской в модификации В. А. Ананьева 
и В. В. Обуховой) 

Этот колориметрический метод достаточно точен, сравнительно 
прост и требует для своего выполнения очень небольшого количества 
сыворотки (0,1 мл). Гемолиз, иногда даже небольшой, может суще-
ственно завысить результаты исследования (из-за значительного со-
держания ФДФ-А в эритроцитах), с чем приходится считаться при 
взятии у больного кровн из пальца. 

Принцип. Фруктозо-1,б-днфосфатальдолаза катализирует реакцию 
расщепления субстрата (фруктозо-1,6-дифосфата), продукты распада 
которого (триозофосфаты) образуют с. 2,4-динитрофенилгидразином 
гидразон, имеющий в щелочной среде фиолетовое окрашивание. По 
интенсивности окраски, определяемой колориметрически, судят об 
активности фермента. 

Реактивы. 1. Фруктозодифосфат (ФДФ), переведенный из ба-
риевой соли в натриевую. Для ее приготовления 270 мг бариевой со-
ли фруктозоднфосфата растворяют в 3,5 мл 1 и раствора HCl (8,5 мл 
концентрированной HCI доводят водой до 100 мл). К этому раствору 
приливают 1,0 мл раствора безводного сульфата натрия (14 г/100 мл). 
Выпавший осадок сернокислого бария удаляют центрифугировани-
ем. Надосадочпую жидкость проверяют иа полноту осаждения ионов 
бария добавлением к центрифугату 1 капли раствора сернокислого 
натрия. Помутнение раствора свидетельствует о недостаточно пол-
пом осаждении ионов бария. Прозрачную жидкость сливают в мерную 
25-мнллилитровую колбу, подщелачивают 3 г/100 мл раствором 
NaOII до рН 7,4—7,6, пользуясь индикатором бромтнмоловым си-
ним. При этом значении рН в смеси появляется синее (не зеленова-
тое!) окрашивание. После установления рН объем раствора доводят 
дистиллированной водой до метки. Приблизительно получается 
0,02 моль/л раствора натриевой соли фруктозоднфосфата. Этот раст-
вор при добавлении к нему нескольких капель толуола сохраняется 
в холодильнике от двух недель до одного месяца. Его разливают 
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во флаконы От пенициллина и хранят в замороженном состоянии. 
Перед употреблением флаконы следует оттаивать. 

2. Раствор 2,4-дииитрофенилгидразииа — 0,1 г/100 мл. Растворя-
ют 0,1 г реактива в 100 мл 2 н HCI. Для приготовления последней 
17 мл концентрированной HCl (плотность 1,19 кг/л) доводят дистил-
лированной водой до 100 мл (растворение идет медленно, при подо-
гревании смеси в водяной бане; раствор фильтруют и хранят в тем-
ной склянке в холодильнике при + 4 0C). 

3. Раствор N a O H - 3 г/100 мл. 
4. 0,56 моль/л раствора гидраэннсульфата. В мерной колбе иа 

100 мл в небольшом количестве воды растворяют 7,3 г соли и при 
постоянном взбалтывании смеси подщелачивают ее до рН 7,4 раст-
вором NaOH (70—80 мл), после чего объем раствора гидразинсуль-
фата доводят дистиллированной водой до метки. Некоторые авторы 
рекомендуют для подщелачивания раствор NaOH в концентрации 
33 г/100 мл (гидразинсульфат может быть кислый, основной, ней-
тральный. Предпочтительнее пользоваться основным гндразинсуль-
фатом). 

5. 0,002 моль/л раствора монойодуксусной кислоты. Растворяют 
0,04 г кислоты в 80—90 мл дистиллированной воды, смесь доводят 
раствором NaOH до рН 7,4 (см. п. 8) и добавляют дистиллированной 
воды до 100 мл. Хранят в темной склянке в холодильнике при + 4 0C. 

6. Раствор трихлоруксусной кислоты—10 г/100 мл. 
7. Раствор гидрокарбоната натрия (двууглекислой соды, 

NaHCOa) — 0 , 5 г/100 мл. 
8. Раствор бромтимолового синего (индикатор)—0,04 г/100 мл. 

0,01 г индикатора вносят в 3,2 мл раствора NaOH (0,02 г/100 мл) и 
доводят смесь водой до объема 25 мл (или 0,1 г бромтимолового си-
него растворяют в 32 мл раствора едкого натра (0,2 г/100 мл) и до-
ливают смесь дистиллированной водой до 250 мл). Этим раствором 
индикатора пользуются при подщелачиваиии растворов 1, 4 и 5 до 
рН 7,4—7,6. После каждого прибавления в раствор щелочи на пред-
метное стекло наносят по капле такого раствора и индикатора. До-
ливают реактив щелочи (3) в раствор до тех пор, пока капля па 
предметном стекле не окрасится в синий цвет. 

П р и м е ч а н и е . Растворы 2,4-диннтрофеннлгндразнна, гидразинсульфа-
Iii1 монойодуксусной кислоты хранят непременно в темном прохладном мес-
I-. Если рН их оказывается большим 7,4. то гидразинсульфат подкисляют 

раствором H2SO4, ФДФ — раствором 2 и HCl, монойодуксуспую кислоту — 
раствором уксусной. 

Ход определения. Готовят смеси из следующих компонентов 
(табл. 12). 

Для удобства их приготовления рекомендуют сначала произвести 
и большом количестве первую смесь, исходя, например, из соотно-
шения цифр, заключенных в скобки (табл. 12). 

А. В. Сучков, Н. В. Привалова, II. Б. Еникеева предлагают рзст-
иоры двууглекислой соды, гидразина и монойодуксусной кислоты 
брать в следующем соотношении: 100 мл раствора МаИСОз, 25 мл 
раствора гидразина, 25 мл раствора монойодуксусной кислоты. К сме-
• H добавляют 25 мл дистиллированной воды. Содержать в холодиль-
нике при + 4 0C. 

105 



Табл. 12. Компоненты смесей для опытной и контрольной проб (мл) 

Л» по 
списку Основной компонент 

Первая смесь 
(для контроль-

ной пробы) 

Dгорля смесь 
(для опытной 

пробы) 

7 Гидрокарбонат натрия 1,00(4,0) 1,00 
4 Гидразинсульфат 0 ,25(1 ,0 ) 0,25 
5 Монойодуксусиая кислота 0 ,25(1 ,0 ) 0,25 
1 Фруктозодифосфат — 0,25 

Дистиллированная вода 0 ,25(1 ,0 ) 0,25 

Непосредственно перед исследованием активности рассматривае-
мого фермента приготавливают вторую смесь, состоящую из 0,25 мл 
раствора ФДФ и 1,75 мл первой смеси. 

Ввиду того что реакция протекает очень непродолжительное вре-
мя, можно обходиться и без монойодуксусиой кислоты, ее следует 
заменить соответствующим объемом дистиллированной воды или 
раствором гидрокарбоиата натрия. 

Для постановки опытной пробы в центрифужную пробирку вно-
сят 0,1 мл сыворотки и добавляют 0,2 мл второй смеси. Контрольную 
пробу проводят путем приливания к 0,1 мл сыворотки 0,175 мл пер-
вой смеси (без раствора ФДФ). Все опытные и контрольные пробир-
ки помещают в термостат прн + 3 7 0C на 1 ч. После инкубации в 
контрольные пробирки вносят по 0,025 мл раствора ФДФ. Дальней-
ший ход реакции для опытной и контрольной проб протекает одина-
ково. Белки осаждают добавлением в смесь 0,3 мл раствора трихлор-
уксусной кислоты. Пробирки центрифугируют до получения прозрач-
ной надосадочной жидкости (этот этап может быть исключен) 
и после доливания в них по 0,6 мл раствора NaOH оставляют на 
10 мин при комнатной температуре. Затем в пробы добавляют по 
0,6 мл раствора 2,4-динитрофеиилгидразина, их помещают иа 10 мин 
в термостат или водяную баню прн +37 0C (пробирки можно остав-
лять и при комнатной температуре), доливают 4,2 мл раствора NaOH 
и сразу же колорнметрируют на ФЭКе при зеленом светофильтре 
(530—540 им) в кюветах с шириной слоя 5 мм. Из цифр, отражаю-
щих данные колориметрирования опытных проб, вычитают аналогич-
ные величины контрольных проб и выражают активность альдолазы 
в усл. ед., представляющих величину экстинкции, умноженную на 100. 

По результатам микрометода В. А. Ананьева и В. В. Обуховой, 
в норме активность фруктозо-1,6-дифосфатальдолазы в сыворотке 
крови не превышает 3—8 ед. 

Клинико-диагностическое значение исследования 
активности фруктозо-1,6-дифосфатальдолазы 
в сыворотке крови 

ФДФ-А — фермент, обнаруживающий высокую активность в ске-
летной мускулатуре, миокарде, печени, мозге, легких, эритроцитах. 
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При глубоких дистрофических процессах в мышечной системе значи-
тельно увеличивается содержание данного энзима в сыворотке крови. 
При остром приступе миоглобииурии активность фермента может 
возрастать в 100 раз по сравнению с показателями нормы, посте-
пенно спадая по мере стихания процесса. Значительное увеличение 
активности ФДФ-А наблюдается у больных с прогрессирующей мы-
шечной дистрофией, дерматомиозитом, миозитом, в то время как 
сходные по клинической картине нервно-мышечные и другие заболе-
вания (нервно-мышечная атрофия, миостения, полиомиелит, буль-
барные параличи) не сопровождаются гнперферментемией. 

При мелкоочаговом инфаркте миокарда гннеральдолаземия от-
мечается у 25—40 % больных. Она наступает через 5—6 ч от начала 
болезни, достигая максимальной величины иа 2—3-й сутки. Норма-
лизация теста происходит на 4—5-й день. 

При крупноочаговом инфаркте миокарда повышение активностп 
альдолазы встречается у 50—72 % больных. Начало подъема актив-
ности и максимальная величина се происходят в те же сроки, что и 
при мелкоочаговом инфаркте, по степень гнперальдолаземии при рас-
сматриваемом заболевании выше и нормализация показателя наблю-
дается позднее (7—8-й день). 

Затяжной характер возрастания активности ФДФ-Л может быть 
следствием повторных инфарктов. 

У больных с острой очаговой дистрофией миокарда активность 
этого фермента повышается лишь в единичных случаях в течение 
первых двух суток заболевания. Стенокардия же не сопровождается 
изменением активности альдолазы. 

У больных с острым гепатитом (болезнью Боткина) в 90 % слу-
чаев обнаруживается 5—20-кратное возрастание активности фрукто-
.юдифосфатальдолазы. Важно отметить, что она увеличивается за-
долго (от 3 дней до 2 недель) до проявления клинических симпто-
мов заболевания, достигая максимума в первые 5 дней желтушного 
периода. Затем происходит ее постепенное снижение, более быстрое 
при легком течении, чем при среднетяжелом и тяжелом. У детей нор-
мализация ферментативных показателей отмечается быстрее, чем 
у взрослых. Длительная гнперферментемия свидетельствует о затяж-
ном течении заболевания. Следует помнить, что активность фермен-
I а увеличивается не только при желтушной, но и при безжелтушной 
форме заболевания. Поэтому становится понятным большое значе-
ние определения сывороточной альдолазы не только для ранней ди-
агностики гепатита и распознавания безжелтушных форм, но и для 
предупреждения переливания больным крови доноров, страдающих 
латентным гепатитом. У больных с хроническим гепатитом и цирро-
юм печени активность ФДФ-А обычно не отклоняется от нормы. Ее 
\нсличенпе всегда является показателем обострения процесса. Нор-
мальные или незначительные повышения величины ферментной ак-
тивности отмечаются у больных с механической желтухой и воспали-
тельиыми заболеваниями желчевыводящнх путей. 

Поражение же печени гепатотропиыми ядами (например CCU) 
приводит к резкому возрастанию активности фруктозодифосфатальдо-
лпзы в сыворотке крови. Повышение активности альдолазы связано с 
некоторыми опухолевыми заболеваниями и миелолейкозом. 

Менее значительно увеличивается активность ФДФ-А в сыворот-
Ke крови при остром панкреатите, гемолитической анемии, инфаркте 
I' I кого, тяжелой пневмонии, экземе, нейродермите и ревмокардите. 
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Установление активности фруктозо-1-фосфатальдолазы 
(метод Шапиро в модификации Д. М. Брагинского) 

Принцип метода не отличается от такового при определении 
фруктозо-],6-дифосфатальдолазы. Разница сводится лишь к тому, что 
в качестве субстрата вместо фруктозоднфосфата используют фрукто-
зомопофосфат (ФМФ). 

Реактивы те же, что и прн исследовании активности фруктозо-
1,6-дифосфатальдолазы (кроме фруктозоднфосфата). Субстратом яв-
ляется 0,1 моль/л раствора натриевой соли фруктозо-1-фосфорной 
кислоты. Готовят его следующим образом. 494 мг бариевой соли 
фруктозо-1-фосфорной кислоты помещают в центрифужную пробир-
ку и (при размешивании стеклянной палочкой) растворяют в 5—7 мл 
дистиллированной воды. Для осаждения ионов бария к смеси при-
ливают но каплям 1,1 —1,2 мл раствора сульфата натрия (12 г/100 мл), 
размешивая стеклянной палочкой образовавшиеся хлопья. Реактив 
тщательно центрифугируют (10—15 мин при 1500—2500 об/мин), и, 
не сливая жидкости с осадка, проверяют полноту осаждения ионов 
бария прибавлением к надосадочной жидкости нескольких капель 

Табл. 13. Исследование активности фруктозоди-
н фруктозомонофосфатальдолазы в сыворотке крови 

Определение активности l.fi-дифос 
фатальдолазы в сыворотке кровн 

1. Берут 0,1 мл сыворотки кро-
ви (негемолизиропанной) 

2. Добавляют 0,2 мл смеси ре-
активов и субстрата (ФДФ) 

3. Инкубируют в термостате в 
течение 1 ч при + 3 7 0C 

4. Добавляют 0,3 мл раствора 
трихлоруксусной кислоты 

5. Центрифугируют в течение 
10 мин при 1500 об/мии 

6. Добавляют 0,6 мл раствора 
едкого натра 

7. Оставляют иа 10 мин при 
комнатной температуре 

8. Добавляют 0,6 мл раствора 
2,4-дииитрофенилгидразнна 

9. Нагревают в водяной бане 
прн + 3 8 0C в течение 10 мин 

10. Добавляют 4,2 мл раствора 
едкого натра 

11. Колорнметрнруют на ФЭКе 
при зеленом светофильтре 

Определение активности 1-монофос 
фатальдолазы в сыворотке крови 

1. Берут 0,1 мл сыворотки крови 

2. Добавляют 0,2 мл смеси реак-
тивов и субстрата (ФМФ) 

3. Инкубируют в термостате в те-
чение 2 ч при + 3 7 0C 

4. Добавляют 0,3 мл раствора 
трихлоруксусной кислоты 

5. Центрифугируют в течение 
10 мин при 1500 об/мин 

6. Добавляют 0,6 мл раствора 
едкого натра 

7. Оставляют на 10 мин при ком-
натной температуре 

8. Добавляют 0,6 мл раствора 
2,4-динитрофенилгидразина 

9. Нагревают в водяной бане при 
+ 3 8 0C в течение 10 мин 

10. Добавляют 4,2 мл раствора ед-
кого натра 

11. Колорнметрнруют на ФЭКе 
прн зеленом светофильтре 
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раствора сульфата натрня (при появлении мути центрифугирование 
повторить!). Всего для полного осаждения ионов бария обычно тре-
буется 1,3—1,5 мл раствора сульфата натрия. Свободную от ионов 
бария надосадочную жидкость сливают в мерную посуду и доводят 
общий объем дистиллированной водой до ' 12,5 мл. Полученный 
0,1 моль/л раствора натриевой соли фруктозо-1-фосфорной кислоты 
годен при хранении в рефрижераторе не более 2—3 недель. Его раз-
ливают в чистые сухие неиициллииовые флакончики и содержат в за-
мороженном состоянии. 

При работе с венгерским препаратом его растворяют в кислой 
среде, создаваемой добавлением нескольких капель раствора соляной 
кислоты (10—20 г/100 мл) в содержимое пробирки; необходимо по-
стоянно помешивать это содержимое стеклянной палочкой. Далее по 
описанному способу осаждают ионы бария сернокислым натрием. 
Свободную от ионов бария надосадочную жидкость подщелачивают 
раствором едкого натра (3 г/100 мл) до рН 7,4 (под контролем ин-
дикатора бромтимолового синего) и доводят общий объем дистилли-
рованной водой до 12,5 мл. 

Ход определения тот же, что и при исследовании активности 
фруктозодифосфатальдолазы. По время инкубации фермсптсубстрат-
пой смеси составляет не 1, а 2 ч. 

Ход анализа прн определении активности обоих ферментов да-
ется в табл. 13. 

Контрольную пробу проводят следующим образом. К 0,1 мл ис-
пытуемой сыворотки добавляют 0,175 мл смесп реактивов без раство-
ра фруктозомопофосфата. Пробу инкубируют в течение 2 ч, после 
чего в нее доливают 0,025 мл раствора ФМФ. 

Активность фруктозо- 1-фосфатальдолазы (Ф-1-Ф-А) в сыворотке 
крови здоровых людей указанным методом, как правило, не обна-
рулшвается. Лишь в отдельных случаях отмечаются показатели до 
I ед. Поэтому за норму приняты показатели 0—1 ед. 

Клинико-диагностическое значение исследования 
активности фруктозо-1-фосфатальдолазы 
в сыворотке крови 

Активность Ф-1-Ф-А с большим постоянством повышается уже в 
ранние сроки болезни Боткина. Поскольку гсмолпз существенно не 
влияет на результат исследования (благодаря чему допускается воз-
можность взятия крови из пальца), применение этой пробы с целью 
обследования контактных лиц в очаге инфекции имеет большое преи-
мущество перед фруктозо- 1,6-днфосфатальдолазной (ФДФ-А) про-
бой. При болезни Боткина активность Ф-1-Ф-А в начале заболевания 
постигает 7—20—10 ед. и более. С увеличением сроков заболевания 
нормализация повышенных показателей Ф-1-Ф-А наступает позднее, 
чем показателей ФДФ-А. При рецидивах и обострениях болезни Бот-
кина активность фермента вновь возрастает, а при затяжном тече-
нии обычно долгое время не приходит к норме. 

Для больных с токсическим гепатитом и обострениями хропиче-
< кого гепатита характерны высокие показатели Ф-1-Ф-А. У больных 
• циррозом печени заметное повышение активности фермента отме-
чается редко. При механических лселтухах па почве новообразовании 
иди заболеваний желчевыводящих путей показатели Ф-1-Ф-А остают-
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ся нормальными или незначительно возрастают, как правило, не бо-
лее чем до 2—5 ед. Изменение их связано с вторичным вовлечением 
печени в патологический процесс. 

Гемолитические анемии и функциональные гинербнлирубннемни 
не сопровождаются повышением активности фермента. 

Таким образом, проба является довольно специфическим индика-
тором поражения паренхимы печени. Заболеваниям, не вызванным 
поражением печени, свойственны нормальные показатели активности 
Ф-1-Ф-А. 

ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ 
АМИНОТРАНСФЕРАЗ (ТРАНСАМИНАЗ) 

При участии аминотрансфераз (КФ 2.G.1) в организме человека 
осуществляются процессы переаминировання (обратимого переноса 
аминогрупп аминокислот на кетокислоты). Наибольшее значение 
имеет исследование активности аспартатаминотрансферазы (L-acnap-
тат: 2-оксоглутарат-аминотранс.феразы; КФ 2.6.1.1) и алашшамино-
трансферазы (L-аланин: 2-оксоглутарат-амииотрансферазы; КФ 
2.6.1.2). Эти ферменты обладают большой каталитической активно-
стью н широко распространены в различных органах и тканях — пе-
чени, мышце сердца, скелетной мускулатуре, почках и других. 

Аспартатамипотраисфсраза (AcT) катализирует реакцию: 
Глютаминовая , Щавелевоуксусная Аспарагиновая , а-кетоглута-
кислота г кислота кислота ' ровая кислота 

Алаиииамниотраисфсраза (АлТ) катализирует реакцию: 
Глютаминовая , Пировиноградная „ /а -аланин , а-кетоглутаровая 
кислота кислота кислота 

Существующие методы определения активности указанных ами-
нотрансфераз в сыворотке крови можно разделить иа две основные 
группы: колориметрические и спектрофотометрическне. 

В основе снектрофотометрическнх методов лежит использование 
оптического теста Варбурга. Эти методы являются наиболее специ-
фичными и точными для исследования активности аминотрансфераз 
в сыворотке крови. Однако применение труднодоступных и дорого 
стоящих реактивов, а также необходимость измерения результато! 
иа спектрофотометре не дают возможности широкого использовани: 
этих методов в клинических лабораториях. 

Группа колориметрических методов основана иа образовани 
окрашенного динитрофенилгидразоиа пировииоградной кислоты, о< 
вобождающейся в результате реакции переаминировання. Интенси! 
ность окраски пропорциональна активности фермента. 

Пировиноградная кислота 4-Динитрофенилгидразин = 
Динитрофенилгидразон пировииоградной кислоты 

Динитрофепплгндразоновые методы впервые предложили 
1950 г. Тангази, Уайт, Умбрайт. У нас в стране они получили изве! 
цость в модификации Т. С. Пасхиной. 

В последние годы появился облегченный и у п р о щ е н н ы й ме1 
Райтмана и Френкеля, основанный на том ж е принципе, ч т о и с 
с о б в модификации Т . С . Пасхиной, но имеющий перед ним р я д пр 
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муществ. Они состоят в исключении из хода определения активности 
ферментов: 1) перевода щавелевоуксусиой кислоты в пировнноград-
ную с применением анилина, 2) экстракции 2,4-ДЫФ-гидразона пи-
рувата толуолом. Метод Рантмана и Френкеля нашел широкое при-
менение за рубежом. Будучи технически простым, он вместе с тем 
выявляет изменения активности фермента нрн различных заболева-
ниях и дает воспроизводимые результаты. 

Азометоды основаны на образовании цветного соединения между 
щавелевоуксусиой кислотой и 6-бензамидо-4-метокситолунднндиазо-
ииевым хлоридом. Колориметрические методы этой группы просты 
и при наличии соответствующих все еще дефицитных реактивов мо-
гут быть использованы для быстрого ориентировочного определения 
активности аснартатаминотрансферазы. 

Колориметрический динитрофенилгидразиновый метод 
исследования активности аминотрансфераз 
в сыворотке крови (по Райтману, Френкелю, 1957) 

Принцип. В результате переаминнрования, происходящего под 
действием AcT и АлТ, образуются щавелевоуксусиая и пировиноград-
ная кислота. Щавелевоуксусиая кислота способна в процессе фермен-
тативной реакции превращаться в пировнпоградную кислоту. При 
добавлении кислого 2,4-динитрофсннлгидразина энзиматический про-
цесс останавливается и получается гидразон пировиноградной кисло-
ты. Последний в щелочной среде дает окрашивание, интенсивность 
которого пропорциональна количеству образовавшейся пировиноград-
ной кислоты. 

Реактивы. 1. 0,1 моль/л фосфатного буфера, рН 7,4. Для приготов-
ления буферного раствора смешивают 840 мл 0,1 моль/л раствора 
двузамещенного фосфата натрия NaaHP04-2H20 (17,4 г кристалли-
ческой соли растворяют в 1 л дистиллированной воды; двузамещен-
пый фосфорнокислый натрий, содержащий две молекулы воды, полу-
чают путем вызетрнваиия на воздухе в течение двух суток кристал-
лической соли, содержащей обычно 12 молекул воды; соль предва-
рительно растирают в ступке в порошок) и 160 мл 0,1 моль/л раство-
ра безводного однозамещеиного фосфата калия KH2PO4 (13,6 г 
KH2PO4 растворяют в 1 л дистиллированной воды). 

Буферный раствор с индикатором бромтимоловым синим (реак-
тив 2) должен давать голубую окраску. В качестве консерванта к 
нему можно добавить 5—10 мл хлороформа. 

2. Раствор бромтимолового синего — 0,04 г/100 мл. 100 мг инди-
катора растворяют в ступке с 3,2 мл 0,05 н раствора едкого натра. 
• *атем смесь смывают водой в мерную колбу емкостью 250 мл и до-
водят водой до метки. 

3. Субстратный раствор для определения аспартатаминотранс-
феразы. 29,2 мг а-кетоглутаровой и 2,66 г DL-аспарагиновой кислот 
(при использовании вместо DL-асиарагиновой кислоты L-аспарагнно-
ИОЙ, а вместо DL-алапипа — L-аланииа меру субстрата следует 
уменьшить вдвое) отвешивают на аналитических весах и вносят в 1 н 
раствор NaOH. Едкий натр приливают осторожно, небольшими пор-
циями до полного исчезновения осадка и до получения смеси с рН 
7,4 (для определения рН используют- универсальную индикаторную 
Oyмагу или применяют рН-метр). Раствор переливают в мерную кол-
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бу емкостью JOO мл, ополаскивают посуду 0,1 ммоль/л фосфатным 
буфером (рН 7,4) и доводят им объем колбы до метки. Буферный 
раствор тщательно перемешивают, прибавляют 1 каплю хлороформа, 
разливают во флакончики из-под пенициллина и сохраняют в холо-
дильнике в замороженном состоянии. Перед употреблением заморо-
женный раствор следует полностью оттаять. 

4. Субстратный раствор для определения активности аланинами-
ногрансферазы. 29,2 мг u-кетоглутаровой кислоты и 1,78 г DL-алаип-
на (0,89 г L-аланииа) отвешивают на аналитических весах. Дальше 
все выполняется по указаниям для первого субстратного раствора 
(реактив 3). 

5. Раствор 2,4-динитрофенилгидразина. 19,8 мг 2,4-дииитрофеиил-
гидразина растворяют в небольшом количестве 1 и раствора соляной 
кислоты прн нагревании смеси на водяной бане. После того как раст-
вор остынет, доводят его объем соляной кислотой до 100 мл. На сле-
дующий день реактив фильтруют. Раствор хранят в посуде из темно-
го стекла в холодильнике. Годен в течение года. 

6. 0,4 и NaOH, свободный от карбонатов. Реактив можно прн-
готовитьнзсильно концентрированного раствора NaOH (50 г/100 мл), 
разбавляя его свежекипяченой водой, свободной от карбонатов, до 
получения смеси с плотностью 1,016 кг/л при + 2 0 0C или 1,018 кг/л 
прн +15 °С. Однако предпочтительнее готовить реактив из фиксана-
ла. Сосуды с реактивом и дистиллированной водой закрывают проб-
ками с поглотительными трубками, наполненными натронной известью 
пли гидроокисью бария. 

7. Стандартный раствор пировниограднокислого натрия 
CHaCOCOONa. 11 мг точно взвешенного кристаллического пирувата 
натрия (белого цвета) растворяют в небольшом количестве дистилли-
рованной воды, переносят в мерную колбу емкостью 100 мл и дово-
дят объем дистиллированной водой до метки; 1,0 мл раствора содер-
жит 110 мкг пирувата натрия, что соответствует 88 мкг пировииог-
радной кислоты. Раствор используют для построения калибровочно-
го графика. 

ХОд определения активности аспартатаминотрансферазы (AcT). 
Опытную пробу готовят следующим образом. В пробирку вносят 
0,5 мл субстратного раствора и прогревают смесь при + 3 7 0C в тече-
ние 5 мин (в практике лабораторной работы предварительный этап 
прогревания пробы нередко не выполняют). Затем добавляют 0,1 мл 
испытуемой сыворотки и пробирку помещают в термостат при + 3 7 0C 
на 60 мин. После извлечения ее из термостата в содержимое про-
бирки доливают 0,5 мл динитрофенилгидразинового раствора, и про-
бы выдерживают в течение 20 мин при комнатной температуре для 
развития реакции. Затем добавляют 5 мл 0,4 и NaOH и после тща-
тельного перемешивания раствора оставляют его при комнатной тем-
пературе на 10 мин для развития окраски. Оптическую плотность 
проб измеряют на ФЭКе с зеленым фильтром (530, 500—560 им) в 
кювете с шириной слоя 10 мм. Результаты сравнивают с аналогич-
ными данными контрольных проб. 

Контрольная проба на реактивы содержит все ингредиенты опыт-
ной пробы за исключением сыворотки крови. Вместо нее берут 0,1 мл 
дистиллированной воды. Контрольную пробу инкубируют в тех же 
условиях, что и опытную. 

Райтман, Френкель (1957) предлагают проводить контрольные 
пробы для каждой сыворотки. Контрольные пробы ставят так же, как 
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опытные, но раствор 2,4-динитрофенилгндразнна добавляют до их 
инкубации. Осуществление контрольной пробы для каждой сыворот-
ки дает возмолсность получать более точные результаты. 

Ход определения активности аланинамннотраисферазы (АлТ). 
В пробирку вносят 0,5 мл субстратного раствора для исследования 
АлТ, затем добавляют 0,1 мл испытуемой сыворотки и помещают 
смесь иа 30 мин в термостат для инкубации при + 3 7 °С. 

Дальнейший ход анализа осуществляют так же, как и при опре-
делении AcT. 

Амннотраисферазную активность сыворотки рассчитывают по ка-
либровочной кривой. В пробирки наливают ингредиенты, указанные 
в табл. 14, перемешивают их, добавляют по 0,5 мл 2,4-динитрофеннл-
гидразнна и через 20 мин приливают по 5 мл 0,4 и раствора NaOII. 
Затем измеряют оптическую плотность проб на фотоэлектроколори-
метре с зеленым светофильтром (530 им) в кюветах с шириной слоя 
10 мм, сравнивают с аналогичными данными контрольной пробы, в 
которую вместо раствора пировииоградной кислоты добавляют дис-
тиллированную воду. 

Табл. 14. Данные к построению калибровочного графика 
для определения активности аминотрансфераз 

№ 
пробирок 

Стандарт-
ный раст-
вор пнру-
вата нат-
рня (мл) 

Содержание пиро-
вииоградной кислоты 

Дистил-
лирован-
ная вода 

(мл) 

Колнч. ммоль пиро-
вииоградной кислоты 
па 1 л сыворотки за 
1 ч инкубации, вы-

ражающее активность 
№ 

пробирок 

Стандарт-
ный раст-
вор пнру-
вата нат-
рня (мл) 

(мкг) (мкмоль) 

Дистил-
лирован-
ная вода 

(мл) 
AcT АлТ 

I 0,05 4,4 0,05 0,55 0,5 1,0 
2 0,10 8 ,8 0,10 0,50 1,0 2,0 
3 0,15 13,2 0,15 0,45 1,5 3,0 
4 0,20 17,7 0,20 0,40 2,0 4,0 
5 0,25 22,0 0,25 0,35 2,5 5 ,0 
6 0,30 26,4 0,30 0,30 3 ,0 6,0 

При построении калибровочного графика на оси ординат откла-
дывают найденную величину оптической плотности, иа оси абсцисс — 
соответствующее ей содерл<ание пировииоградной кислоты (ммоль). 

Начиная с величины экстинкции 0,30, график, как правило, откло-
няется от прямой. Для соблюдения прямой пропорции между кон-
центрацией вещества и оптической плотностью при показателях эк-
стинкции выше 0,30 эти сыворотки (с большой ферментативной ак-
тивностью) разводят какой-либо инактивированной сывороткой. По-
лученные цифры умножают иа величину разведения. 

В сыворотке крови практически здоровых людей активность ас-
иартатаминотрансферазы (AcT) составляет 0,1—0,45 ммоль пирови-
иоградной кислоты на 1 л сыворотки за 1 ч инкубации при +37 0C 
(0,1—0,45 ммоль/(ч-л) ; активность аланинамннотраисферазы 
(АлТ) —0,1—0,68 ммоль/(ч • л). 

Перевод принятых ранее единиц ферментативной активности 
(норма для AcT — 8—40 ед., для АлТ — 5—30 ед.) в ммоль пирови-

113 

vagus
Подсветка



ноградной кислоты иа 1 л сыворотки за 1 ч инкубации при + 3 7 0 C 
производят по ф о р м у л а м : 

Д / 8 8 — для аспартатамнпотрансферазы, 
Д • 2 /88 — для алашшамииотрансферазьг , 

где Д — показатели активности ферментов , выраженные в старой 
размерности (единицах ферментативной активности ) ; 88 — коэффици-
ент пересчета, численно равный молекулярной массе пировииоград-
ной кислоты. 

П р и м е ч а н и я : 1. Сыворотка не должна быть гемолнзнроваиа. Прн 
хранении ее в рефрижераторе активность фермента не претерпевает сущест-
венных изменений в течение одной недели. Однако лучше всего применять 
сыворотку в первые двое суток. 

2. Бактериальное загрязнение субстрата приводит к понижению показа-
телей реакции. Субстрат с помутнением нельзя использовать для анализа, 

3. Содержание большого количества карбоната в реактиве 6 занижает 
результаты. Раствор щелочи следует хранить в плотно закупоренной стек-
лянной посуде. 

4. Раствор едкого натра добавляют в пробирку равномерно. Неравномер-
ное долнванне раствора едкого натра может стать причиной различной ин-
тенсивности окраски прн одинаковом содержании кетокислоты в образце. 

5. Посуда должна быть тщательно вымыта. Остатки мыльного порошка 
на стенках пробирки, в которую была собрана кровь или где хранится сы-
воротка, снижают показатели определения активности ферментов. 

6. Райтман и Френкель (1957) рекомендуют строить калибровочную кри-
вую по изменению оптической плотности, связанной с увеличением концент-
рации пирувата и соответственно снижением концентрации а-кетоглутарэта 
(измеряется оптическая плотность нх дннитрофеннлгндразонов). Л. Н. Делек-
торская и ряд других исследователей предлагают наиболее распространен-
ный и упрощенный метод построения калибровочного графика — но пнровн-
нограднокнслому натрию. 

7. Согласно исследованиям И. И. Панченко, Н. К. Масленниковой. 
Э. С. Коган (1974), следует избегать разведения сывороток более чем в 10 
раз. В противном случае сказывается «эффект разведения»: непропорцио-
нальное повышение активности фермента. Так, прн разбавлепии сыворотки 
больных острым гепатитом 1:200 активность возрастает (в расчете на нераз-
веденную сыворотку) для AcT в 28, для АлТ — в 65 раз. 

8. При определении активности АлТ рекомендуется инкубировать сыво-
ротку в течение 1 ч. а не 30 мни. поскольку в последнем случае полученный 
результат следует умножать на 2. Это обстоятельство тоже может привести 
к более высоким показателям активности АлТ. так как для данного энзима 
зависимость между временем ннкубацни и активностью не прямо пропорци-
ональна. 

В настоящее время для исследований активности аминотрансфе-
раз в нашу страну п о с т а в л я ю т из Ч С С Р выпускаемые фирмой « Л а -
х е м а » с о о т в е т с т в у ю щ и е наборы реактивов, рассчитанные иа опреде-
ление активности о д н о г о (АсТ , А л Т ) или д в у х ферментов . 

П о р а з р а б о т к а м лаборатории г о т о в ы х стандартных форм В Н И И 
прикладной биохимии с 1976 г. в нашей стране о существляется вы-
пуск н а б о р о в химических реактивов для исследования активности ас-
партат - и алаинпамипотраисфераз в с ы в о р о т к е кровн. В о с н о в у ана-
лиза п о л о ж е н метод Райтмаиа и Френкеля. Количество реактивов 
рассчитано для проведения 200 определений. 

Клинико-диагностическое значение определения 
активности аминотрансфераз в сыворотке крови 

Исследование активности аминотрансфераз в с ы в о р о т к е крови 
имеет исключительно в а ж н о е значение для диагностики и диффереп 
циалыгой диагностики болезней печени. При болезни Боткина актив-
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пость амннотрансфераз повышается с большим постоянством п очень 
ранние сроки — еще до появления желтухи. Резкое увеличение актив-
ности фермента наблюдается и у больных с безжелтушиой формой. 
В связи с этим проба находит широкое применение при обследова-
нии лиц, бывших в очаге инфекции. При болезни Боткина вначале 
коэффициент АсТ/АлТ становится значительно меньшим 1. Большей 
чувствительностью отличается аланнпампнотраисферазиая проба, ко-
торая -в первые 10—15 дней болезни (5—10 дней от начала желту-
хи) практически во всех случаях бывает повышенной. С увеличением 
сроков заболевания активность амннотрансфераз постепенно снижа-
ется, как правило, быстрее при легком его течении, чем при средне-
тяжелом и тяжелом. У детей отмечается более ранняя нормализация 
данного показателя. У больных с затяжным течением наблюдается 
длительная гиперферментемия; у больных с рецидивами и обостре-
ниями активность амннотрансфераз вновь возрастает. Проба в оп-
ределенной степени служит критерием полноты выздоровления, од-
нако при дистрофии печени активность амннотрансфераз может быст-
ро снижаться, несмотря на ухудшение течения болезни. 

При токсическом гепатите и обострении хронического гепатита 
часто бывают большие цифры ферментативной активности. 

Цирроз печени даже в активной фазе не сопровождается столь 
тначителъиой гиперферментемией. 

У больных с механической желтухой на почве новообразований 
или заболеваниями желчевыводящих путей активность амннотранс-
фераз чаще всего нормальна или незначительно повышена. Возраста-
ние показателей обычно свидетельствует о вторично?^ вовлечении пе-
чени в патологический процесс (холецистогепатит, холангиогепатит, 
обширные метастазы опухоли в печень). Для больных с гемолитиче-
скими анемиями и функциональными гипербилирубииемиями харак-
терны нормальные показатели. 

Не менее важное значение имеет определение активности транс-
аминаз и для диагностики заболеваний сердца. При инфарктах мио-
карда в 95 % всех случаев содержание AcT повышено. Возрастание 
активности наступает через 4—6 ч. Оно четко выражено спустя 24— 
.46 ч и лишь на 3—7-й день снижается до нормального уровня. Повы-
шение активности AcT и лактатдегидрогеназы наблюдается при таких 
инфарктах миокарда, которые не диагностируются электрокардиог-
рафически. 

Возрастание активности фермента у больных с инфарктом лег-
кого бывает в тех случаях, когда заболевание сопровождается пере-
грузкой правой половины сердца и застоем крови в печени. 

Крупноочаговые поражения миокарда дают среднее повышение 
AcT —1,54 ммоль/(ч-л) (при максимальном возрастании до 
1.1*8 ммоль/(ч-л), АлТ—1,90 ммоль/(ч • л) (при максимальном от-
клонении до 3,80 ммоль/(ч-л) . 

При мелкоочаговых поражениях, по данным С. Р. Белоуса и 
1I'. Л. Салимона, среднее арифметическое для AcT составляет 
0,70 ммоль/(ч-л), для АлТ— 1,27 ммоль/(ч-л) при норме соответсг-
нснно 0,50 ммоль/(ч-л) и 0,80 ммоль/(ч-л). Авторы отметили, что 
умеренное повышение активности амннотрансфераз наблюдалось у 
обследованных ими больных с пароксизмальнон тахикардией, гнпер-
пчшчесгаши кризами. 
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ ФОСФАТАЗ 

Фосфатазы, или гидролазы фосфомоно- и фосфодиэфиров — фер-
менты, отщепляющие остаток фосфорной кислоты от ее органических 
эфирных соединений. Их можно разделить на фосфомоноэстеразы 
(КФ 3.1.3) и фосфодиэстеразы (КФ 3.1.4). Первые гидролизуют про-
стые эфиры фосфорной кислоты, В зависимости от рН, прн котором 
проявляется нх наибольшая ферментативная активность, различают 
кислую и щелочную фосфатазу. 

Термином «щелочная фосфатаза» (фосфомоиоэстераза I, фосфо-
гидролаза моноэфиров ортофосфата; КФ 3.1.3.1) обозначают целый 
ряд ферментов с оптимумом активности при рН от 8,6 до 10,1. Силь-
ным активатором ее являются ноны магния. 

Щелочная фосфатаза содержится практически во всех тканях 
человеческого организма. Особенно много ее обнаруживается в кост-
ной ткани, паренхиме печени, почек, предстательной, молочной желе-
зах и клетках слизистой оболочки кишечника. Печень удаляет фер-
мент с желчью. Содержание щелочной фосфатазы у детей в 1,5— 
3,0 раза выше, чем у взрослых. 

Болгарские исследователи при электрофорезе в агаровом геле 
выделили пять изофермептов щелочной фосфатазы (ЩФ) , специфич-
ные для печени (печеночная, ЩФ1), костной ткани (костная, ЩФ 2 ) , 
тонких кишок (кишечная, ЩФз), плаценты (плацентарная, ЩФ^, по-
являющаяся во второй половине беременности), желчных путей (хо-
лестатическая, ЩФБ ) . Различают еще почечную фосфатазу, а также 
изофермеит Щ Ф «Регап». Этот изофермент обнаруживается у 1/6 
всех онкологических больных и 1/3 тех больных, у которых отмечает-
ся повышение активности щелочной фосфатазы. 

Кислая фосфатаза (фосфогидролаза моноэфиров ортофосфата; 
КФ 3.1.3.2) представляет собой смесь трех основных разновидностей 
изофермептов, обозначаемых римскими цифрами 11, 111, IV. 

Фосфомоиоэстераза II (оптимальное действие при рН 4,6) в про-
тивоположность остальным кислым фосфатазам сильно ингибируется 
тартратом (иа этом и основывается определение простатического нзо-
энзима фермента); ионы магния на нее не влияют. Фосфомоиоэсте-
раза II содержится главным образом в предстательной железе. Ак-
тивность кислой фосфатазы (КФ) в сыворотке крови человека неве-
лика. Кислая фосфатаза III (рН 3,4—4,4) находится в печен и и дру-
гих паренхиматозных органах, кислая фосфатаза IV (рН 5,2—6,2) — 
в эритроцитах. Изоэнзим КФ обнаруживается также в тромбоцитах. 

Еще большее количество форм изофермептов кислой фосфатазы 
выявлено с использованием методов электрофореза. Так, благодаря 
их применению найдены 7 клето ч но - специфич н ых изофермептов белой 
крови, 7 фракций изоферментов 1<Ф в печени, 5 фракций изофермеп-
тов в простате, 7 фракций изоферментов в эпидидимисе, одна фрак-
ция в коже. Методом энзим-электрофореза в полиакриламидном геле 
обнаружено 7 фракций изоферментов у здоровых взрослых людей и 
6 фракций изоферментов у здоровых детей (И. А. Андреев, Д. П. Ан-
дерсоне, 1978). 

Щелочная фосфатаза сыворотки крови стабильна, поэтому сыво-
ротка может храниться при комнатной температуре (лучше в холо-
дильнике) в течение нескольких дней. 

Кислая фосфатаза при комнатной температуре быстро теряет 
свою активность. В связи с этим кровь рекомендуют центрифугиро-
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иать тотчас после ее взятия. К тому же в ходе определения кислой 
фосфатазы в сыворотке крови нужно остерегаться гемолиза. Ее сле-
дует хранить в замороженном состоянии. 

Методы исследования фосфатаз в сыворотке крови различаются 
но используемому субстрату и состоят в определении отщепившегося 
и результате ферментативного гидролиза неорганического фосфора 
или органического остатка (табл. 15). 

Табл. 15. Методы определения активности фосфатаз в сыворотке 
крови 

Используемый субстрат Авторы методов 
Год 

опубли-
ковании 

методики 

Натриевый р-глицерофосфат Бодаиский 1933 
Кей 1930 
Шиновара с сотр. 1942 

Динатриевый фен ил фосфат Кинг и Армстронг 1934 
Кинд и Кинг 1954 

Динатриевый Бессей, Лоури, Брок 1946 
р-нитрофенилфосфат Г. К. Шлыгин, С. Я. Мнхлин 1955 

А. А. Покровский с сотр. 1964 
(i-нафтилфосфат Селигмен с сотр. 1951 
Феиолфталеиндифосфат Хсггинс, Толалои 1945 
Феиолфталеипмонофосфат Бабсои с сотр. 1966 
Гимолфталеинмонофосфат Колемаи и Строже 1966 

Методы исследования щелочной и кислой фосфатаз рознятся 
только по рН применяемого буферного раствора. 

Наибольшее распространение в клинических лабораториях для 
определения активности фосфатаз в сыворотке крови имеют методы: 
I) Боданского, 2) Кинга и Армстронга. В последние годы за рубе-
жом и в лабораториях Советского Союза все чаще стал применяться 
иараиитрофенилфосфатный метод исследования активности фосфатаз 
и сыворотке крови. 

Метод Боданского основан на ферментативном гидролизе fi-гли-
церофосфата с освобождением неорганического фосфора, устанавли-
ваемого колориметрически. 

Метод Кинга и Армстронга базируется иа ферментативном гидро-
лизе фенилфосфата. Выделенный в результате реакции фенол опре-
деляют колориметрически с реактивом Фолииа. 

Метод Бессея, Лоури, Брока основан иа ферментативном гидро-
лизе р-нитрофенилфосфата. Освобожденный р-нитрофенол в щелочной 
среде имеет желтое окрашивание. р-Ннтрофенилфосфат, используе-
мый в качестве субстрата в методе Бессея с сотр., обладает большей 
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субстратной смсцнфпчиостыо к щелочной фосфатазе, чем другие суб- | 
страты. Щелочная фосфатаза расщепляет его в 1,15 раза быстрее, чем 
ди натриевый фепилфосфат, в 3 раза быстрее, чем ^-глицерофосфат, к 
в 30 раз быстрее, чем феиолфталеиндифосфат. 

В ряде лабораторий сравнивались методы определения активнос-
ти фосфагаз в сыворотке крови. Многие авторы отмечали высокую 
чувствительность и точность способа Бессея с сотр. По точности и 
чувствительности он не уступает методам Боданского и Кинга — 
Армстронга. 

р-Нитрофеннлфосфатпому способу кроме преимуществ, касающих-
ся специфичности применяемого субстрата, свойственны по сравне-
нию с другими методами меньшая затрата времени и небольшое ко-
личество реактивов, поскольку исследование активности фермента 
этим методом базируется не на специальной реакции, а на измерении 
интенсивности окраски р-нитрофенола, образующегося в результате 
ферментативного гидролиза. 

Динатрневый р-иитрофеиилфосфат производится отечественной 
промышленностью. Высокая чувствительность и относительная про-
стота метода послужили основанием для утверждения его в качест-
ве унифицированного при определении активности щелочной фосфата-
зы в сыворотке крови. 

Вторым унифицированным методом исследования активности 
фосфатаз является способ Боданского. 

Определение активности щелочной фосфатазы 
в сыворотке крови по гидролизу р-нитрофенилфосфата 
(метод Бессея, Лоури, Брока) 

Принцип. Субстрат р-пнтрофеиилфосфат натрия гидролизуетея 
ферментом сыворотки крови с образованием р-нитрофенола, дающего 
в щелочной среде желтое окрашивание. Интенсивность окраски про-
порциональна активности фермента. 

Реактивы. 1. Раствор р-нитрофеинлфосфата натрия (субстрата) 
в 0,001 н растворе соляной кислоты — 0,4 г/100 мл, рН 6,5—8,0. Так 
как в продаже чаще имеется бариевая соль р-иитрофенилфосфата, 
то перевод ее в натриевую осуществляется следующим образом. К ме-
ре р-нитрофеиилфосфата бария, соответствующей получению 
0.9 г/100 мл раствора и помещенной в фарфоровую ступку, добавля-
ют небольшими порциями 0,001 и раствор соляной кислоты при по-
стоянном растирании соли в течение 10 мин. Доливанием насыщен-
ного раствора сернокислого натрия (1 мл па 100 мл раствора) ба-
риевую соль переводят в натриевую. Через 5 мни полученный раствор 
р-нитрофенилфосфата натрия фильтруют в делительную воронку, где 
его взбалтывают с равным объемом водонасыщеиного бутанола (для 
удаления р-нитрофенола). После разделения слоев жидкости в ука-
занной воронке (вверху бутанол, внизу постепенно обесцвечивающий-
ся субстратный раствор) бутанол выливают, а субстратный раствор 
подвергают описанной процедуре еще 2—3 раза, пока он не станет 
совершенно бесцветным. Потом производят экстракцию смеси во-
донасыщениым эфиром. 

Реактив не должен содержать свободный р-нитрофенол, отсутст-
вие которого в субстратном растворе проверяют следующей пробой: 
к 1 мл субстратного раствора прибавляют 10 мл 0,02 н NaOVl и ко-
лорнметрнруют на ФЭКе с фиолетовым светофильтром при длине 
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полны 415 им; экстинкция должна быть меньшей 0,08. Если экстинк-
ция больше этой величины, необходимо удалить из раствора свобод-
ный р-нитрофенол. 

С этой целью реактив экстрагируют 2 или 3 раза равными объе-
мами бутилового спирта и один раз — эфиром. Затем удаляют следы 
мфнра выдерживанием смеси на воздухе. Бутиловый спирт и эфир 
должны иметь нейтральную реакцию. Если реактив tie выдерживает 
указанного теста, то экстрагирование повторяют. Хранят раствор в 
холодильнике в замороженном состоянии несколько недель. 

р-Нитрофенилфосфат «Эстман» содержит около 50 % инертного 
материала. Поэтому нужно использовать двойное количество этого 
препарата. Можно перекристаллизовать препарат, растворяя его в 
горячем 87° спирте. 

Хранят раствор в холодильнике в течение 2—3 недель. 
2. Буферный раствор. 0,05 моль/л глицинового буфера с добав-

лением катализатора MgCl2 (95 мг/л). 375 мг глицина и 10 мг 
MgCl 2 -6Н 2 0 смешивают с 42 мл 0,1 н раствора NaOH и доводят 
объем дистиллированной водой до 100 мл. 

Вместо глицинового буфера можно использовать 0,05 моль/л ве-
роналового буфера (рН 10,5), в который вносят хлористый магний 
(95 мг/л). Реактив хранят в холодильнике. 

3. Субстратно-буферный раствор для исследования активности 
щелочной фосфатазы готовят смешиванием равных частей растворов 
1 и 2 (рН данного реактива должен быть 10,5). При необходимости 
рН доводят раствором HCl или NaOH. Смешивание 2 мл субстратно-
буферного с 10 мл 0,02 н раствора NaOH не должно давать экстиик-
цию более 0,1 при колориметрии на ФЭКе в кювете с толщиной слоя 
10 мм и длинах волн 416 или 400—420 нм. В противном случае ре-
актив не годен или подлежит реэкстрагироваиию бутанолом или эфи-
ром. После экстракции следует снова установить рН 10,5. Хранят 
реактив в холодильнике в течение 2—3 дней (лучше в замороженном 
виде). 

4. 0,02 н раствор едкого натра. Раствор готовят на дистиллиро-
ванной воде, освобожденной от углекислого газа путем предвари-
тельного кипячения. 

5. Стандартный раствор р-нитрофенола — 5 • Ю - 8 моль/л. 69,6 мг 
химически чистого р-нитрофенола вносят в небольшое количество 
0,02 н раствора NaOH и доводят этим же раствором объем до 
100 мл. 1 мл основной смеси, содержащей 5 мкмоль р-нитрофенола, 
доливают 0,02 н раствором NaOH до 100 мл. В 1 мл полученного ра-
бочего реактива входит 0,05 мкмоль р-нитрофеиола. 

Ход определения. В опытные и контрольные пробирки вносят 
по 1 мл субстратно-буферного раствора, прогревают их при темпе-
ратуре + 3 7 0C в течение 5 мин, затем в опытные пробирки добавля-
ют по 0,1 мл сыворотки. Содержимое пробирок перемешивают и ин-
кубируют 30 мин при + 3 7 °С. 

После инкубации пробирки помещают в водяную баню со льдом, 
в контрольные пробы доливают по 0,1 мл сыворотки, затем во все 
пробирки интенсивной струей (для лучшего перемешивания реакти-
вов) вносят по 10 мл 0,02 н раствора NaOH. Через 3—5 мин пробы 
колориметрируют на фотоэлектроколориметре с фиолетовым фильт-
ром (400—420 нм) в кювете с толщиной слоя 10 мм. Полученные 
результаты сравнивают с соответствующими данными контрольных 
проб. Контрольные пробы проводят для каждой сыворотки. 
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Затем находят разность экстинкцнй опытной и контрольной проб 
и по калибровочной кривой оценивают активность фермента в мкмоль 
р-иитрофенола высвобожденного из натриевой соли р-нитрофенил-
фосфата под действием содержащейся в 0,1 мл сыворотки кровн ще-
лочной фосфатазы за 30 мин хода ферментной реакции. При пересче-
те данных па 1 мл сыворотки и па длительность реакции I ч коли-
чество мкмоль р-нитрофенола умножают па 10 и на 2. При этом по-
лучают ответ в мкмоль р-иитрофепола на 1 (ч -мл) . Активность фер-
мента, образующего в указанных условиях I мкмоль р-нитрофсиола, 
соответствует 1 ед. Бессея, Лоури, Брока. Таким образом, выражен-
ная в ед. Бессея активность щелочной фосфатазы численно равна 
количеству мкмоль р-нитрофенола, которое выделилось бы в про-
цессе часовой реакции прн взаимодействии субстрата с 1 мл сыво-
ротки. 

В соответствии с требованиями новой системы единиц, активность 
ЩФ следует выражать количеством ммоль р-нитрофенола в пересче-
те на 1 л биологической жидкости за время инкубации 1 ч. Числен-
ные значения активности фермента при переводе результатов из ста-
рой системы единиц в новую не изменяются. 

Для построения калибровочной кривой нужно выполнить сле-
дующее. 1, 2, 3, 5 и 7 мл рабочего стандартного раствора, содержа-
щего соответственно 0,05, 0,10, 0,15, 0,25 и 0,35 мкмоль р-нитрофе-
нола, с помощью 0,02 н раствора NaOH доводят до объема 11,1 мл 
(табл. 16) и измеряют оптическую плотность смеси. Результаты срав-
нивают с данными измерения оптической плотности 0,02 н раствора 
NaOH. Строят кривую, откладывая на оси ординат значения экстинк-
ции, а на оси абсцисс — активность фермента в ммоль р-нитрофеио-
ла/(ч-л). 

Табл. 16. Данные к построению калибровочного графика 
для определения активности щелочной фосфатазы 

№ 
пробирок 

Стандартный 
раствор 

р-нитрофе-
иола (мл) 

Содержание 
р-ннтрофе-

нола в пробе 
(мкмоль) 

0.02 и 
NaOH 
(мл) 

Единицы Бессея, Лоурн, 
Брока и чнеленно соот-
ветствующие нм единицы 
размерности (ммоль/(ч л) 

1 1,0 0,05 10,1 1 
2 2 ,0 0,10 9,1 2 
3 3,0 0,15 8,1 3 
4 5 ,0 0,25 6,1 5 
5 7 ,0 0,35 4,1 7 

В норме активность щелочной фосфатазы в сыворотке кровн рав-
на 0,5—1,3 ммоль/(ч-л) (или 0,5—1,3 ед. Бессея — Лоури — Брока). 

П р и м е ч а н и е . Сыворотка не должна быть гемолнзирована. Кровь 
для определения актнвностн щелочной фосфатазы нужно брать у обследуе-
мого через несколько дней после прекращения приема сульфаниламидов и 
антибиотиков. 

Исследование активности щелочной фосфомоноэстсразы в сыво-
ротке кровн диагностическим набором реактивов фирмы «Лахема» 
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(ЧССР) представляет собой унифицированный метод определения ак-
тивности щелочной фосфатазы. 

Нам хочется лишь отметить, что при пользовании набором ре-
активов для получения правильных результатов следует брать раст-
вора щелочи на 1,0 мл больше того объема, который рекомендуется 
применять при постановке опытных и стандартных проб. Только при 
*том условии можно достичь заполнения кювет с шириной слоя 10 мм. 
Оценку результатов нужно выражать в ммоль/(ч-л). 

В настоящее время фирма «Лахема» (ЧССР) освоила выпуск на-
боров реактивов для исследований активности щелочной фосфатазы 
оптимализованным методом. 

Определение активности щелочной 
и кислой фосфатаз в сыворотке крови 
по гидролизу Р-глицерофосфата (метод Боданского) 

Принцип. Под действием фермента сыворотки крови р-глнцеро-
фосфат натрия подвергается гидролизу с освобождением неоргани-
ческого фосфора, по которому и судят об активности данного 
энзима. 

Реактивы. 1. Исходный раствор {^-глицерофосфата. В мерную 
колбу на 100 мл вносят I г натриевой соли ^-глицерофосфата и 0,85 г 
барбнтуровокислого натрия (мединала), приливают около 30 мл дис-
тиллированной воды и после полного растворения указанных реакти-
вов объем полученного раствора доводят дистиллированной водой 
до метки, для консервации к нему добавляют около 3 мл толуола. 

Раствор сохраняют в темном флаконе в холодильнике, его мож-
но использовать в течение 10—15 дней. 

2. Щелочной раствор (3-глицерофосфата. В мерную колбу на 
100 мл вносят 50 мл исходного раствора (5-глнцерофосфата, 2,8 мл 
0,1 н раствора NaOH и после проверки рН (рН 8,6) объем смеси до-
водят дистиллированной водой до метки; затем наслаивают около 
3 мл толуола. Раствор может храниться в холодильнике 10 дней. 

3. Кислый раствор {3-глицерофосфата. В мерную колбу на 100 мл 
вливают 50 мл исходного раствора (3-глицерофосфата, 5 мл I n ук-
сусной кислоты и после доведения объема смеси дистиллированной 
нодой до метки добавляют около 3 мл толуола. рН раствора должен 
составлять 5,0±0,1. Полученный реактив сохраняют в холодильнике. 

4. Молибденовый раствор. 2,5 г молибденовокислого аммония ра-
створяют в 60 мл дистиллированной воды и фильтруют в мерную 
колбу на 100 мл. В другом сосуде готовят раствор серной кислоты 
путем добавления к 25 мл дистиллированной воды 7,5 мл концент-
рированной H2SO4. Растворы соединяют и по охлаждении объем по-
лученного реактива доводят дистиллированной водой до метки. Ме-
няют раствор один раз в месяц; он не пригоден к работе, если на дне 
«го образуется осадок. 

5. 0,1 и раствор соляной кислоты (готовят из фиксанала). 
6. Раствор аскорбиновой кислоты. Непосредственно перед приме-

нением 1 г аскорбиновой кислоты растворяют в 100 мл 0,1 и HCl. 
7. 0,1 и раствор NaOH (готовят из фиксанала). 
8. 1 и раствор уксусной кислоты. 
9. Раствор трнхлоруксуснон кислоты—10 г/100 мл. 
10. Основной стандартный раствор фосфора. Отвешивают па аиа-
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литнческнх весах 0,4394 г химически чистого одиозамещеииого фос-
форнокислого калия (KH2PO4), предварительно высушенного до по-
стоянного веса в эксикаторе над серной кислотой. Отвешенную меру 
полностью переносят в мерную колбу на 100 мл, растворяют в не-
большом количестве воды и доводят объем дистиллированной водой 
до метки. Для консервации в приготовленный раствор добавляют не-
сколько капель хлороформа. 

Перед употреблением основной раствор разбавляют дистиллиро-
ванной водой в 100 раз: 1 мл основного реактива вливают в мерную 
колбу на 100 мл и доводят его объем до метки; 1 мл полученного 
рабочего стандартного раствора содержит 0,01 мг фосфора. 

Ход определения щелочной и кислой фосфатаз. В 4 пробирки (2 
опытных — для исследования активности щелочной и кислой фосфа-
таз и 2 контрольных — для установления содержания в сыворотке 
неорганического фосфора) приливают по 1 мл соответствующего 
(щелочного и кислого) раствора (5-глицерофосфата (табл. 17). Пер-
вые 2 пробирки на несколько минут помещают в водяную баню или 
термостат ( + 37 °С) с целью прогревания раствора субстрата. Затем 
осторожно, избегая образования пузырьков воздуха, в пробирки вно-
сят по 0,1 мл свежевзятой сыворотки и полученную фермептсубстрат-
ную смесь инкубируют в течение 1 ч прн температуре + 3 7 °С. Учиты-
вая, что активность кислой фосфатазы в нормальной кровн обычно 
весьма незначительна, иногда гидролиз соответствующей пробы про-
водят три часа; цифру, выражающую результат, делят иа три. 

Табл. 17. Определение активности щелочной и кислой фосфатаз 
в сыворотке крови 
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Щелочная П, 1 5 0 , 1 1 1 ,1 Ч е - 1 , 5 1 1 
рез 5 
мин. 

K i 1 — — - — (1 ) 1,1 0 , 1 » 1 , 5 1 1 
Кислая H 2 — 1 5 0 , 1 1 1 ,1 — » 1 , 5 1 I 

K 2 — 1 — — (1 ) 1,1 0 , 1 » 1 , 5 I 1 

Время термостатирования опытных проб может быть использова-
но для определения содержания неорганического фосфора в к о т 
рольных пробирках. Для этого к 1 мл щелочного (или кислого) раст-
вора р-глнцерофосфата приливают 1,1 мл раствора трихлоруксусной 
кислоты, после чего добавляют 0,1 мл той же сыворотки; пробы 
взбалтывают и через несколько минут фильтруют или цеитрифуш 
руют. 

К 1,5 мл отобранного фильтрата (центрифугата) доливают I мл 
молибденового раствора, 1 мл раствора аскорбиновой кислоты, при 
бы выдерживают в течение 10 мин при комнатной температуре, п«•« 
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ле чего колориметрируют на ФЭКе с красным светофильтром в кюве-
те с шириной слоя 5 мм. При учете оптической плотности проб в ка-
честве раствора для сравнения используют дистиллированную воду 
(вместо нее лучше использовать пробу на реактивы, содержащую 
р-глицерофосфат). 

Рассчитывают активность щелочной и кислой фосфатаз по кали-
бровочной кривой. В 6 пробирок приливают 0,6; 1,2; 2,4; 3,6; 4,8 и 
Ii мл стандартного рабочего раствора неорганического фосфора 
(табл. 18), содержащего соответственно 0,006; 0,012; 0,024; 0,036; 
0,048 и 0,06 мг фосфора. 

Табл. 18. Данные к построению калибровочной кривой 
для определения активности фосфатаз 

Реактивы 
Номера пробирок 

Реактивы 
I 2 3 4 S 6 

Рабочий раствор P (мл), 0 ,6 1,2 2 ,4 3 ,6 4 ,8 6 ,0 
содержащий фосфор (мг) 0,006 0,012 0,024 0,036 0,048 0,06 
Раствор ТХУ (мл) 2 ,5 2 ,5 2 ,5 2 ,5 2,5 2 ,5 
Вода дистиллированная 
(мл) 5 , 9 5 ,3 4,1 2 ,9 1,7 0 ,5 
Объем отобранной (после 
тбалтывания) смеси (мл) 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 
К содержимому всех проби-
рок добавляют 

молибденовый раствор 
(мл) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 
аскорбиновую кислоту 
(мл) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 

Во все пробирки добавляют по 2,5 мл раствора трихлоруксусной 
кислоты, а затем такое количество дистиллированной воды, чтобы 
общий объем в каждой пробирке стал равен 9 мл (соответственно 
доливают 5,9; 5,3; 4,1; 2,9; 1,7; 0,5 мл дистиллированной воды). 

Из каждой пробирки отбирают по 1,5 мл содержимого, добав-
HiiOT по 1 мл молибденового реактива, по 1 мл раствора аскорбино-
ПОЙ кислоты. 

Через 10 мин после приливания молибденового реактива пробы 
!.плориметрируют на ФЭКе с красным светофильтром в кювете с 
юлщиной слоя 5 мм. Результаты сравнивают с аналогичными дан-
ными при фотометрированин дистиллированной воды (наличие в 
пробах р-глицерофосфата низкого качества может служить причино? 
I ошикиовения более или менее выраженной окраски контрольно? 
пробы). 

При построении калибровочной кривой на оси абсцисс отклады-
и.Iют цифры содержания фосфора в 1,5 мл раствора (для 1, 2, 3, 4, 
ft и 6-й проб —0,001; 0,002; 0,004; 0,006; 0,008; 0,010 мг), а на оси ор-
Iiiiiar — соответствующие им значения экстинкции. 
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В качестве единицы масштаба иа оси абсцисс желательно брать 
ие менее 20 мм: в этом случае график получается более крупный, 
а возможная ошибка, связанная с его построением, уменьшается. 

Активность фосфатазы ранее выражалась количеством мг неор-
ганического фосфора, образующегося в результате деятельности всей 
фосфатазы, заключенной в 100 мл сыворотки (единицы Боданского). 

Для этого по калибровочной кривой рассчитывают число мг не-
органического фосфора в опытных (FI1 и П>) и контрольных (Ki И 
K2) пробах. Затем, вычтя из показателей содержания фосфора в 
опытных пробах количество неорганического фосфора, найденное и 
контрольных пробах, определяют то количество фосфора, которое ос-
вободилось при деятельности фосфатазы, заключенной в 0,1 мл сы-
воротки. Очевидно, под влиянием ферментативной активности фосфа 
тазы, содержащейся в 100 мл сыворотки, неорганического фосфора 
выделилось бы в 1000 раз больше. 

Отсюда активность щелочной (1) и кислой (2) фосфатаз рас-
считывают но следующим формулам: 

(H1—Ki) • 1000—а ед. Боданского (1), 
( O 2 - K 2 ) - 1 0 0 0 = а ед. Боданского (2), 

где П|, П2 (К), Кг) —количество неорганического фосфора, содержа-
щегося в опытных (и контрольных) пробах; 1000 — коэффициент пе-
ресчета; а — количество единиц Боданского (BE). 

В норме активность щелочной фосфатазы в сыворотке взрослых 
людей составляет 2—5 ед., у детей — 5—12 ед. Боданского. 

Активность кислой фосфатазы в сыворотке крови взрослых н 
детей колеблется в пределах от 0,1 до 0,55 ед. Боданского. 

Хочется подчеркнуть, что приведенный способ выражения актив-
ности фосфатаз (в ед. Боданского) является устаревшим. 

Приказ об унификации лабораторных методов исследования и 
введение новой системы единиц требуют определять активность этих 
ферментов по количеству выделенного неорганического фосфора (и 
ммоль) при действии на субстрат 1 л сыворотки за время инкубации 
1 ч при + 3 7 °С. 

Пересчет активности фермента в ммоль неорганического фосфо-
ра, образовавшегося в результате инкубации I л сыворотки в течение 
1 ч при +37 0C, производится по следующей формуле; 

(а • 1,47 • IO4) /31, 

где а — количество мг неорганического фосфора, найденное по кали 
бровочиому графику; 1,47- IO4—коэффициент пересчета с 0,068 мл на 
1 л сыворотки; 31 — масса 1 ммоль неорганического фосфора (мг). 

Более удобно на оси абсцисс калибровочного графика отложить 
готовые значения активности фермента, в которых уже предусмотрен 
пересчет результатов по приведенной формуле на ммоль/(ч • л). 

В норме активность щелочной фосфатазы составляет у взрослы -
0,5—1,3 ммоль неорганического фосфора иа 1 л сыворотки за 1 ч ни 
кубации смеси при температуре + 3 7 С (0,5—1,3 ммоль/(ч-л). Лк 
тнвность кислой фосфатазы — 0,05—0,13 ммоль/(ч-л). 

П р и м е ч а н и е . Для установления активности фосфатаз кровь у 
следуемых нужно брать утром, натощак и через несколько дней после пр<-
крзщення ими приема сульфаниламидных препаратов и антибиотиков. 

Анализ должен быть произведен не позже 24 ч после взятия крови. 
Не рекомендуется вести определение активности фермента в сыворои -

с признаками гемолиза. 
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В настоящее время в машу страну фирма «Лахема» (ЧССР) по-
ставляет диагностические наборы реактивов, позволяющие исследо-
вать как общую активность кислой фосфатазы, так и ее простатиче-
скую фракцию. Последнее особенно важно для диагностики новооб-
разований предстательной железы. 

Для фракционирования изоферментов ЩФ широко используют и 
диск-электрофорез в полиакриламидном (с концентрацией акрилами-
да 7,5 г/100 мл) геле (Т. И. Калунаева, 1977). В отличие от электро-
фореза иа других носителях этим методом можно достичь четкого 
разделения основного печеночного, костного, кишечного и плацентар-
ного изоферментов ЩФ, а при заболеваниях печени выявить увели-
чение и дополнительных. 

Клинико-диагностическое значение исследования 
активности щелочной и кислой фосфатаз 
в сыворотке крови 

Возрастание активности щелочной фосфатазы встречается глав-
ным образом у больных с двумя видами патологии: костными забо-
леваниями, связанными с пролиферацией остеобластов, и с заболе-
ваниями, сопровождающимися явлениями холестаза. 

Исследование активности щелочной фосфатазы приобрело особен-
но большое значение у детей, так как активность этого фермента, как 
правило, повышается у них при рахите, причем еще до появления кли-
нических симптомов заболевания а раньше снижения неорганического 
фосфора в крови. Активность щелочной фосфатазы увеличена на про-
тяжении всего периода заболевания и выравнивается после затиха-
ния клинических симптомов рахита. 

Путем определения щелочной фосфатазы удается выявить скры-
тые формы рахита, а при систематическом обследовании детей — и 
нредрахнтнческне стадии заболевания. Повышение активности фосфа-
I аз в данном случае надо рассматривать как компенсаторный меха-
низм обеспечения потребностей организма в неорганических фос-
фатах. 

Г'иперфосфатаземия встречается также при распаде костной тка-
ни— гиперпаратнреоидизме, болезни Педжета, карциноме костной 
гкапи (болезни Реклннгаузена); часто отмечается параллелизм между 
высокими показателями активности фермента и истончением скелета. 

Изменение щелочной фосфатазы имеет место у больных с сарко-
мой костей, отмечено повышение активности фермента в случае пре-
обладания у них остеобластнческпх процессов и снижение — при ос-
П'одитическом течении заболевания. Это подтверждается наблюде-
нием нормального уровня активности щелочной фосфатазы в крови 
V больных с опухолями костей без новообразований костной ткани 
(остеомы, хондромы, гигантоклеточная опухоль, множественная мие-
тома H другие). 

Не повышается активность фермента в кровн также прн деструк-
IHBHOM характере повреждения костей. 

Метастазирование опухолей в кости приводит к возрастанию ак-
I иииости щелочной фосфатазы, но еще больший подъем активности 
фермента наблюдается при метастазированин в печень. 

Прн заболеваниях печени, сопровождающихся повреждением па-
ренхимы (вирусный гепатит, саркоидоз, туберкулез, амилопдоз и лим-
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фогранулематоз), отмечается умеренное возрастание активности ще-
лочной фосфатазы. Особенно резкое повышение ее активности встре-
чается при желтой атрофии. Увеличивается активность щелочной фос-
фатазы также прн обтурацпоииой (механической) желтухе. 

У больных вирусным гепатитом отмечено относительное повыше-
ние активности изофермента ЩФ1 (печеночного). У некоторых боль-
ных выявляется кишечный нзофермент Щ Ф . Прн тяжелом течении 
болезни наблюдаются наиболее продолжительные изменения. У боль-
ных циррозом печени обнаруживается стойкое увеличение активности 
печеночного и кишечного изоферментов. Преобладание кишечного 
изофермента параллельно со слабой активностью или отсутствием пе-
ченочного изофермента расценивается у больных как неблагоприят-
ный прогностический признак (Л. Л. Громашевская с соавт., 1979). 

Повышение активности щелочной фосфатазы отмечено и при за-
болеваниях мышц. 

Лейкемия, в большей степени мнелоидная, сопровождается уме-
ренным возрастанием активности щелочной фосфатазы крови. По-ви-
димому, здесь имеет место выход фермента из разрушающихся лей-
коцитов в кровь. 

Наблюдаются также гипофосфатаземии (уменьшение активности 
щелочной фосфатазы крови), которые соответствуют у больных ос-
лаблению остеобластнческих процессов (гипотиреоз, гиповитаминоз 
С, старческий остеопороз, анемия Кули). 

Описано самостоятельное заболевание — эссенцнальиая, или ндио-
патическая, гипофосфатазия, протекающая в виде тяжелого рахита. 

Определение кислых фосфатаз широко используют для диагности-
ки новообразований предстательной железы. Повышение активности 
кислой фосфатазы прн нормальном уровне щелочной указывает на 
новообразования в железе. Однако в начальной стадии рака предста-
тельной железы активность фосфатазы может находиться в пределах 
нормы. Статистически установлено, что увеличение активности энзи-
ма встречается лишь в 1/4 части случаев первичного рака предста-
тельной железы. Активность фермента особенно повышается при ме-
тастазироваиии рака предстательной железы. Введение тестостерона 
(провокационные пробы) увеличивает число положительных фосфа-
тазных проб. 

При метастазе карциномы предстательной железы в кости может 
нарастать и активность щелочной фосфатазы. 

Замечено, что активность ревматического процесса сопровожда-
ется возрастанием уровня кислой фосфатазы в сыворотке крови. Наи-
более высокая активность фермента наблюдается -у больных с за-
тяжным и непрерывно рецидивирующим процессами. Этот тест мо-
жет быть применен для оценки эффективности гормональной терапии 
и выявления малоактивных форм ревматического процесса с небла-
гоприятным течением. 

ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ а-АМИЛАЗЫ 
В СЫВОРОТКЕ КРОВИ И МОЧЕ 

а-амилаза (диастаза, а-1,4-глкжан-4-глюканогидролаза; КФ 
3.2.1.1)—фермент, осуществляющий гидролитическое расщепление 
полисахаридов (крахмала, гликогена и других продуктов, содержа-
щих три и более остатков глюкозы) до декстринов и мальтозы. 
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Процесс распада полисахаридов, происходящий по месту а-1,4-
глюкозидиых связей, включает в себя ряд стадий: крахмал -»-эрнтро-
декстрнны -+- ахродскстрнны мальтотетроза -*- мальтоза ->- глюкоза. 
Конечный продукт действия амилазы не дает цветной реакции с 
йодом. 

Наиболее богаты амилазой поджелудочная и слюнные железы. 
Амилаза секретируется в кровь главным образом из этих органов. 

Плазма крови человека содержит u-амилазы двух изозимных ти-
пов: панкреатическую (р-тип), вырабатываемую поджелудочной 
железой, и слюнную (S-тип), продуцируемую слюнными железами. 
Считают, что у здоровых людей в сыворотку крови входит две изоа-
милазы р-типа и три — S-типа. В каждом из этих типов амилаз име-
ется несколько изоформ. Так, показано существование 7 фенотипов 
амилазы слюны и 3 фенотипов амилазы панкреатического сока. Изоа-
мплазы слюны делят на два семейства (в зависимости от их молеку-
лярной массы и электрофоретической подвижности). 

Третий тип амилазы — крупная, или макроамилаза. 
С мочой выделяется в основном р-амилаза, что является одной 

из причин большей информативности о функциональном состоянии 
поджелудочной железы уроамилазы, чем амилазы плазмы или сыво-
ротки крови. Полагают, что 65 % амилазной активности мочн обус-
ловлено панкреатической амилазой, в то время как 60% амилолнти-
ческой активности сыворотки обеспечивается амилазой слюнных же-
лез. Этим объясняется то обстоятельство, что при остром панкреати-
те именно она увеличивается в сыворотке (до 89 %) и особенно в мо-
че (92 %) без изменения показателей амилаз слюнных желез. 

У здоровых людей содержание слюнной и панкреатической ами-
лазы в крови приблизительно одинаково, в моче же содержание пан-
креатической амилазы в 2 раза большее, чем амилазы слюнных же-
лез. 

Амнлолитнческой активностью обладают не только поджелудоч-
ная и слюнные железы, но также кишечник, печень, почки, легкие, 
тонкая кишка, фаллопиевы трубы, жировая ткань человека и живот-
ных. Однако далеко не все из перечисленных органов служат проду-
центами амилазы. Считают, что уровень амилазы в крови во многом 
зависит от функционального состояния печени. 

Фермент связан как с белками плазмы крови, так и с форменны-
ми ее элементами. Возможно, это является формой депонирования 
и транспорта фермента. 

Существующие методы изучения активности а-амилазы в биоло-
гических жидкостях (сыворотке, моче, поте) крови делятся на две 
основные группы: 

1. Сахарнфицнрующне, основанные иа исследовании образующих-
ся из крахмала Сахаров по редуцирующему действию глюкозы и 
мальтозы. 

2. Амнлокластическне, базирующиеся иа определении остатка не-
расщеплениого крахмала по степени интенсивности его реакции с 
йодом. Молекулы декстринов, имеющие 30 гексозных остатков, дают 
в реакции с йодом синюю окраску раствора; молекулы, состоящие из 
8—12 остатков,— красную; молекулы с входящими 4—5 гексозиымп 
остатками не окрашивают реактив. 

Ilo мнению многих авторов, амнлокластическне методы — более 
специфичные и чувствительные, чем сахарнфицирующие. Из них наи-
более удобны для практической работы микрометоды Смита и Роэ, 
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а также Каравея (со стойким субстратом), которые были предложе-
ны в качестве унифицированных. 

Фирма «Лахема» (ЧССР) поставляет в нашу страну диагности-
ческие наборы реактивов для определения активности а-амилазы в 
сыворотке крови и моче. 

Исследование активности а-амилазы (диастазы) 
в сыворотке крови 
и моче амилокластическим методом 

Принцип метода основан на колориметрическом определении кон-
центрации крахмала до и после его ферментативного гидролиза. 

Реактивы. 1. Раствор крахмала — 2 г/100 мл. 2,0 г «растворимо-
го» крахмала (например, для колориметрии) тщательно растирают в 
ступке с небольшим количеством (8—10 мл) воды. Полученную су-
спензию топкой струей вливают (при постоянном помешнванил) в ки-
пящую в сосуде воду (около 100 мл), доводят объем до 100 мл и 
кипятят еще несколько минут до получения почти прозрачного раст-
вора. После охлаждения реактив годен к употреблению. Он может 
храниться в холодильнике в течение 5—7 дней. 

Предпочтительно ежедневно готовить раствор крахмала, так как 
в нем быстро разводятся грибки и бактерии (200 мг крахмала суспен-
дируют в 1 мл холодной воды, затем добавляют 6—7 мл горячей ди-
стиллированной воды, колбу погружают в кипящую водяную башо 
до полного растворения крахмала и доводят смесь дистиллированной 
водой до 10 мл). Субстрат должен быть прозрачным. 

2. 0,1 моль/л фосфатного буфера, рН 7,2. Готовят (желательно 
ежедневно) путем смешивания 72 мл 0,1 моль/л раствора двузаме-
щениого фосфорнокислого натрия состава Na2IIPO4 • 2Н 2 0 (17,4 г/л) 
с 28 мл 0,1 моль/л раствора одиозамещенного фосфорнокислого калия 
KH2PO4 (13,6 г безводной соли растворяют в 1 л воды). Исходные 
смеси могут храниться в холодильнике 10—15 дней. 

Кристаллогидрат Na2HPO4 • 2Н 2 0 получают из соли с большим 
содержанием кристаллизационной воды путем выветривания ее при 
комнатной температуре па протяжении двух суток (для этого круп-
ные кристаллы в фарфоровой ступке растирают в мелкие и тонким 
слоем распределяют их па чистом листе фильтровальной бумаги!. 

3. Раствор N a C l - 3 г/100 мл. 
4. 1 и раствор HCI. 
5. 0,1 it раствор йода. При отсутствии фнксанала его готовят сле-

дующим образом: 3,0 г KJ растворяют » 25,0 мл дистиллированной во-
ды, в которую вносят 1,27 г кристаллического йода, после этого объ-
ем раствора доводят дистиллированной водой до 100,0 мл. При хра-
нении в темноте раствор стоек длительное время. 

Ход определения. В две пробирки (опытную и контрольную) вли-
вают по 0,5 мл раствора крахмала, 0,3 мл фосфатного буфера и 
0,1 мл раствора NaCl. После 10-мипутпого прогревания смеси при 
+ 3 7 0C в опытную пробирку добавляют 0,1 мл сыворотки (можно 
профильтрованную мочу в разведении 1 : 10 или 1 : 100), содержимое 
ее хорошо перемешивают и термостатнруют точно 30 мин при + 3 7 0C.. 
Инкубацию смеси прерывают доливанием 0,1 мл раствора соляной 
кислоты (при этом рН реактива становится ниже, что приводит к 
прекращению действия амилазы). Затем 0,2 мл содержимого иробир-
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MJ переносят в 50-миллнлнтровую мерную колбу, в которую предка-
рнтсльно помещают 40 мл воды, 0,5 мл соляной кислоты, 0,1 мл раст-
Wopa йода, н после размешивания доводят объем реагентов дистилли-
рованной водой до метки. 

Контрольную пробу (для измерения начальной экстинкции крах-
Мала) обрабатывают точно так же, как опытную, но соляную кисло-
ту прибавляют до инкубации смеси (то есть 0,1 мл исследуемого ма-
териала— сыворотки или разведенной мочи — вносят только после 
доливания в пробирку 0,1 мл раствора соляной кислоты). 

Опытную и контрольную пробы колориметрируют тотчас же па 
ФЭКе с красным светофильтром (длина волны 630—690 нм) в кюве-
те с толщиной слоя 10 мм. При фотометрировапин проб в качестве 
раствора для сравнения используют дистиллированную воду. 

До недавнего времени активность фермента было принято вы-
ражать в амилазных (диастатическнх) единицах на 100 мл сыворотки 
(или мочи) при инкубации смеси в течение 30 мин. При этом способе 
оценки энзнматической активности расчет вели исходя из того, что 
одна ед. диастазы (амилазы) соответствует расщеплению 10 мг крах-
мала. В связи с этим активность диастазы (амилазы) определяли 
формулой: 

( Е к . п р . - Е о п . п р , ) - Ю - 1 0 0 0 

E f c n p / W 

где 10 в числителе — количество крахмала (мг), введенного в опыт-
ную и контрольную пробы; 1000—коэффициент пересчета активнос-
ти фермента на 100 мл сыворотки; 10 в знаменателе — коэффициент 
пересчета на ед. диастазы (амилазы). 

После сокращения формула приобретала следующий вид: р р 
cK- пр. 0OlT. пр. , п п п — — ^ — 1 0 0 0 = а ед. амилазы. E l iK-Bp. 

В случае использования разведенной мочи полученный результат 
' множали на коэффициент раз ведения. 

В норме активность амилазы равна 80—120 ед., диастазы мочи— 
до 100 ед. 

Согласно проведенной унификации и в соответствии с требова-
ниями новой системы единиц рассчитывать активность ферментов 
• к дует по формуле: 

E — E ЯР. ^ОП. Пр. , п п л т 1 — - — 1 0 - 2 0 = ajг крахмала, гидролизованного 1 л сы-
ьк.'пр. 

коротки или мочи за 1 ч инкубации при + 3 7 0C, где 10 —коли-
чество крахмала (мг), введенного в опытную и контрольную пробы; 
"0 -коэффициент пересчета иа количество крахмала (г), гидроли-
юиаппого 1 л сыворотки или мочи за 1 ч инкубации. При расчете 
I K T H B H O C T H фермента в моче результаты умножают на цифру соот-
ветствующего разведения. 

Нормальные показатели активности фермента для сыворотки кро-
ив 16—30 VI (ч • л), « моче —28—160 г / (ч -л ) (в среднем— 107 ± 
1:5,1 г/(ч • л). 

П р и м е ч а н и я : 1. Для определения активности а-амнлазы рекоыен-
!•и я исследовать свежую сыворотку и мочу (хотя и существует мнение, 

Hi активность амилазы в сыворотке крови при комнатной температуре оста-
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стся без изменений в течение нескольких дней). Однако, по данным Л . П . Д е -
лекторской, активность фермента лучше устанавливать сразу после взятия 
проб, так как хранение сыворотки при комнатной температуре и в холодиль-
нике при -1-4 "С приводило к снижению активности фермепта. Слабый гемолиз 
не мешает исследованию. Лимоннокислую и шавелевоуксусную плазму при-
менять нельзя, так как соли лимонной и щавелевой кислоты ингибируют ак-
тивность фермента. 

2. Интенсивность окраски йодно-крахмального раствора, содержащегося 
в колбочке, обратно пропорциональна колебаниям температуры. Поэтому на-
до следить за тем, чтобы в опытной и контрольной пробе во время цветной 
реакции температура была постоянной. 

3. Профильтрованную мочу можно использовать и неразведенной. Одна-
ко при активности фермента выше 140 г/(ч • л) мочу следует развести (или 
укоротить период ее инкубации), что соответственно должно учитываться в 
расчете активности ферментов. При высокой гинерферментемин мочу разво-
дят в 100 раз. 

4. Нормальные показатели активности фермента для сыворотки крови и 
мочи желательно проверять на донорах в каждой лаборатории. 

5. Прн определении а мил а зной активности нужно иметь в виду, что 
слюна содержит в 1000 и 10 000 раз больше фермента, чем сыворотка. Пот 
также обладает амнлазной активностью. Так, при перемешивании проб боль-
шим пальцем активность амилазы в пробе возрастала на 25—80 %. 

Определение активности а-амилазы 
со стойким крахмальным субстратом (метод Каравея) 

Принцип метода амилокластический. 
Реактивы. 1. Раствор субстрата. Кипятят 13,3 г безводного дву-

замещениого фосфорнокислого натрия и 4,3 г бензойной кислоты с 
250 мл воды. Суспендируют 0,2 г растворимого крахмала в неболь-
шом количестве холодной воды и вливают в кипящую смесь, поддер-
живают ее в таком состоянии в течение 1 мин. Затем охлаждают и 
доводят водой до 500 мл. Раствор устойчив при комнатной темпе-
ратуре. Он должен сохранять прозрачность. 

2. 0,1 н основной раствор йода, который может быть получен 
следующими способами: а) из фиксанала; б) из кристаллического 
йода и йодистого калия: 30 г KJ растворяют в 250 мл дистиллирован-
ной воды, туда же вносят 12,7 г йода и доводят объем дистиллиро-
ванной водой до 1000 мл. Полученный раствор (Люголя) хранят в 
темноте, он стоек; в) из йодата калия и йодистого калия: 3,567 г 
йодноватокислого калия (ЮОз) и 45 г KJ растворяют в 800 мл воды 
и медленно при помешивании добавляют 9 мл концентрированной со-
ляной кислоты, а затем доливают водой до объема 1000 мл. 

3. Рабочий (0,01 и) раствор йода. 25 г фтористого калия раство-
ряют в 350 мл воды, вводят 50 мл основного раствора йода и долива-
ют водой до объема 500 мл. Годность раствора — около 2 мес при 
условии хранения в посуде из темного стекла в холодильнике. Если в 
рабочий раствор йода не добавлять фтористого калия, то его следует 
готовить ежедневно. 

Ход определения. В две колбочки емкостью 50 мл (опытную и 
контрольную) отмеривают по 5 мл крахмального субстрата. Опытную 
пробу прогревают при + 3 7 0C в течение 5 мин, после чего к пей до-
ливают 0,1 мл сыворотки или профильтрованной мочи. Содержимое 
пробирки перемешивают и инкубируют в течение 7,5 мин в водяной 
бане при температуре + 3 7 0C. Сразу же после прогревания опытной 
пробы в обе колбочки добавляют по 5 мл рабочего раствора йода. 
Объем реактивов в колбочках доводят дистиллированной водой до 
50 мл и немедленно замеряют экстинкцшо растворов на ФЭКе с крас-
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иым светофильтром (630—690 им) в кювете с шириной слоя 10 мм. 
При фотометрировании проб в качестве раствора для сравнения ис-
пользуют дистиллированную воду. 

Рассчитывают активность по формуле: 

( ' '-п. пр. E o n п р ) • 2 • 80 
P = а г крахмала, гидролизоваиного 1 л биоло-
tiK. пр. 

гической жидкости за 1 ч инкубации при -f-.37° С — г / (ч -л) , 
где 2 — количество крахмала, введенного в опытную и контрольную 
пробы (мг); 80 — коэффициент пересчета на количество крахмала в 
г, гидролизоваиного 1 л биологической жидкости за 1 ч инкубации. 

Показатели нормы те же, что и для метода Смита и Роэ. 

Модификация метода определения активности 
а-вмилазы по Каравею 

Принцип. Тот же, что и в методе Каравея. 
Реактивы. Те же, что и в методе Каравея. 
Ход определения. В обычную химическую пробирку вносят 1 мл 

раствора крахмала, субстрат прогревают 5 мин в термостате (лучше 
нодяном) при +37 °С, после чего к нему добавляют 0,02 мл иеге-
молизироваиной сыворотки (это делают пипеткой от гемометра Ca-
in. После выдувания сыворотки ее следует прополоснуть смесью). 
11робу вновь помещают ровно на 5 мин в термостат (в суховоздуш-
IioM термостате для этого должны быть баночки с водой). Контроль-
ную пробу проводят так же, как опытную, но сыворотку в нее не 
вносят. Затем во все пробирки (опытные и контрольные) доливают 
по 1 мл рабочего раствора йода и по 8 мл дистиллированной воды, 
пробирки хорошо взбалтывают и содержащиеся в них растворы ко-
'юриметрируют на ФЭКе с красным светофильтром (630—690 нм) в 
кювете с шириной слоя 10 мм. При учете оптической плотности проб 
и качестве раствора для сравнения используют дистиллированную 
иоду. 

Рассчитывают активность а-амилазы в г расщепленного крахма-
ла на 1 л сыворотки за 1 ч инкубации при +37 0C по формуле: 

Ек ~Е°П- -240, 
К. 

где 240=0,4 .600; 0,4 — количество крахмала (мг), внесенного в 
опытную и контрольную пробы; 600=50-12 (50 — коэффициент пе-
ресчета на количество крахмала в г, гидролизоваиного 1 л сыворот-
ки; 12—коэффициент пересчета с 5 мин на 60 мин — 1 ч). 

Нормативы — те же, что и в методе Каравея. 
П р и м е ч а н и е . Для выражения активности фермента в старых едн-

Ek —E 
пинах (Сомоджн) значение—^ — умножают на 1200. 1 ед. Сомоджи со-

к. 
мшетствует расщеплению 10 мг крахмала при действии фермента, заключен-
ного в 100 мл сыворотки, за время инкубации смесн в течение 30 мин. 

E —E к. оп. , „ „ „ _ 1200=а ед. Сомоджи. 

1И 131 



Отношение между коэффициентами 240 н 1200 доказывают следующим 
образом: 

240 — коэффициент пересчета па ] мл сыворотки за 1 ч инкубации. Ед. 
Сом од ж и предполагает: 1) пересчет на 100 мл. Отсюда 240-100 = 21 000 мг; 
2) пересчет не иа I ч, а на 30 мин: 24 000: 2=12 000 мг. 

I ед. Сомоджн соответствует расщеплению JO мг крахмала при указан-
ных выше условиях: 

Клинико-диагностическое значение определения 
активности а-амилазы в крови и моче 

Активность а-амилазы в крови и моче в течение дня (а также от 
одного дня к другому) подвергается значительным изменениям. От-
мечены существенные индивидуальные различия этих показателей у 
обследуемых без патологии органов пищеварения. Колебания выде-
ления амилазы вызывают необходимость ее исследования в моче, 
собранной за сутки. 

На показателях активности этого фермента сказывается харак-
тер питания: при увеличении утилизации глюкозы содержание амила-
зы в крови снижается. Эмоциональные, стрессовые состояния приво-
дят к гиперамилаземии. 

Изменение активности а-амилазы крови и мочи происходит при 
беременности. Если в сроки беременности до 19 недель содержание 
а-амилазы в крови уменьшается, то позднее оно увеличивается, до-
стигая максимума к 33—34 неделям беременности (на 37—40-ю не-
делю оно незначительно снижается, будучи несколько выше у небе-
ремеииых здоровых женщин и у женщин в ранние сроки беремен-
ности). 

Значительное возрастание активности а-амилазы встречается 
главным образом при заболеваниях поджелудочной железы. При ост-
ром панкреатите активность фермента крови и мочи увеличивается в 
10—30 раз. Гиперамилаземня наступает в начале заболевания, до-
стигает максимума в 12—24 ч после развития, затем быстро снижа-
ется и приходит к норме на 2—6-й день. Обычно гнперамилазурия 
длится дольше, чем увеличение активности фермента в сыворотке. 
Бывают острые панкреатиты без повышения активности фермента (в 
частности, при тотальном панкреонекрозе). 

У больных с хроническими панкреатитами, раком поджелудочной 
железы не отмечается резкого возрастания активности амилазы кро-
ви, для диагностики этих заболеваний применяют провокационные 
пробы. Амилазная активность может быть повышена при целом ряде 
заболеваний, имеющих сходную клиническую картину с острым пан-
креатитом: остром аппендиците, перитоните, перфоративпой язве же-
лудка и двенадцатиперстной кишки (когда в процесс вовлекается и 
12-перстнан кишка). У больных с перитонитами увеличение амилаз-
ной активности является следствием развития образующих амилазу 
бактерий. Обычно активность фермента при указанных патологиче-
ских состояниях повышается в 3—5 раз. 

К заболеваниям, вызывающим гиперамилаземию непанкреатиче-
ского происхождения (то есть без поражения непосредственно под-
желудочной железы), относят почечную недостаточность, метастпзн-
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роваиие при раке легких, поражения слюнных желез с обтурацней их 
протоков, а также операции на верхней челюсти. 

Следовательно, резко выраженная гиперамнлаземия позволяет 
(!!дифференцировать острый панкреатит не только от хронических 
тболеваннй поджелудочной железы, но и от других патологических 
состояние, в том числе и от острых приступов желчнокаменной бо-
лезни. 

В целом причинами гиперамнлаземин являются нарушения отто-
ка секретов из желез (продуцентов амилазы), некрозы ткани, повы-
шение проницаемости гнстогематнческого барьера в железах. Описа-
на макроамнлаземня, при которой из-за большой величины молеку-
лы фермента не выделяются почками. 

К заболеваниям с неизвестными или неопределенными причина-
ми гиперамилаземии относят холецистит, холелитназ, разрыв желч-
ного пузыря, перфоративную пептическую язву, кишечную обтура-
цню, прерывание беременности, инфаркт брыжейки кишечника, пери-
шиит, острый аппендицит, черепномозговую травму, ожог, травмати-
ческий шок, диабетический кетоацидоз, трансплантацию почки, пнев-
монию, послеоперационный период, простатит. 

Гиперамилаземию вызывают многие фармакологические и неко-
торые другие вещества: кортикостероидные препараты, адреналин, 
фуроеемид, гистамин, салицилаты, антикоагуляиты, морфин, кодеин, 
тетрациклин, а также алкоголь. В большинстве случаев это объясня-
ется влиянием препаратов иа отток секрета из железы и стимуляцией 
его продукции. 

Важио отметить, что при гипертриацилглицерндемии амилоли-
тическая активность сыворотки снижается или не изменяется даже у 
больных с острым панкреатитом. 

Гипоамнлаземия в клинической практике встречается редко и 
свидетельствует о недостаточности экзокриииой функции поджелу-
дочной железы. 

Почти всегда амилаземия сопровождается амилазурией, но оп-
ределение активности а-амилазы мочи не всегда может служить точ-
ным показателем диагностики, так как выход амилазы в мочу свя-
tan с функцией почек. К тому же почки выделяют из крови только 
21 % нпкретнрованпой пищеварительными железами амилазы. 

А. Я. Жарковская (1979) показала, что исследование а-амилазы 
и суточной моче является более надежным биохимическим тестом вы-
явления заболевания поджелудочной железы, чем в разовой ее пор-
ции. Это более надежный показатель, чем установление активности 
«•амилазы в сыворотке крови. 

Повышение активности а-амилазы в сыворотке кровн у больных 
с хроническими заболеваниями почек и острыми уремиямн можно 
объяснить уменьшением или отсутствием выделения фермента через 
почки. 

Определение активности а-амилазы в кровн и моче может дать 
некоторые указания о функциональном состоянии почечного фильт-
ра. У больных с нефрозами, гломерулонефрнтами и т. п. активность 
(t-амилазы увеличена, в то время как в моче она резко снижена. Ко-
эффициент активность а-амилазы крови / активность а-амилазы мочи 
служит показателем функциональной полноценности почечного 
фильтра. 

Заболеваниями, при которых наблюдается значительное повыше-
ние активности а-амилазы в крови, являются паротиты, но ясная 
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клиническая картина указанного патологического состояния дает воз-
можность легко объяснить гиперамилаземию. Введение кортизона 
или АКТГ повышает активность фермента в несколько раз. 

У больных с заболеваниями печени (гепатитами, циррозами, ин-
токсикациями, злокачественными опухолями и их метастазами в пе-
чень) наблюдается снижение амилазиой активности крови. Гииоами-
лаземия отмечается также у больных с обширными ожогами кожи, 
сахарным диабетом, гипотиреозами, с общим расстройством питания 
и падением веса (острыми, особенно токсическими, диспепсиями), ка-
хекснями. 

Таким образом, возрастание активности а-амилазы крови и мо-
чи не может считаться специфичным диагностическим тестом, так как 
при многих физиологических и патологических состояниях происхо-
дит изменение активности а-амилазы крови и выделения энзима с 
мочой. Только значительные колебания активности а-амилазы в био-
логических жидкостях достоверно свидетельствуют о патологии орга-
нов, продуцирующих фермент. Важное значение для улучшения диаг-
ностики заболеваний имеет определение ферментов в кровн и моче 
(чтобы исключить нарушение функции почечного фильтра), а также 
исследование изоферментов. Так, при хроническом панкреатите, когда 
общая активность а-амилазы сыворотки кровн не изменяется, актив-
ность панкреатических изоферментов в ней понижена, а слюнных — 
повышена. 

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ОБЩЕЙ АКТИВНОСТИ 
ЛАКТАТДЕГИДРОГЕНАЗЫ 

Лактатдегидрогеназа (L-лактат: НАД-оксидоредуктаза; К Ф 1.1. 
1.27) — г л ико логический фермент, обратимо катализирующий окисле-
ние L-лактата в пировиноградную кислоту. Для лактатдегидрогеназы 
в качестве промежуточного акцептора водорода требуется НАД. 

Реакция, катализируемая лактатдегидрогеназой, может быть 
представлена в следующем виде: 

Лактатдегидрогеназа 
L-лактат + НАД , * Пируват -J- НАД -H2 

Фермент широко распространен в организме человека. По степе-
ни убывания активности энзима органы и ткани могут быть распо-
ложены в следующем порядке: почки, сердце, скелетные мышцы, под-
желудочная железа, селезенка, печень, легкие, сыворотка крови. В по-
следней обнаружено несколько различных белков (изоэизимов), об-
ладающих каталитическими свойствами этого фермента. Изменения 
в строении белковой части изоферментов обусловливают их различ-
ные физико-химические свойства (в частности, неодинаковую элект-
рофоретическую подвижность разновидностей этого фермента в ага-
р0ром, крахмальном, полиакриламидиом и других гелях). В сыворот-
ке крови выявлено пять изоэизимов лактатдегидрогеназы — Л Д Г Ь 
ЛДГ 2 , ЛДГ 3 , ЛДГ<, ЛДГ Б , располагающихся в геле в порядке убы-
вания их электрофоретической подвижности. Установлено, что фрак-, 
ция ДДГ| происходит в основном из ткани сердца, ЛДГБ — из пече-
ни. В отличие от последней Л Д Г | обладает устойчивостью к дейст-
вию мочевины. 
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Лактатдегидрогеназа содержится не только в сыворотке, по и в 
шачительном количестве в эритроцитах; поэтому сыворотка, исполь-
1усмая для анализа, должна быть свежей, лишенной следов гемо-
лиза. 

Существуют следующие методы определения активности лактат-
дегидрогеназы в сыворотке крови: 

1. Спектрофотометрические, основанные на различии спектров по-
I лощения окисленной и восстановленной форм НАД (оптический тест 
Нарбурга). 

2. Колориметрические: а) динитрофеиилгидразиновые методы, ба-
щрующнеся на исследовании пировииоградной кислоты с помощью 
'.'.1-динитрофенилгидразина, б) редоксиидикаторные методы, основан-
ные иа превращении бесцветной, окисленной формы тетразолиевых 
солей в окрашенную, редуцированную форму за счет окисления вос-
становленного молочной кислотой НАД • H2. 

Спектрофотометрические методы связаны с применением дефи-
цитных реактивов и с измерением результатов исследования на спек-
I рофотометре; поэтому, несмотря па свою точность, они не могут 
быть рекомендованы для клинико-диагностических лабораторий. 

Более удобны для практического использования колориметриче-
ские методы. Из них самым простым, чувствительным и требующим 
наименьшего расхода дефицитных реактивов является дииитрофенил-
гпдразпновый метод Нательсопа, состоящий в определении непро-
рсагировавшсй пировииоградной кислоты с помощью 2,4-динитрофе-
нплгндразина. К сожалению, из-за трудности получения стабильных 
растворов пировииоградной кислоты способ Нательсопа не может 
быть рекомендован как унифицированный. 

Из колориметрических наиболее точным является метод Севела 
и Товарека, основанный на окислении лактата в пируват в присутст-
вии лактатдегидрогеназы и НАД. Поэтому он и предлагается как 
унифицированный для исследования активности лактатдегидрогеиа-
11,1 в сыворотке крови. 

Редоксиидикаторные методы точны и технически просты, но тре-
буют большого количества редко используемых реактивов. Фирма 
• Лахема» (ЧССР) поставляет в нашу страну диагностические набо-
ры реактивов для определения общей активности ЛДГ и ее мочеви-
иостабнльиой фракции редокснндикаторным способом. Метод бази-
руется на восстановлении (с помощью НАД-H 2 и переносчика N-ме-
тилфеназопнйметплсульфата) йоднитротетразолия фиолетового в 
красный формазан. 

Колориметрический динитрофенилгидразнновый 
метод исследования активности 
лактатдегидрогеназы в сыворотке 
крови (по Севелу и Товареку) 

Принцип. L-лактат в щелочной среде в присутствии лактатдеги-
дрогеназы сыворотки и добавленного НАД окисляется в пируват. По 
степени его образования и судят об активности фермента. 

Реактивы. 1. 0,45 моль/л раствора молочнокислого натрия. В мер* 
Iivio колбу емкостью 100 мл вносят 5 мл молочной кислоты концент-
рации 80 г/100 мл или 10 мл молочной кислоты концентрации 
10 г/100 мл и нейтрализуют се 2 н раствором едкого натра до сла-
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бощелочной реакции (рН 7,5) по фенолфталеину (слабо-розопая ок-
раска). Объем доводят дистиллированной водой до 100 мл. 

2. 0,03 моль/л раствора пирофосфорнокислого натрия, рН 8,8. 6,69 г 
Na^ 2O? • IOH2O растворяют в 50 мл воды/устанавливают рН 8,8 с по-
мощью 1 и раствора соляной кислоты и доливают объем до 500 мл 
дистиллированной водой. Реактив стабилей в течение месяца при хра-
нении в холодильнике. 

3. Раствор НАД. 3 мг НАД (х. ч.) смешивают с 1 мл дистилли-
рованной воды (из расчета 0,6 мг на пробу). Реактив стабилей четы-
ре недели при хранении в холодильнике. 

4. Раствор 2,4-диннтрофеннлгидразнна. 19,8 мг 2,4-диннтрофсинл-
гндразина растворяют в небольшом количестве 1 и раствора соляной 
кислоты при нагревании смеси иа водяной бане. После охлаждения 
доводят ее объем 1 и раствором соляной кислоты до 100 мл. На сле-
дующий день реактив фильтруют. Раствор хранят в посуде из тем-
ного стекла, он годен к употреблению в течение года. 

5. 0,4 н раствор едкого натра. 
6. 1 н раствор соляной кислоты. 
7. Стандартный раствор пировннограднокислого нагрня. Il мг 

кристаллического пировннограднокислого натрня растворяют в не-
большом количестве дистиллированной воды, переносят в мерную 
колбу емкостью 100 мл и доливают объем раствора до метки дистил-
лированной водой. 

1 мл раствора содержит 110 мкг пирувата натрия, что соответ-
ствует 88 мкг пировииоградной кислоты. 

Рабочий стандартный раствор готовят разведением основного в 
10 раз дистиллированной водой. В 1 мл рабочего раствора 8,8 мкг 
пировииоградной кислоты. 

Ход определения. 0,1 мл сыворотки, разведенной 1 : 2, смешива-
ют с 0,3 мл раствора НАД и прогревают 5 мин при Ч-37°С. Затем 
добавляют 0,8 мл раствора пирофосфорнокислого натрия и 0,2 мл 
раствора молочнокислого натрия, предварительно прогретых при 
-4-37 °С. Смесь инкубируют при +37° в течение 15 мин. Тотчас же 
после инкубации в пробу доливают 0,5 мл раствора 2,4-диннтрофе-
ннлгидразина и выдерживают ее 20 мин при комнатной температуре. 
Затем вносят 5 мл раствора едкого натра, содержимое пробирки пе-
ремешивают и через 10 мин измеряют экстиикцию пробы на ФЭКе с 
зеленым светофильтром в кювете с толщиной слоя 10 мм (длина вол-
ны 500—560 нм). Регистрируют показания оптической плотности ис-
следуемой пробы, учитывая экстиикцию контрольной. 

Контрольную пробу ставят так же, как опытную, но разведен-
ную 1 : 2 сыворотку добавляют после инкубации смеси. 

Рассчитывают активность фермента по калибровочному графи-
ку. Активность лактатдегидрогеназы выражают в мкмоль пировиио-
градной кислоты, образовавшейся при инкубации 1 мл сыворотки в 
течение 1 ч при 4-37 °С. 

Чтобы получить данные для построения калибровочного графи-
ка, необходимо сделать следующее. Из рабочего стандартного раст-
вора пнровипограднокнслого натрия готовят ряд разведений (табл. 
19). Затем в пробирки приливают по 0,5 мл раствора 2,4-дииитрофе-
нилгидразииа. Далее стандартные пробы обрабатывают так же, как 
опытные. 

Контрольную пробу проводят так же, как стандартную, но вмес-
то стандартного раствора добавляют дистиллированную воду. 
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T<юл. 19. Данные к построению калибровочного графика 
для определения активности лактатдегидрогеназы в сыворотке крови 

Рабочий 
стандартный 

Раствор пи-
рофосфорно-

Дистил-
лирован-

Содержание пиро-
вииоградной кислоты 
в стандартной пробе 

Активность 
пировиио-

градной кис-
раствор 
пирувата 
Na (мл) 

кнелого 
натрия (мл) 

ная вода 
(мл) мкг мкмоль 

лоты на 1 л 
сыворотки за 

1 ч инкубации 
(ммоль) 

0,1 0,8 0,5 0,88 0,01 1,2 
0 ,2 0,8 0,4 1,76 0,02 2,4 
0,4 0,8 0 ,2 3,52 0,04 4 ,8 
0,6 0,8 — 5,28 0,06 7 ,2 
0,8 0,6 — 7,04 0,08 9 ,6 

Пересчет активности лактатдегидрогеназы в ммоль пировиио-
градной кислоты па 1 л сыворотки за 1 ч инкубации при + 37 0C про-
изводят по формулам 1 или 2. 

Активность лактатдегидрогеназы в ммоль / (ч . л) = C t • 120 (1), 
где Ci—количество мкмоль пировииоградной кислоты в стандартной 
пробе; 120 — коэффициент пересчета мкмоль пировииоградной кисло-
ты в ммоль на 1 л сыворотки крови и время инкубации 1 ч. 

Для выражения активности фермента в единицах новой размер-
ности можно применять и другую формулу: 

Активность лактатдегидрогеназы в ммоль / (ч • л) = (C2 • 120) / 88 
(2), 
где C2 — количество мкг пировииоградной кислоты в пробе; 120— 
коэффициент пересчета мкг пировииоградной кислоты в мг на 1 л 
сыворотки и время инкубации 1 ч; 88 — масса 1 ммоль пировиио-
градной кислоты в мг. 

Прн построении калибровочного графика на оси абсцисс откла-
дывают значения активности фермента, выраженные в размерности 
ммоль/ ( ч . л ) и представленные в последней графе табл. 19. 

Прямолинейная зависимость между концентрацией пировино-
I раднон кислоты и оптической плотностью сохраняется от 0 до 
It) ммоль/ (ч• л). 

Нормальные величины активности общей ЛДГ в сыворотке кро-
кн от 0,8 до 4 ммоль пировииоградной кислоты на 1 л сыворотки 
ia 1 ч инкубации прн +37 °С. 

П р и м е ч а н и я : 1. Сыворотка кровн не должна быть гемолизнрована. 
2. Для исследования лучше использовать свежую сыворотку. 
3. Щавелевоуксусную плазму употреблять не рекомендуется, так как 

in щавелевой кислоты ингнбнруюг фермент. 

Пользуясь данным методом, можно исследовать и мочевиноста-
бильную фракцию ЛДГ. 

Принцип метода основывается на свойстве мочевины почти на 
100% ингибировать активность ЛДГ5. При параллельном определе-
нии активности общей ЛДГ рассчитывают процент содержания ста-
бильной к мочевине фракции. 
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Реактивы. Те же, что и в предыдущем методе. Дополнительно 
используют раствор мочевниы па 0,03 моль/л раствора пирофосфор-
нокислого натрня (растворяют 14,4 г мочевины в 100 мл пирофос-
форнокислого натрия, рЫ 8,8). 

Ход определения активности общей и мочевипостабильпой фрак-
ции ЛДГ отличается такими особенностями: 

1. В методике исследования активности мочевипостабильпой 
фракции ЛДГ применяют раствор пирофосфата натрия, содержащий 
мочевину. 

2. Первый этап этого метода состоит в следующем. 0,1 мл сы-
воротки, разведенной 1 :2 , тщательно смешивают с 0,08 мл раствора 
пирофосфорнокислого натрня, содержащего мочевину, и с 0,3 мл 
раствора НАД. Преиикубацию проводят в течение 1 ч при +25 °С, 
закрыв пробирку крышкой. Затем в пробирку добавляют 0,2 мл ра-
створа молочной кислоты и инкубируют смесь 15 мин при +37°С . 

3. В методике определения активности общей ЛДГ исключают 
этап предварительного прогревания раствора при температуре 
+ 37 0C и после сливания реактивов комнатной температуры сразу 
же приступают к инкубации смеси в течение 15 мин при темпера-
туре + 37 °С. 

В остальном оба метода не отличаются от описанного выше. 
Расчет сводится к установлению процентного содержания моче-

випостабильпой ЛДГ по отношению к общей. 
По литературным данным, в норме мочевииостабильиая ЛДГ 

составляет 25—36 % от общей ЛДГ. 
П р и м е ч а н и я : те же, что н к методике определения активности об-

щей ЛДГ. Кроме того, следует отметить, что: 1) для получения точных ре-
зультатов нужно строго воспроизводить указанные условия и н а к т и в а ц и и 
изоэнзима ЛДГ мочевиной (концентрация растворов, температура, время ин-
кубации); 2) процент мочевиностабнльной фракции ЛДГ от общей активно-
сти фермента в норме следует проверять па донорах в каждой лаборатории; 
3) при установлении активности лактатдегидрогеназы с использованием ди-
агностических наборов реактивов фирмы «Лахема» (ЧССР) для выражения 
результатов исследования в соответствии с современной системой унифика-
ции нужно пользоваться формулой: 

д д 
— - ? — Q - 6 0 = a мкмоль/(ч-л), 

А« — As 

где Q — активность, указанная на этикетке лнофилизнроваиного эталона; 
60 — фактор перевода размерности результатов из Б/л в мкмоль/(ч • л); 
A i - A s — приведенные в инструкции обозначения проб. 

Методика разделения изоферментов 
лактатдегидрогеназы в полиакриламидном геле 

Dietz и Lubrano (1967), используя предложенную Ornstein и 
Davis (1964) методику диск-электрофоретического фракционирования 
белков сыворотки крови, предложили способ разделения изофермен-
тов ЛДГ в столбиках полиакриламидного геля. Д. П. Паиавене 
(1974) и другие авторы внесли некоторые изменения в способ Dietz 
и Lnbrano, позволяющие осуществлять более четкое выявление 
фракций лактатдегидрогеназы за короткий промежуток времени. 

В качестве разделяющего ингредиента применяют полиакрил-
амидиый (с концентрацией 5,5 г акрнламида /100 мл) гель (схема 
его приготовления дана в подразделе «Методика диск-электрофоре-
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тического фракционирования белков сыворотки крови» — Реакти-
вы). Следует отметить, что для получения хорошего качества эле-
ктрофореза изоэизимов гели необходимо готовить плотными, не со-
держащими пузырьков воздуха; их столбики ие должны отслаивать-
ся от внутренней поверхности стеклянных трубочек. Д. П. Панавене 
рекомендует после окончания полимеризации прикоснуться к по-
верхности полиакриламнда ровным краем трубочки, скрученной из 
фильтровальной бумаги: если полиакриламид пристает и тянется ни-
тями вслед за фильтровальной бумагой, такая колонка непригодна 
для проведения электрофореза. При осуществлении электрофореза 
па некачественных колонках для поддержания силы тока 2,5 мА на 
колонку необходимо увеличить подаваемое на камеру напряжение. 
Причинами неудовлетворительной полимеризации геля, как указыва-
лось, могут быть плохо обезжиренная поверхность стеклянных тру-
бок, несоответствие рН раствора значению, указанному в методике, 
неосторожное наслаивание воды иа поверхность геля. 

В силу того что методика, предложенная Dielz и Lubrano в 
1967 г., не всегда обеспечивает разделения пяти изоферментов, не-
которыми исследователями были внесены в оригинальный метод 
определенные изменения. Нами успешно применяется хорошо себя 
зарекомендовавшая модификация способа диск-электрофоретического 
фракционирования изоэизимов ЛДГ. 

Принцип. Метод основан па выявлении фракций лактатдегидро-
геназы специальными красителями после проведепия энзим-электро-
фореза в столбиках полнакриламидного геля. 

Реактивы. I. Приготовление реагентов для формирования ПААГ 
см. в подразделе «Методика диск-электрофоретического фракциони-
рования белков сыворотки крови» — Реактивы. 

II. Реагенты для выявления изоэизимов ЛДГ в ПААГ. 
1. 1 моль/л раствора лактата лития. Растворяют 288 мг (384,0 мг, 
•180 мг) лактата лития в 3,0 мл (4,0 мл, 5,0 мл) воды или фосфат-
ного буфера (рН 7,4). 

При отсутствии лактата лития можно воспользоваться раство-
ром лактата натрия. К 0,42 мл коммерческого раствора лактата 
натрия прибавляют 4,58 мл дистиллированной воды. Предпочтитель-
нее для этих целей лактат лития. 

2. НАД. Растворяют 10 мг реактива в 1,0 мл воды или лучше 
20 мг реактива в 1,0 мл воды. 

3. р-Ннтротстразолевый синий (IITC). 1 мг/I мл воды или фос-
фатного буфера. 

4. Феиазинметасульфат (ФМС) — 1 мг/1 мл воды. 
5. 0,1 моль/л раствора NaCl. 
6. 0.005 моль/л раствора MgCl2. 
7. 0,5 моль/л фосфатного буфера, рН 7,4. 
П р и м е ч а н и я : 1. Растворы персульфата аммония (компонент геля), 

диктата натрия, HTC и ФМС желательно готовить в день проведения элект-
рофореза. Есть указание (Д. П. Панавене, 1974), что при температуре +5 0C 
и в темноте все'растворы (за исключением НАД) сохраняются долгое время. 
Раствор НАД всегда готовят перед опытом. 

2. Раствор сахарозы (40 г сахарозы добавляют к GO мл воды) следует 
\ранить в холодильнике. 

Ход определения. IIa столбик полнакриламидного геля наносят 
I ыворотку (несколько лучшие результаты получаются именно с сы-
пороткой, а не плазмой крови), разведенную раствором сахарозы в 
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отношении 1 : 2 (на 1 часть сыворотки — 2 части раствора сахаро-
зы, 40 г/100 мл). Количество сыворотки может варьировать в пре-
делах от 0,01 мл до 0,075 мл (его подбирают опытным путем). 
В наших условиях потребовалось 0,06—0,07 мл сыворотки. На слой 
исследуемого материала приливают электродный буфер (по мнению 
Dietz и Lubrano, обязательным условием разделения ЛДГ на пять 
фракций является наслаивание полиакриламидной «крыши», форми-
руемой из акриламида концентрации 5,5 г/100 мл). После помеще-
ния колонок в электрофоретическую камеру нижний и верхний ее 
резервуары заполняют разведенным (1 : 10) электродным буфером 
(рН 8,3). Wilkinson, 1965; Д. П. Паиавеие, 1974, повысив значение 
рН до 8,6—8,7, добились тем самым увеличения расстояния между 
стартовой зоной и ЛДГ5, что в последующем облегчило и улучшило 
денснтометрическую запись выделенных фракций. 

После разделения изоэнзимов ЛДГ на фракции (для этого 
требуется около 90 мин при силе тока 25 мА на колонку) извле-
ченные из стеклянных колонок столбики полиакриламндного геля 
обрабатывают в инкубационной среде (красящей смеси). 

Красящую смесь из исходных реактивов готовят по следующей 
схеме (табл. 20). 

Табл. 20. Схема приготовления инкубационной (красящей) 
смеси из исходных реактивов 

Исходные растворы реактивов 
(мл) 

Количество трубочек (колонок) 
Исходные растворы реактивов 

(мл) 6 8 - 9 12 

1. Лактат лития 4,0 6,0 8,0 
2. НАД 2,0 3,0 4,0 
3. NaCl 4,0 6,0 8,0 
4. MgCI2 4,0 6 , 0 8,0 
5. Фосфатный буфер 5 ,0 7,5 10,0 
6. HTC 10,0 15,0 20,0 

Выдерживание смеси в течение 15 мин при +37 "С 
7. ФМС 1,0 1,5 2,0 
Общее количество 30,0 45,0 60,0 

Каждый столбик полиакриламндного геля помещают в отдель-
ную пробирку, заливают инкубационной средой и ставят в термо-
стат при + 3 7 0C иа 1,0—1,5 ч. 

По истечении срока инкубации столбики геля обмывают водой 
и переносят в пробирки, содержащие раствор уксусной кислоты 
(7,5 г/100 мл). При температуре 5 0 C и в темноте диск-электрофо-
реграммы изоэнзимов ЛДГ могут сохраняться (до записи электрофо-
реграмм) не более 7 дней. 

Телеграммы записывают на микроденситометре в проходящем 
свете либо исследуют спектрофотометрически (И. С. Колчанова, 
А. П. Щербакова, 1977). Денснтограммы подвергают количественной 
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наработке методом планиметрии, взвешиванием вырезанных пиков, 
пи соответствующим формулам и т. д. (см. подраздел «Методика 
ни к-электрофоретнческого фракционирования белков сыворотки кро-
им» — Количественный учет результатов). 

Отдельные изоферменты ЛДГ можно также элюировать в по-
догретый до +80—85° раствор днметилформамида (10 г/100 мл) с 
доследующей колориметрией. Относительную активность изофермен-
IOii выражают в процентах от суммы, полученной после сложения 
1н,'|ичип экстинкцнй всех изоферментов ЛДГ. При записи диск-
•лектрофореграмм изоферментов лактатдегидрогеназы сыворотки 
крови практически здоровых людей на денситометрах БИАН-170, 
I RI-65 наиболее выраженными оказываются фракции ЛДГ|, ЛДГ2, 
ЛДГз. Это свидетельствует о том, что в норме общая активность 
лактатдегидрогеназы в основном обусловливается этими фрак-
циями. 

Результаты выражают либо в относительных, либо в абсолют-
пых единицах (например, мкмоль Н А Д - H 2 в 1 мин на 1 мг белка). 

Опт. плотн. изоферм. - Общ. активн. ЛДГ 
Активность изофермента = Сумма опт. плотн. изоферм. ' 

В норме имеет место следующее распределение изоэнзимов ЛДГ 
плазмы крови (Л. В. Джикия, 1973): ЛДГ-1 (31,3±1,7), ЛДГ-2 
(-16,5+2,2), ЛДГ-3 (11,3± 1,2), ЛДГ-4 (4,6±0,4) , ЛДГ-5 (4,1 ± 
±0,2) относит. %. 

П р и м е ч а н и е . В эритроцитах здоровых людей методом диск - элект-
рофореза в полиакриламидном геле выявляют пять обычных фракций ЛДГ и 
пополнительную во 2-й зоне (ЛДГ-21) (И. Н. Броновец. С. В. Бестужева, 

1078). В норме имеется следующее распределение изоферментов (относит. %): 
ЛДГ-1 (26,63+0,70); ЛДГ-2 (33.82+0.76); ЛДГ-21 (11.60+0,33); ЛДГ-3 (23,12' 
1:0.44); ЛДГ-4 (4,03+0,22); ЛДГ-5 (0,30+0,66). При заболеваниях печени или 
вовлечении ее в патологический процесс увеличивается содержание фракций 
ЛДГ-4 и ЛДГ-5 лактатдегидрогеназы эритроцитов. 

Клинико-диагностическое значение определения 
общей активности ЛДГ и ее изоферментов 

Как уже отмечалось, из-за лизиса эритроцитов в процессе свер-
тывания крови активность лактатдегидрогеназы у практически здо-
ровых людей более высока в сыворотке, чем в плазме крови. Однако 
при некоторых формах патологии, например остром инфаркте мио-
карда, это различие стирается, что, по всей вероятности, можно объ-
яснить изменением нзоферментного состава плазмы при заболева-
ниях. 

Активность лактатдегидрогеназы в сыворотке крови возрастает 
у больных с повреждением миокарда, лейкозами, почечными забо-
леваниями, гемолитической, серповидноклеточной анемиями, тром-
боцитопениями, инфекционными мононуклеозами, а также прогрес-
сирующей мышечной дистрофией. 

Все заболевания, протекающие с некрозом тканей (инфаркт мио-
карда, некротическое поражение почек, гепатит, панкреатит, опу-
холь). как правило, сопровождаются резким повышением активно-
сти ЛДГ в сыворотке крови. 

При остром гепатите активность лактатдегидрогеназы в сыво-
ротке крови увеличена в первые недели желтушного периода, при 

141 



легкой и среднетяжелой формах заболевания рассматриваемый по-
казатель возвращается к нормальному уровню довольно быстро. При 
заболеваниях печени процент мочевиностабильной фракции ЛДГ па-
дает (<20 ) . 

Вместе с тем при инфекционном гепатите относительная актив-
ность изоферментов ЛДГ* и ЛДГБ в первые 10 дней повышена у 
всех больных. Причем степень повышения не зависит от тяжести за-
болевания. У 34 % больных увеличение относительной активности 
ЛДГ4 н ЛДГс было единственным показателем, свидетельствующим 
о незаконченном восстановительном процессе в печени после клини-
ческого выздоровления. 

По данным Нательсоиа, у больных инфарктом миокарда повы-
шение активности фермента в сыворотке крови отмечается через 
8—IO ч после начала приступа, достигая максимума через 24—28 ч. 
Активность остается увеличенной на протяжении первой недели за-
болевания. К 8—9-му дню рассматриваемый показатель нормализу-
ется. Подчеркивается, что активность сывороточной лактатдегидро-
геназы у больных с инфарктом миокарда сохраняется повышенной 
вдвое дольше, чем активность других ферментов. Ценность опреде-
ления данного фермента особенно велика в неясных случаях забо-
левания, при нетипичной клинической и электрокардиографической 
картине. У больных со стенокардией активность лактатдегидрогена-
зы в сыворотке крови не увеличивается. 

Исследование активности общей ЛДГ имеет не только диагно-
стическое, но и прогностическое значение. При мелкоочаговом ин-
фаркте миокарда сдвиг активности ЛДГ умеренный. При высоком 
уровне ЛДГ надо опасаться неблагоприятного исхода заболевания, 
ибо это свидетельствует о наличии обширного, нередко трансмураль-
ного инфаркта миокарда. Нормализация общей ЛДГ далеко не всег-
да сопровождается снижением уровня ЛДГ] (или мочевиностабиль-
ной фракции ЛДГ). Иногда наблюдается уменьшение ЛДГ до нор-
мальных величин, в то время как снижение уровня ЛДГ| может за-
тягиваться до трех недель и, по-видимому, отражает замедление 
процесса репарации. 

Привлекает внимание работа чешских исследователей Плнсека 
с соавт. (1979), которые, задавшись целью установить корреляцию 
между размерами инфаркта миокарда и показателями активности 
амипотраисфераз, креатинфосфокиназы, лактатдегидрогеназы и дру-
гих лабораторных тестов, установили, что наибольшее диагностиче-
ское значение имеет определение актнвиости лактатдегидрогеназы. 
В этом случае найдена достоверная статистическая связь между раз-
мером очага омертвения в миокарде и величиной активности лактат-
дегидрогеназы. 

Инфаркт миокарда сопровождается возрастанием ( > 4 0 %) мо-
чевиностабильной фракции ЛДГ, Повышение содержания этой фрак-
ции ЛДГ указывает иа наличие острого инфаркта задолго^Хо, элект-
рокардиографического подтверждения. Увеличение ее содержания 
наблюдается еще у больного в предынфарктном состоянии. Изменен-
ная уже в первые дни развития инфаркта величина отношения изо-
ферментов ЛДГ1/ЛДГ2 достигает обычно нормальных значений на 
31—34-й день болезни, иногда нормализация этого коэффициента 
затягивается и на более долгий период времени. 

Небезынтересно, что осложнения инфаркта миокарда сопровож-
даются дополнительным повышением активности ферментов. 
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Развитие сердечной недостаточности с преобладанием недоста-
1ИЧИОСТИ кровообращения по малому кругу вызывает увеличение 
I пецифичной для легочной фракции ЛДГз. Застой крови преимуще-
I твенно в большом круге кровообращения приводит к повышению 
содержания фракций ЛДГ< и ЛДГ5. 

Осложнение инфаркта миокарда тромбозом легочной артерии 
протекает со значительным увеличением фракции ЛДГ3. Кстати, воз-
растание уровня этой фракции отмечается и при почечных заболе-
ваниях. 

ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ ХОЛИНЭСТЕРАЗ 

• В кровн человека содержится два вида холипэстераз: ацетил-
холинэстераза (ацетилгидролаза ацетнлхолнна; КФ 3.1.1.7), локали-
зующаяся в эритроцитах, и холннэстераза (ацилгидролаза ацилхо-
лииов; КФ 3.1.1.8), находящаяся в сыворотке крови. Оба фермента 
расщепляют эфпры холииа на холпи и соответствующую кнслоту и 
отличаются своей специфичностью. Так, ацстнлхолинэстераза гид-
ролизует только ацетилхоли^, за что этот фермент раньше называли 
специфической, или истинной, холинэстеразой. Холннэстераза же 
способна расщеплять наряду с ацетилхолином и бутирнлхолин (при-
чем в 2 раза быстрее, чем ацетилхолии). Поэтому она еще известна 
как бутирилхолииэстераза, или ложная сывороточная холннэстераза. 
Последняя синтезируется в печени, в связи с чем степень активно-
сти холинэстеразы крови служит тестом, отражающим функциональ-
ное состояние печени. Исследование активности истинной холинэсте-
разы в нервной и других тканях организма может дать определен-
ное представление о функциональном состоянии холинергического 
звена вегетативной и соматической нервной системы. 

Фермент относительно стабилен. Сыворотка, разведенная физио-
логическим раствором, и гемолизированные эритроциты могут хра-
ниться около четырех дней при температуре 4-2—6 0C без заметной 
потери активности энзима. 

Существующие методы установления активности холипэстераз 
делятся на следующие группы: 1) биологические — неразрушенным и 
подвергшимся предварительной обработке исследуемой сывороткой 
ацетилхолином воздействуют на мышцу животного. По разнице в 
степени реакции мышцы судят о количестве ацетилхолина, разрушен-
ного холинэстеразой; 

2) химические и биохимические; они основываются на: а) точ-
ном измерении количества уксусной кислоты, образовавшейся за 
известный промежуток времени при разложении холинэстера под 
влиянием холинэстеразы; 

б) установлении количества разложившегося ацетилхолина за 
определенный промежуток времени, что устанавливают с помощью 
различного рода колориметрических методик; 

в) реакции со специфическими субстратами, при гидролизе ко-
торых образуются вещества, определяемые колориметрически; 

г) спектрофотометрическом исследовании в ультрафиолетовой 
части спектра количества гидролизоваииого бензоилхолнна. 

Беизоилхолип имеет максимум поглощения в области 240 нм, а 
продукты его расщепления ультрафиолетовые лучи свободно пропу-
скают. Следовательно, по степени уменьшения абсорбции света мож-
но судить об активности холинэстеразы. 
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В качестве унифицированных предлагается колориметрический 
метод, основанный на измерении количества уксусной кислоты (она 
образуется при ферментативном расщеплении ацетил холи на), и ис-
следование активности холинэстеразы в сыворотке крови экспресс-
методом с применением индикаторной бумаги. 

Определение активности сывороточной холинэстеразы 
колориметрическим методом 

Принцип. Под действием холинэстеразы происходит гидролиз 
ацетнлхолинхлорида с выделением уксусной кислоты и холина. Ук-
сусная кислота подкисляет реакционную среду, что устанавливают 
с помощью индикатора по изменению цвета буферного раствора. 

Реактивы. 1. 0,9 моль/л раствора ацетнлхолинхлорида. 1,67 г 
ацетилхолинхлорида растворяют в 10 мл воды. Реактив хранят в 
холодильнике. Он годен в течение 6—7 дней (из-за гигроскопичности 
этого вещества открытую ампулу с ацетилхолинхлоридом держат в 
эксикаторе). 

2. Вероиаловый буфер, рН 8,4. 1,545 г натриевой соли верона-
ла (мединала) растворяют в 500 мл дистиллированной воды, добав-
ляют 9,0 мл 0,1 и соляной кислоты и 150 мл раствора индикатора. 
Объем доводят дистиллированной водой до 1 л. Буфер хранят в 
холодильнике в защищенном от света месте. Он годен один месяц. 

3. Индикатор феноловый красный. Зона перемены окраски инди-
катора (от желтой к красной) лежит в пределах рН 6,8—8,4. 0,1 г 
сухого индикатора растирают в ступке с 5,7 мл 0,05 и раствора 
едкого натра и после растворения смеси объем доливают дистилли-
рованной водой до 25 мл. Из полученного основного раствора 
(0,4 г/100 мл) готовят его разведение (0,01 г/100 мл) путем раз-
бавления основного раствора дистиллированной водой в 40 раз. 

4. Водный раствор прозерина—0,7 г/100 мл. 
5. 0,1 и раствор укоуспой кислоты. Готовят из фпкеанала или 

прн его отсутствии, путем растворения 3 г (2,84 мл) ледяной уксус-
ной кислоты в 500 мл дистиллированной воды. 

Ход определения. В пробирку вносят 5,0 мл веропалового буфе-
ра, 0,2 мл дистиллированной воды и 0,1 мл сыворотки. Смесь про-
гревают при +37 0C в течение 5 мин. Затем к ней добавляют 0,2 мл 
раствора ацетилхолинхлорида и инкубируют 30 мин при +37 °С. 
После инкубации доливают в пробирку 0,2 мл раствора прозерина. 
Экстинкцию измеряют па ФЭКе с зеленым светофильтром (длина 
волны 500—560 им) в кювете с толщиной слоя 5 мм. Колориметри-
рованне проводят в пределах одного часа. 

Контрольную пробу ставят так же, как опытную, но раствор 
прозерина доливают в пробирку вместе с ацетилхолинхлоридом. Из 
показателей экстинкции контрольной пробы вычитают данные экс-
тинкции опытной. Рассчитывают активность холинэстеразы по ка-
либровочному графику в ммоль уксусной кислоты на 1 л сыворотки 
за 1 ч инкубации. 

С целью получения данных для построения калибровочного гра-
фика необходимо сделать следующее. Из 0,1 и раствора уксусной 
кислоты готовят разведения (табл. 21). Из каждого раствора отби-
рают по 0,2 мл, смешивают это количество с 5,0 мл буфера, 0,1 мл 
сыворотки, прогревают смесь 5 мин прн +37 0C, затем добавляют 
в нее 0,2 мл прозерина, 0,2 мл ацетилхолинхлорида, инкубируют ее 
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в течение 30 мин при + 3 7 0C и быстро охлаждают. Измеряют 
экстиикцию этих стандартных проб при колориметрироваини опыт-
ных проб. Контрольные пробы ставят так же, как опытные, но вме-
сто стандартных растворов используют дистиллированную воду. Из 
данных экстинкции контрольной пробы вычитают величину экстинк-
ции стандартной. Полученную разницу откладывают на оси ординат, 
количество ммоль уксусной кислоты в пересчете на 1 л сыворотки 
и время инкубации в течение 1 ч при + 3 7 0 C (ммоль/ (ч-л)—на 
оси абсцисс. 

Норма — 160—340 ммоль/(ч - л). 

Табл. 21. Разведения 0,1 н раствора уксусной кислоты 
для построения калибровочного графика 

№ 
п р о б и р о к 

0,1 н раствор 
уксусной 

кислоты (мл) 

Дистиллиро-
ванная вода 

( м л ) 

CHilCOOH в 
стандартной 

пробе (мкмоль) 

CH3COOH в пе-
ресчете на 1 л 

сыворотки и I ч 
инкубации при 

+ 3 7 ° С (ммоль) 

1 2 , 0 8 , 0 4 8 0 

2 4 , 0 6 , 0 8 1 6 0 

3 6 , 0 4 , 0 1 2 2 4 0 

4 8 , 0 2 , 0 1 6 3 2 0 

5 9 , 0 1 , 0 1 8 3 6 0 

Определение активности холинэстеразы 
в сыворотке крови экспресс-методом 
с применением индикаторной бумаги 

Холинэстеразная индикаторная бумага представляет собой по-
лоску хроматографпческой бумаги размером 65x10 мм с линией пер-
форации, отделяющей конец индикаторной бумаги, пропитанный 
ацетилхолином и индикатором, меняющим цвет в зависимости от 
рН среды. После контакта исследуемой сыворотки с индикаторной 
бумагой под влиянием холинэстеразы наступает гидролиз ацетил-
холина и освобождается уксусная кислота, которая изменяет рН и 
цвет индикатора. Реакция должна длиться до тех пор, пока рН до-
стигнет определенного уровня, а соответствующий этому цвет инди-
каторной бумаги не сравняется с цветом эталона. 

Мерой активности холинэстеразы является время (мин), на про-
тяжении которого под влиянием исследуемой сыворотки произойдет 
изменение цвета индикаторной бумаги вплоть до совпадения с цве-
том эталона. 

Ход определения. Микропипеткой наносят 0,05 мл сыворотки 
крови иа поверхность чистого предметного стекла (оно должно ле-
жать иа белой бумаге для создания фона). 

На каплю сыворотки помещают пропитанный реагентами конец 
индикаторной бумаги таким образом, чтобы сыворотка распростра-
нилась до линии перфорации. Затем быстро накладывают второе 
предметное стекло, слегка прижимая его с целью более равномер-
ного распределения сыворотки в полоске индикаторной бумаги. 
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Верхнее стекло не следует снимать, чтобы не вызвать высыхания 
бумаги. Рядом должен находиться эталон, представляющий собой 
полоску бумаги желто-зеленого цвета. 

Исследование проводят при комнатной температуре ( + 18— 
22 0C). 

Индикаторная бумага в сухом виде имеет желтый цвет. После 
контакта с сывороткой цвет ее становится темно-зеленым или сине-
зеленым, на протяжении реакции он меняется в пределах различных 
оттенков зеленого цвета и в конце определения сравнивается с жел-
то-зеленым цветом бумаги-эталона. 

Отсчет времени ведут с момента контакта индикаторной бумаги 
с сывороткой до момента, когда цвет бумаги сравняется с цветом 
эталона. Время от 7-й до 21-й мин соответствует нормальной актив-
ности холинэстеразы, период, меньший 6 мин,— повышенной актив-
ности и время от 21 до 60 и больше мни свидетельствует о резком 
снижении активности фермента. 

Расхождение результатов в параллельных определениях — не 
больше 1 мин. 

Клинико-диагностическое значение исследования 
активности холинэстеразы сыворотки крови 

В связи с тем что синтез холинэстеразы (так же как и альбу-
мина) происходит в печеночных клетках, гипохолинэстсраземия, как 
правило, сопровождает заболевания печени. Степень снижения ак-
тивности фермента в сыворотке крови отражает тяжесть и распро-
страненность поражения печеночных клеток. Весьма низкий уровень 
холинэстеразпой активности отмечается при распространенных зло-
качественных новообразованиях печени. Однако и острые гепатиты, 
в том числе и болезнь Боткина, а также хронические заболевания 
печени характеризуются уменьшением активности фермента. У боль-
ных с механической желтухой снижение активности холинэстеразы 
говорит о вовлечении в процесс паренхимы печени. Закономерным 
является уменьшение активности сывороточной холинэстеразы при 
белковой недостаточности, кахектических состояниях и других вслед-
ствие нарушения протеосинтетической функции печени. Снижение 
активности фермента отмечается у больных с инфарктом миокарда, 
отравлениями фосфороргаиическими соединениями, инсектицидами, 
миорелаксантами и с врожденными метаболическими нарушениями 
(эссеициальная гннохолниэстераземня, дисхолинэстераземия). 

Определение холинзстеразной активности крови имеет большое 
значение в хирургической клинике при применении мнорелаксантов. 
Резкое снижение активности холинэстеразы в этих условиях может 
привести к тяжелому холинэргическому шоку. 

В некоторых случаях отмечается повышение активности холнн-
Зстеразы. К таким патологическим состояниям относятся гипертони-
ческая болезнь, миомы матки, язвенная болезнь, хорея Хаттингтоиа 
(табл. 22). При тяжелых нефритах содержание холинэстеразы мо-
жет возрастать в 3 раза. Ожирение также приводит к повышению 
Уровня холинэстеразы. Увеличение активности сывороточной холин-
эстеразы может иметь место при нефрозах. Причиной этого являет-
ся возрастание скорости процессов синтеза белка в печени, связан-
ное со значительными потерями белков плазмы крови с мочой. 
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Табл. 22. Изменение активности холинэстеразы при различных 
заболеваниях (по данным разных авторов) 

Заболевание 

Эпидемический гепатит 

Застойные явления в печени, 
холецистит, холангит, желчно-
каменная болезнь, холецисто-
патия 

Механическая желтуха 

Карцинома различной локали-
зации 
Миелома, плазмоцнтома, лим-
фогранулематоз 
Нефротический синдром 
Экссудативный энтерит 
Рахит 
Травма черепа 
Недостаточность околощито-
видных желез 
Коллагенозиые заболевания 
Бронхиальная астма 
Гипертония 
Миома матки 
Ревматизм 

Активность холинэстеразы 

В зависимости от степени повре-
ждения паренхимы печени может 
снижаться в сильной степени 
Резко уменьшена (при застойных 
явлениях). Снижена в зависимо-
сти от степени инфекционного или 
токсического поражения паренхи-
мы печени 
Уменьшается только при пораже-
нии паренхимы печени 

Умеренно или резко снижена 

Большей частью понижена 

Повышена 

В отдельных случаях повышена 
Понижена 
Понижена 
Понижена 
Понижена 
Повышена 
Повышена 
Повышена 
Понижена 

В литературе имеется большое количество исследований уровня 
холинэстеразы у больных с различными патологическими состоя-
ниями. 

ИССЛЕДОВАНИЕ АКТИВНОСТИ 
у-ГЛУТАМИЛТРАНСПЕПТИДАЗЫ 

Открытый в 1950 г. Hanes с соавт. (1950) фермент у-глутамнл-
траисиептидаза (у-ГТП; КФ 2.3.2.2) катализирует реакцию переноса 
у-глутамилового остатка с у-глутамилового пептида на аминокислоту 
или реакцию гидролиза у- г л У т а м и л о в ( >го пептида с образованием 
свободной у-глутамиловой кислоты (Henry с соавт., 1974). 
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Донором может быть любой гамма-глутамиловый пептид, акцеп-
тором — пептид, аминокислота или даже вода. Наиболее действен-
ным акцептором считается глицилглнцин. 

у-ГТП содержится почти во всех органах человека. Активность 
этого фермента в почках, печени, поджелудочной железе, селезенке, 
мозге составляет соответственно 222,5; 8,65; 18,5; 3,4; 1,1; в сердце, 
скелетных мышцах, легких, тонких кишках — 0,1, 0,15; 0,7; 
2.1 мкмоль расщепленного субстрата на 1 г белка за 1 мин. 

Если говорить о биологических жидкостях, то наиболее высо-
кая активность у-ГТП наблюдается в желчи, моче. В сыворотке кро-
ви активность фермента в 4—6 раз ниже, чем в моче. В эритроци-
тах рассматриваемый фермент отсутствует. 

у-ГТП представлена различными' изоферментами (методом 
диск-электрофореза в полиакриламидном геле выявлено пять фрак-
ций изоэнзимов у-ГТП). В зависимости от вида патологии количе-
ство изоферментов у больного может быть различным. Фермент 
содержится в лизосомах, мембранах и цитоплазме клетки. 

Методы определения активности -у-ГТП различаются по исполь-
зуемому субстрату. В настоящее время одним из наиболее часто 
применяемых субстратов является Ь-у-глутамил-4-питроанилид. 

В качестве унифицированного предлагается метод с использова-
нием субстрата Ь-у-глутамил-4-нитроанилида и глицилглицнлового 
буфера как точный и доступный для клинико-диагностических лабо-
раторий. 

Внедрение унифицированного метода в практику обеспечивается 
применением диагностических наборов реактивов фирмы «Лахема» 
(ЧССР). 

Определение активности у- г / ,У т а м и л тР а нспептидазы 
в сыворотке крови 

Принцип. Под действием у-ГТП расщепляется хромогеипый суб-
страт у-глутамил-4-нитроаннлид и у-глутамиловый остаток перено-
сится на акцепторный дипептид глицилглицин, который одновремен-
но служит буфером реакции. Реакция активируется хлористым 
натрием. Освобожденный 4-нитроанилии определяют фотометрически 
при 410 им после остановки ферментативной реакции уксусной кис-
лотой. Интенсивность окрашивания является мерой ферментативной 
активности. 

Реактивы. 1. Субстрат. 28 мг Ь-у-глутамнл-4-нитроаннлида и 
82 мг натрия хлористого в 1 таблетке (4 таблетки). 

Раствор субстрата готовят следующим образом. В пробирку на-
ливают 10 мл дистиллированной воды и добавляют 1 таблетку суб-
страта. Таблетку измельчают стеклянной палочкой, выдерживая про-
бирку в кипящей водяной бане в течение 60 с. Затем смесь охлаж-
дают до + 3 7 0C и доливают 2,5 мл буферного раствора. Приготов-
ленный реактив во время работы хранят в водяной бане при 
+ 37 0C. Неиспользованный раствор можно держать в холодильнике 
неделю. При комнатной температуре и иа холоде субстрат выпадает 
в осадок. Поэтому перед употреблением выкристаллизовавшийся 
субстрат растворяют нагреванием в кипящей водяной бане. Однако 
это можно повторять не более двух раз. 

2. Буферный раствор. 0,55 моль/л глицилглицина с рН 8,3— 
11 мл. 
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3. Основной калибровочный раствор 4-нитроанилнна (82,9 
м г/ЮО мл) — 10 мл. 

4. Раствор уксусной кислоты (не содержится в наборе). Полу-
м.нот его разбавлением 10 мл ледяной уксусной кислоты (ч. д. а., 
* ч.) дистиллированной водой до 100 мл. 

Ход определения. Для приготовления опытной пробы в пробир-
• вносят 0,5 мл раствора субстрата п помещают в водяную баню 
с температурой +37°С. Затем в смесь приливают 0,05 мл сыворотки 
t (тин, содержимое перемешивают и инкубируют точно 15 мин. При-
Л.тнляют 3 мл раствора уксусной кислоты и содержимое пробирки 
перемешивают. 

Контрольную пробу ставят так же, как опытную, но сыворотку 
доливают после инкубации смеси. Оптическую плотность измеряют 
иа ФЭКе с фиолетовым светофильтром (длина волны 410 нм) в 
кювете с шириной слоя 10 мм. Результаты сравнивают с аналогич-
ными данными контрольной пробы. Окраска стабильна в течение не-
скольких часов. 

Для получения данных к построению калибровочной кривой из 
основного калибровочного раствора готовят рабочие (табл. 23). 
В каждую из б пробирок наливают по 0.05 мл рабочих калибровоч-
ных растворов (1—6), прибавляют по 3,5 мл раствора уксусной 
кислоты, содержимое перемешивают и измеряют экстиикцию. Резуль-
таты сравнивают с аналогичными данными экстинкции уксусной 
кислоты. По значениям экстиикцнй строят калибровочный график. 

Табл. 23. Данные к построению калибровочного графика для оценки 
активности у-глутамилтранспептидазы 

№ 
пробирок 

Калибровочный 
раствор 4-нитро-

анилина (мл) 

Днстнллиро-
BfHiiIая вода 

(мл) 

AKTHBHOCTt 

мкмоль/ (мннл) . 
(Е/л) 

7-ГТП 

ММОЛЬ/(Ч'Л) 

1 0,25 3,75 25 1,5 
2 0,50 3,50 50 3,0 
3 1,00 3,00 100 6,0 
4 1,00 1,00 200 12,0 
5 1,50 0,50 300 18,0 
6 2,00 — 400 24,0 

Рассчитывают активность у-ГТП по калибровочной кривой, вы-
ражают ее в мкмоль 4-питроанилина, освобожденного 1 л сыворот-
ки в течение I мин при + 3 7 0C (Е/л), или в ммоль/(ч-л) . 

Вместо рекомендованных инструкцией к диагностическим набо-
рам реактивов значений активности фермента, данных в Е/л (25; 
50; 100; 200; 300; 100), следует использовать соответствующие им 
показатели в ммоль/ (ч-л) (1,5; 3,0; 6,0; 12,0; 18,0; 24,0). 

Норма для мужчин—0,9—6,36 ммоль/ (ч-л) , или 15—106 Е/л, 
для женщин —0,6—3,96 ммоль/(ч-л), или 10—66 Е/л. 
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П р н м е ч а и и я: 1. Если полученная величина активности превышает 
18 ммоль/(ч-л), то сыворотку следует развести физиологическим раствором 
и результаты измерений умножить на коэффициент разведения. 

2. Фермент стабилен неделю, если хранить исследуемый материал при 
температуре +4 °С, и 2—3 дня, если содержать его при комнатной тем-
пературе. 

Клинико-диагностическое значение определения 
активности у-глутамилтранспептидазы 
в сыворотке крови 

Несмотря па большое содержание у-ГТП в почках, определение 
активности фермента в сыворотке крови проводят преимущественно 
для диагностики заболевании печени и желчных путей. При эпиде-
мическом гепатите повышение активности у-ГТП отмечается при-
мерно в 90 % случаев наряду с аналогичным возрастанием актив-
ности щелочной фосфатазы (ЩФ) и лейцинамииопептидазы (ЛАП). 
Активность у-ГТП превосходит нормальные показатели у больных 
обычно в б раз, в то время как повышение аспартатаминотрансфе-
разы — в 27, а аланниаминотрансферазы — иногда в 113 раз. Чем 
тяжелее форма болезни Боткина и чем выше активность трансами-
казы, тем ниже активность -у-ГТП. И наоборот, возрастание актив-
ности у-ГТП (так же как ЩФ и ЛАП) начинается с момента паде-
ния активности трансамииаз. После выздоровления людей от эпиде-
мического гепатита активность у-ГТП у них в сыворотке крови 
находится в пределах нормы. 

При хроническом гепатите активность у-ГТП увеличена в 75 % 
случаев, чаще, чем показатели какого-либо другого лабораторного 
теста (ЛАП, флокуляционные пробы, электрофорез протеинов сыво-
ротки крови). 

При хроническом холангиогепатите активность энзима обычно 
превышает верхнюю границу нормы у всех больных. 

У больных циррозом печени процент анормальных величин ак-
тивности у-ГТП достигает 86. Решающее значение в этом имеет сте-
пень декомпенсации функции печени. При компенсированных цирро-
зах активность рассматриваемого показателя почти всегда повыше-
на, в то время как с наступлением декомпенсации активность его 
снижается (наоборот ведут себя трансаминазы и билирубин). Пони-
жение активности фермента служит наиболее надежным прогности-
ческим признаком декомпенсации. 

У всех больных с механической желтухой была найдена увели-
ченная активность у-ГТП. Возрастание активности энзима в этих 
случаях достигает наивысшей степени (в 5—138 раз больше верхней 
границы нормы). После ликвидации обтурации уровень у-ГТП вхо-
дит в норму быстрее, чем показатели остальных ферментов. 

Повышение активности у-ГТП у больных холециститом и холе-
литиазом с субиктером отмечается в 82 % случаев, у больных с нор-
мобилирубинемией — примерно в 50 %. После удаления у них желч-
ного пузыря уровень у-ГТП незначительно увеличен (у 30 % 
больных), это характерно для больных с рецидивирующей желчно-
каменной болезнью. 

Из изложенного следует, что у-ГТП — высокочувствительный 
печеночный тест. С помощью этого показателя, трансаминаз и холин-
эстеразы можно диагностировать около 95 % всех заболеваний пе-
чени. 
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Таким образом, повышение активности у-ГТП наблюдается при 
заболеваниях желчных путей с явлениями обтурацин, при гепатитах, 
опухолях и метастазах в печень, причем активность у-ГТП в сыво-
ротке крови увеличивается параллельно таковой щелочной фосфа-
тазы, но активность у-ГТП возрастает раньше, сохраняет повышен-
ные цифры более длительное время; относительное увеличение ак-
тивности фермента в несколько раз выше, чем щелочной фосфатазы. 

В дифференциальной диагностике желтух исследования у-ГТП 
оказывают большую помощь, чем щелочной фосфатазы. Этому осо-
бенно способствует индекс АЛт / у -ГГП, позволяющий в отличие от 
индекса АЛТДЦФ почти полностью различить обтурациопную и 
вирусную желтухи. 

У больных с острыми панкреатитами активность у-ГТП увели-
чена в 100 % случаев. Причем превышение, как правило, в 25 раз 
превосходит норму. 

У больных злокачественными опухолями без метастазов в пе-
чень лишь в редких случаях было найдено относительно малое воз-
растание активности у-ГТП, в основном связанное с имеющимися 
заболеваниями печени или желчных путей (иеопухольного проис-
хождения). У больных с метастазами в печень без желтухи и с жел-
тухой было установлено весьма значительное повышение активности 
фермента в 100 % случаев. 

При инфаркте миокарда в течение первых трех дней после его 
развития активность у-ГТП нормальная (кроме случаев, осложнен-
ных другими заболеваниями). Начиная с четвертого дня активность 
фермента слегка повышается (83 %) и достигает максимума через 
2—3 недели, потом в большинстве случаев постепенно входит в нор-
му. Возрастание активности фермента находится в соответствии с 
течением репаративиых процессов в печени и миокарде. 

При остальных заболеваниях сердечно-сосудистой системы ак-
тивность у-ГТП увеличивается в соответствии со степенью декомпен-
сации сердечной деятельности. 

Наркотики, седативные средства, этанол индуцируют активность 
у-ГТП в печени. Поэтому у-ГТП является чувствительным тестом 
для диагностики алкогольно-токсических заболеваний печени. 

Исследование изоферментов у-ГТП не имеет большого диагности-
ческого значения. 

У больных с хроническим гломерулонефритом, пиелонефритом, 
амилоидозом почек в период обострения процесса при достаточной 
функции почек наблюдается повышение активности у-ГТП в сыво-
ротке кровн. Поэтому определение активности у-ГТП целесообразно 
включать в ферментный диагностический спектр при основных фор-
мах нефропатии. 

Резюмируя все изложенное, можно отметить, что во всех тех 
случаях, когда имеет место повышение активности у-ГТП, всегда 
есть повреждение какого-либо органа. Ход изменений активности 
фермента при болезни Боткина свидетельствует против предположе-
ния, что дистрофия и некроз ткани печени являются причиной повы-
шенной активности у-ГТП в сыворотке крови. Увеличение секреции 
фермента в кровь может быть результатом адаптивно увеличенного 
клеточного синтеза у-ГТП. Возрастание интенсивности транспепти-
дазных процессов, катализируемых у-ГТП, играет важную роль в 
процессе регенерации печени. Ввиду изменения градиента концент-
рации большее число ферментов переходит в кровь. Снижение ак-
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тнвности при декомпенсировапном циррозе печени связано с исто-
щенном структур, синтезирующих у-ГТП. 

Прн инфаркте миокарда повышение активности можно приписать 
как регенеративным процессам в миокарде, так и общему отклику 
организма, прежде всего печени, на развивающееся патологическое 
состояние. 

ИССЛЕДОВАНИЕ АКТИВНОСТИ АРГИНАЗЫ 
В СЫВОРОТКЕ КРОВИ 

Большинство методов исследования аргиназы (L-аргинин-урео-
гидролаза, КФ 3.5.3.1) основаны на определении количества образо-
вавшейся мочевины, служащего мерой активности фермента. Эти ме-
тоды сложны, требуют большего использования субстрата, дефицит-
ных реактивов и аппаратуры, в связи с чем весьма затруднено 
внедрение указанных методов в широкую практику. 

Для определения активности аргиназы в сыворотке крови 
М. Е. Семендяева и М. М. Гусева использовали метод, который ба-
зируется на принципе энзиматнческого расщепления аргиназой ис-
следуемого субстрата (аргинина). Приводим его описание. 

Метод определения активности аргиназы 
в сыворотке крови 

Принцип метода основан на количественном определении остат-
ка неразрушенного в ходе реакции аргинина. 

Реактивы. 1. Рабочий раствор солянокислого аргинина, содер-
жащий 250 мкг аргинина в 1 мл (готовят по мере надобности из 
основного раствора с концентрацией 500 мкг солянокислого аргини-
на в 1 м л — 5 0 мг/100 мл, хранящегося прн температуре + 5 0C не 
более двух недель). 

2. Пирофосфатный буфер 0,1 моль/л, рН 9,5. Можно пользовать-
ся и глициновым буфером, дающим более четкую цветную реакцию. 

3. Раствор трихлоруксусной кислоты—10 г/100 мл. 
4. Раствор 8-гидроксихинолина— 0,02 г/100 мл (получают из 

0,2 г/100 мл спиртового раствора 8-гидроксихииолина путем разве-
дения его в 10 раз дистиллированной водой). 

5. Водный раствор едкого натра — 10 г/100 мл. 
6. Щелочной раствор брома (1 г брома помещают в мерный ци-

линдр, содержащий 50—80 мл раствора едкой щелочи, и доводят 
этим же раствором щелочи до объема 100 мл, щелочь — 5 г/100 мл). 

7. Водный раствор мочевины — 40 г/100 мл. 
Все реактивы необходимо хранить в холодильнике. 
Ход определения. В пробирку наливают 0,6 мл рабочего раство-

ра солянокислого аргинина (150 мкг) и 0,3 мл буфера, после чего 
пробирку ставят в водяную баню при температуре +37 °С. Спустя 
5 mm в нее добавляют 0,1 мл негемо л и зи ров а иной сыворотки, со-
держимое быстро смешивают и инкубируют точно 10 мин. После 
инкубации осаждают белки сыворотки крови с помощью 4 мл раст-
вора трихлоруксусной кислоты. Центрифугируют смесь в течение 
10—15 мин (прн 1500—2000 об/мни). Надосадочную жидкость сли-
вают в чистую пробирку. 
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В пробирку, содержащую 5 мл опытного раствора, доливают 
I мл раствора 8-гидрокснхинолииа и 1 мл раствора едкого натра. 
Содержимое пробирки смешивают и ставят на холод (2 мин), после 
чего в нее добавляют 0,2 мл раствора брома и не позднее чем че-
рез 15 с — 1 мл раствора мочевины. Точно через 60 мни сюда же 
приливают 5 мл холодной дистиллированной воды. 

Колориметрируют смесь па ФЭКе с зеленым светофильтром в 
течение 5 мни. Одновременно проводят контрольный опыт с исполь-
зованием всех указанных реагентов, но с доливанием в контроль-
ную пробирку вместо раствора аргинина дистиллированной воды. 

Чтобы получить необходимые данные для построения калибро-
вочной кривой, готовить пробы следует с применением раствора со-
лянокислого аргинина из расчета 50 мкг аргинина в 1 мл — 0,25; 50; 
75; 100; 125 и 150 мкг. 

По калибровочной кривой рассчитывают количество разрушенно-
го субстрата и преобразуют эту величину в размерность 
мкмоль/(мин. мл). Одну единицу активности фермента соотносят с 
одним мкмоль расщепленного аргинина при температуре + 3 7 0C за 
1 мни под действием аргиназы, содержащейся в 1 мл сыворотки 
крови. 

В соответствии с принятой сейчас системой единиц, результаты 
определений активности аргиназы в сыворотке крови нужно преоб-
разовывать в ммоль/(ч • л) по формуле: 

ММОЛЬ/(ч-л) =Сед.-60, 
где Сед. — количество мкмоль/(мни-мл); 60 —фактор пересчета. 

Клинико-диагностическое значение определения 
активности аргиназы в сыворотке крови 

По данным М. Е. Семендяевой и М. М. Гусевой, активность ар-
гиназы в сыворотке крови здоровых людей колеблется в пределах от 
2,4 до 22,8 ед., составляя в среднем 12,7±0,5 ед., причем рассмат-
риваемый показатель у женщин оказался несколько выше, чем у 
мужчин. При сопоставлении величины активности аргиназы у боль-
ных различных возрастных групп установлены меньшие ее значения 
у лиц пожилого возраста. 

По данным М. М. Гусевой, М. Е. Семендяевой, при острой 
форме эпидемического гепатита отмечается заметное повышение ак-
тивности аргиназы сыворотки крови, достигающее 25,2—53,3 ед. 
Обращает на себя внимание четкое соответствие колебаний актив-
ности фермента тяжести процесса. 

Период реконвалесценцин характеризуется довольно быстрым 
снижением уровня активности аргиназы, не возвращающимся, одна-
ко, к норме при наличии у больного остаточных явлений перенесен-
ного заболевания. 

При холестатичсском варианте эпидемического гепатита сдвиги 
активности исследуемого показателя были менее выраженными, и в 
период реконвалесценцин, как правило, уровень активности аргина-
зы приходил к норме. 

Затяжное течение эпидемического гепатита отличалось от гепа-
тита обычного циклического течения волнообразными колебаниями 
величины активности аргиназы с длительными периодами повыше-
ния этого показателя. 
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У больных с остаточными явлениями перенесенного гепатита 
ферментативная активность оказывалась в пределах нормы или от-
мечалась отчетливая положительная ее динамика вплоть до полной 
нормализации. В то же время при обострениях процесса под влияни-
ем различных неблагоприятных факторов имели место повторные 
волны гиперферментемин. В случае формирования хронического про-
цесса диагностическая ценность определения аргиназы была относи-
тельной, так как в ряде наблюдений активность фермента остава-
лась в пределах нормы. У больных с хронической формой эпидеми-
ческого гепатита колебания ферментативной активности также но-
сили менее выраженный характер, чем у больных с острым гепати-
том, примерно в половине случаев не выходя за рамки нормальных 
величин. Как правило, изменения активности аргиназы отмечались у 
больных с обострением хронического гепатита. 

При механической желтухе активность аргиназы в сыворотке 
крови мало отличалась от таковой при хроническом гепатите. Вели-
чина исследуемых сдвигов определялась в основном степенью пато-
логических изменений в печени. И, наконец, в группе больных с за-
болеваниями, не связанными с патологией печени, активность арги-
назы оставалась в пределах нормы. 

ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ 
СЫВОРОТОЧНОЙ СОРБИТДЕГИДРОГЕНАЗЫ 

В 1955 г. Holzer с сотр. описали сорбитдегидрогеназу — СДГ 
(иди тол: НАД — оксидоредуктаза, идитолдегидрогеназа; КФ 
1.1.1.14), представляющую собой гликолитическнн, термолабильный 
печеночио-специфнческий, локализующийся в цитоплазме фермент. 
По данным Sudnof, HolIman с сотр. (1961), при хранении сыворотки 
крови в холодильнике активность фермента снижается через 6 ч на 
20 %, через 24 ч — на 30 % и после 24 ч хранения — более чем на 
5 0 % . Активность СДГ теряется даже при содержании сыворотки с 
температурой —20 °С. 

Фермент в высокой концентрации имеется в печени, в меньшей 
концентрации —- в простате, селезенке, почках. Большинство авторов 
указывает, что в сыворотку практически здоровых людей не входит 
СДГ или в ней наблюдаются лишь ее следы. 

Метод исследования активности 
сорбитдегидрогеназы в сыворотке крови 

Принцип. СДГ катализирует обратимое превращение фруктозы 
в алкогольный сорбит. Участвующий в реакции НАД-II2 окисляется, 
что регистрируется падением спектрофотометрической экстинкции. 

Реактивы 1. 0,1 моль/л буферного раствора триэтаноламингид-
рохлорида, рН 7,4. Для его приготовления 1,856 г трнэтаиоламин-
гндрохлорида растворяют в 100 мл дистиллированной воды (наве-
ску доводят до 100 мл водой). К 94,5 мл полученного раствора до-
бавляют 5,5 мл 0,1 и раствора NaOH, значение рН должно быть 7,4 
(достигают этого с помощью 0,1 и NaOII). Буфер хранят в холо-
дильнике. 
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2. Дигидроникотинамидадениндинуклеотид (НАД-H2 ) . 5,85 мг 
НАД-Hj растворяют в 1 мл буферного раствора триэтаноламипгид-
рохлорида. Рекомендуется пользоваться только свежеприготовлен -
пым раствором. 

3. Раствор фруктозы— 10 г/100 мл. 
Ход определения. Кровь, взятую у обследуемого из вены нато-

щак в количестве не менее 10 мл, оставляют в пробирке при ком-
натной температуре в течение 2—3 ч до получения сыворотки. Пос-
ле этого сыворотку отделяют центрифугированием. Анализ проводят 
как можно быстрее после взятия крови, так как при длительном ее 
стоянии наступает быстрая потеря сывороточной активности. Затем 
к 1,5 мл буферного раствора добавляют 1 мл сыворотки и 0,1 мл 
раствора НАД-H2 , смесь тщательно перемешивают стеклянной па-
лочкой и инкубируют в течение 60 мин в водяной бане при +24 0C 
(поскольку комнатная температура непостоянна). За это время про-
дукты обмена веществ полностью реагируют с собственными сыво-
роточными энзимами. При возрастании температуры от +24 0C до 
+ 36 0C отмечается повышение сывороточной активности СДГ в 2— 
3 раза. 

В качестве контрольной пробы используют 2,9 мл буфера и 
0,1 мл раствора НАД-H2 , также подвергшиеся инкубации в водя-
ной бане на протяжении 60 мин. 

После инкубации смесь переносят в кюветы, в опытную пробу 
добавляют 0,4 мл раствора фруктозы, размешивают содержимое 
стеклянной палочкой и замеряют изменение экстинкции иа спектро-
фотометре в течение 10 мин с интервалом 1 мин при длине волны 
366 нм. 

Расчет производят по формуле: A E ^ c h m - 1000 = а ед. активност 
ДГ в испытуемом количестве смеси. 

Единицей активности обладает то содержащееся в 1 мл сыворот-
ки количество фермента, которое при конечном объеме реакционной 
смеси 3 мл, толщине слоя 10 мм и температуре + 2 4 0C вызывает 
изменение экстинкции на 0,001 ед. в 1 мин при длине волны 366 нм. 

Клинико-диагностическое значение исследования 
активности СДГ в сыворотке крови 

Активность фермента в сыворотке крови практически здоровых 
людей ничтожна (менее 1 ед/мл). 

Сывороточная активность у больных с болезнью Боткина, опре-
деленная в первые три недели заболевания, превышает норму в 
10—30 и более раз, выявляя большие, по-видимому, некротические 
изменения гепатоцитов. 

Гиперферментемия СДГ свидетельствует о повышенной прони-
цаемости гепатоцитов, некрозе, нарушении обменных процессов в 
печени. Этот показатель, возможно, позволит глубже понять сущ-
ность патологических изменений в исследуемом паренхимном ор-
гане. 

Для решения вопроса, отражает ли сывороточная активность 
СДГ патологию печени при ее вторичных повреждениях, И. В. При-
валова произвела определение данного ферментного теста у боль-
ных с пороками сердца, осложненными хронической сердечной иедо-
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статочпостыо, и инфарктом миокарда. По степени сердечной недоста-
точности пациентов распределили согласно классификации 
Г. Ф. Ланга. 

У больных с первой стадией сердечной недостаточности (14 че-
ловек) сывороточная активность СДГ варьировала от 0 до 1 ед., 
причем сывороточная активность, равная 1 ед., выявлена лишь у 
двух больных. В среднем она составляла 0,14±0,1 ед. 

Среди больных со второй стадией сердечной недостаточности 
(20 человек) сывороточная активность СДГ колебалась от 0 до 
8 ед., в среднем она была равна 0,89±0,28 ед. 

В группе больных с третьей стадией сердечной недостаточности 
(20 человек) сывороточная активность СДГ варьировала в преде-
лах от 0 до 4 ед. прн средних величинах 0,82±0,28 ед. 

У девяти пациентов с инфарктом миокарда (из 25 обследован-
ных) отмечалось повышение сывороточной активности СДГ от 1 до 
8,5 ед., составляя в среднем 1,6±0,52 ед. Увеличенная сывороточная 
активность наблюдалась у тех больных, у которых инфаркт миокар-
да был осложнен коллапсом. Четкой зависимости повышения сыво-
роточной активности СДГ от размеров очага инфаркта в миокарде 
выявить не удалось. 

Таким образом, можно сделать вывод,, что СДГ в качестве орга-
носпецнфичного печеночного фермента отражает патологию печени 
как прн первичном ее повреждении, так и при вторичном, обнару-
живая нарушенные в ней обменные процессы. 

У больных с острой сердечной недостаточностью сывороточная 
активность увеличена чаще и возрастает выше, чем у больных с 
хронической сердечной недостаточностью. 

Можно полагать, что данный ферментный тест синдрома цитоли-
за позволит выявить ранние изменения в печени и глубже понять 
сущность патологических сдвигов в гепатоцитах. 

ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ ЛЕЙЦИНАМИНОПЕПТИДАЗЫ 
В МОЧЕ И СЫВОРОТКЕ КРОВИ 

В последние годы в клиническую практику все шире внедря-
ются методы исследования активности ферментов при самых разных 
заболеваниях, в том числе и болезнях почек. Так, установлено зна-
чительное увеличение активности лейцинамииопептидазы — ЛАП (КФ 
3.4.1.1) мочи при остром гломерулонефрите и иефротическом синд-
роме. 

Данное наблюдение объясняется тем, что особенно богата этим 
ферментом ткань почек. Гистохимические исследования показали, 
что ЛАП содержится исключительно в цитоплазме клеток прокси-
мальных канальцев и отсутствует в других частях нефропа. Вопрос 
о том, каким образом фермент проникает в мочу, окончательно не 
решен. Одни авторы считают, что фермент попадает в мочу из кро-
ви, проходя через клубочковый фильтр. Согласно другой точке зре-
ния ЛАП секретируется в мочу клетками проксимальных канальцев. 
Можно предположить, что повреждение клеток, сецерннрующих этот 
фермент, приводит к увеличению проницаемости мембранного барье-
ра для молекул фермента, благодаря которой ЛАП проникает в 
окружающую среду. 
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Метод исследования активности 
лейцинаминопептидазы в моче и сыворотке крови 

Принцип. Метод основан на количественном определении р-наф-
тиламниа, освобол<даемого иа L - ле йцн л - P -нафти л а м и дги дрохлори да 
при ферментативном его гидролизе. 

Реактивы. 1. Субстрат. 1,37 ммоль/л раствора L-лейцил-р-иаф-
тиламидгидрохлорида. 40 мг субстрата растворяют в IUO мл 
0,2 моль/л фосфатного буфера, pll 7,0. 

2. 0,2 моль/л раствора фосфатного буфера, рН 7,0. 
3. Раствор трихлоруксусиой кислоты — 40 г/100 мл. 
4. Раствор нитрита натрия (NaNO2) —0,1 г/100 мл. 
5. Раствор сульфаминовокислого аммония (NH4SO3NII2) — 

0,5 г/100 мл. 
6. а-нафтнлэтилеидиаминдигидрохлорнд в 95° этаноле—0,5 мг 

па 1 мл. 
Ход определения активности ЛАП в моче. Активность фермента 

устанавливают в суточном количестве мочи, которую сохраняют при 
комнатной температуре с добавлением тимола в качестве консерван-
та. Для устранения эндогенных хромогенов, могущих мешать опре-
делению, проводят диализ мочи (последний осуществляют в тече-
ние четырех ч, погружая целлофановые мешочки с мочой в проточ-
ную воду из крана). 1 мл 10 % раствора диалнзовапиой мочи ин-
кубируют с 1 мл буферного раствора субстрата (рН смесн 7,0— 
7,2) в термостате при + 3 7 0C па протяжении 1 ч (предварительно 
пробирки со смесыо ставят в водяную баню при +39 0C и вместе 
с водяной баней помещают в термостат). 

Через 1 ч ферментативный гидролиз заканчивают добавлением 
п пробирки 1 мл раствора трихлоруксусиой кислоты. Контрольная 
пробирка содержит 1 мл раствора диализованпой мочи, 1 мл буфер-
ного раствора субстрата, 1 мл раствора трихлоруксусиой кислоты. 
1 мл исследуемой смеси переносят в другую пробирку и закапчива-
ют диазотнтрование Р-нафтиламнпа доливанием в нее 1 мл раствора 
нитрита натрия. Через 3 мин избыток нитрита натрия разлагают до-
бавлением 1 мл раствора сульфаминовокислого аммония. Реакция 
длится 2 мин. Затем в пробирку помещают 2 мл а-нафтилэтилен-
диамиидигидрохлорида (рН смеси 1,2). Эта реакция протекает 10 
мни при комнатной температуре. Постепенно раствор приобретает 
синюю окраску в результате образования азо-красителя. Оптическую 
плотность азо-красителя можно определять на фотоэлектроколорн-
метре с зеленым светофильтром. 

Показатели экстинкции с помощью калибровочной кривой пере-
водят в мкмоль Р-пафтиламина. 

Для получения данных к построению калибровочного графика 
готовят растворы стандартного реактива, содержащего 90; 45; 36; 
28,8; 18; 10,8; 7,2; 3,6 мкг Р-иафтиламииа в 1 мл воды. К 1 мл каж-
дого разведения добавляют 1 мл фосфатного буфера и 1 мл три-
хлоруксусиой кислоты. С 1 мл полученной смеси ставят цветную 
реакцию. На основании полученных после фотометрнрования проб 
данных строят калибровочную кривую, показывающую зависимость 
оптической плотности растворов от содержания в них стандартного 
вещества. В качестве примера приводим результаты одного из таких 
построений (табл. 24). 
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Табл. 24. Данные для построения калибровочного графика 
а случае разведения р-нафтиламина в воде 

Определение активности ЛАП в сыворотке крови. 1 мл 2 % 
раствора сыворотки проводят через описанные для мочи этапы мето-
дики. Для количественного исследования р-нафтиламииа берут 1 мл 
надосадочной жидкости, полученной после центрифугирования про-
бы в течение 10 мин при 3000 об/мин. Центрифугирование необхо-
димо для отделения белка, осажденного добавлением раствора три-
хлоруксусной кислоты. Активность ЛАП мочи и сыворотки 
С. О" Аидросева и В. А. Буробин выражали в единицах активности. 

Одна такая единица соответствовала 1 мкмоль (3-нафтиламииа, 
освобожденного за 1 ч инкубации при + 3 7 °С под влиянием фер-
мента 1 мл мочи или сыворотки. Окончательно активность фермента 
мочи выражают в условных единицах с учетом всей собранной за 
24 ч мочи. Активность ЛАП мочи для любого человека в течение 
суток относительно постоянна. 

Клинико-диагностическое значение исследования 
активности лейцинаминопептидазы 
в моче и сыворотке крови 

Отмечено, что увеличение активности ЛАП сыворотки крови 
наблюдается у больных с гипоксией, связанной с сердечной деком-
пенсацией. Содержащийся в клетках печени фермент при этом со-
стоянии выходит в кровь, что объясняется увеличением проницае-
мости мембран печеночных клеток. 

Активность фермента мочи у больных острым гломерулонефри-
том превышает норму в 6 раз, у больных с обострением хрониче-
ского нефрита — в 4 раза. При хроническом нефрите нефротического 
типа активность фермента так же велика, как и при остром гломе-
рулонефрите. У больных с хроническим нефритом и исходом в 
уремию активность ЛАП мочи не превышает нормы. У больных с 
амилондозом почек выявлено незначительное возрастание активности 
фермента мочи. У большинства больных с различными видами по-
чечной патологии активность фермента сыворотки была нормальной 
(С. О. Андросова, В. А. Буробин). 
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E (показания ФЭКа) 
Количество р-нафтнл-

амняа в 1 мл воды (мкг) 
Количество Р-нафтил-

амина в 1 мл воды 
(мкмоль) 

1 , 0 9 0 0 , 6 2 0 

0 , 5 6 0 4 5 0 , 3 1 0 

0 , 4 6 0 3 6 0 , 2 5 1 

0 , 3 7 0 2 8 , 8 0 , 2 0 1 

0 , 2 4 0 18 0 , 1 2 6 

0 , 1 5 0 1 0 , 8 0 , 0 7 5 

0 , 1 0 0 7 , 2 0 , 0 5 0 

0 , 0 5 0 3 , 6 0 , 0 2 5 



ИССЛЕДОВАНИЕ АКТИВНОСТИ ТРАНСАМИДИНАЗЫ 
В БИОЛОГИЧЕСКИХ ЖИДКОСТЯХ 

В клинической практике встречаются ситуации, когда для диаг-
ностики определенных заболеваний можно признать весьма целесооб-
разным установление активности траисамидиназы в крови и моче. 
:)то касается прежде всего дифференциальной диагностики между 
острым панкреатитом и паикреоиекрозом, подлежащим срочному 
оперативному лечению, а также диагностики внезапно развившегося 
некроза (инфаркта) коры почек. 

Все применяемые методы изучения активности траисамидиназы 
п сыворотке кровн можно условно подразделить на способы, осно-
ванные на реакции Сакагучи (используемой для исследования гу-
анндинуксусной кислоты), и способы, предусматривающие опреде-
ление в качестве продукта реакции орнитина (по взаимодействию с 
пиигидрниом). 

Первоначально предложенный А. А. Карелиным и С. Р. Марда-
шевым метод, базирующийся па исследовании активности траисами-
диназы в сыворотке крови п моче по образованию гуанидииуксусиой 
кислоты (за счет переноса амидиновой группы с L-аргинина на гли-
цин), оказался сложным, многоэтапным, хотя и воспроизводимым. 
Поэтому в дальнейшем упомянутые авторы разработали более про-
стой метод определения активности траисамидиназы в сыворотке 
крови и моче, основанный на применении в качестве субстрата фер-
мента L-канаванина и L-орнитина. Продукт реакции L-аргииин уста-
навливают по реакции Сакагучи в модификации Сакатэ и Люка 
(1958). 

В качестве унифицированного предлагается способ определения 
активности траисамидиназы по А. А. Карелину. Приводим его опи-
сание. 

Определение активности траисамидиназы 
в сыворотке крови и моче 

Принцип. Траисамиднназа (L-аргинии: глицин-амидннотрансфе-
раза; глицнн-амидинотрансфераза; КФ 2.6.2.1) катализирует перенос 
амидиновой группы с L-аргинина иа глицин с образованием про-
дуктов реакции L-орнитина и гуанидииуксусиой кислоты (глико-
циамина). Фермент также ускоряет реакцию переноса амидиновой 
группы с L-каиавапина на L-орннтнн с превращением их в L-аргинии 
и L-канавалин. 

Образующийся L-аргинии определяют на спектрофотометре или 
на фотоэлектроколорнметре по цветной реакции Сакагучи в модифи-
кации Сакатэ и Люка при длине волны 490—500 нм. 

Реактивы. 1. Фосфатный буфер — 0,14 моль/л, рН 7,5. 31,93 г 
КгИРО*. Sk2O растворяют в 1 л дистиллированной воды, 3,80 г 
КН2РО.| — в 200 мл дистиллированной воды. Смешивают 1000 мл 
раствора K2HPO4-SII2O со 150 мл раствора KH2PO4, доводят рН 
по потенциометру до 7,5. 

2. Буферный раствор каиавашша сульфата — 7,0 ммоль/л. 270 мг 
L-капаванина сернокислого растворяют в НО мл фосфатного бу-
фера. 
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3. Буферный раствор ориитина гидрохлорнда — 7,0 ммоль/л. 
159 мг L-орнитина солянокислого вносят в 140 мл фосфатного буфе-
ра, 185 мг ЭДТА растворяют в оставшемся объеме реактива 1 
(700—720 мл) и используют последний для забуферепия сыворотки 
крови или мочи. Во все указанные растворы добавляют такое коли-
чество хлороформа, чтобы всегда на дне сосудов обнаруживались 
капли консерванта. Реактивы хранят в холодильнике при + 4 — 7 °С. 

4. Раствор трихлоруксусной кислоты. 25 г ТХУ растворяют в 
50 мл дистиллированной воды. 

5. Раствор хромогена. 200 мг 8-оксихинолнна (ч. д. а) растира-
ют в ступке в небольшом объеме 3 и NaOH. Растворенную часть 
реактива сливают в колбу. К осадку в ступке вновь добавляют 
3 и натриевой щелочи, смесь сливают в колбу и доводят до 1000 мл. 
Для ускорения процедуры растворения колбу целесообразно подо-
гревать на водяной бане. Полученный прозрачный зеленоватый раст-
вор переливают в склянку из коричневого стекла. Храпят при ком-
натной температуре в течение нескольких недель. 

6. Раствор N-бромсукцинимида—0,1 г/100 мл. Содержат при 
комнатной температуре в иераствореппом виде. Готовят реактив пе-
ред употреблением, делая навески по расчету числа исследуемых 
проб, исходя из пропорции 1 мг на 1 мл дистиллированной воды. 

7. Калибровочный раствор L-аргиннна (HCl). 21,07 мг раство-
ряют в мерной колбе в 100 мл дистиллированной воды, 5 мл такого 
раствора доливают до 100 мл (рабочий реактив). 2 мл рабочего 
раствора соответствуют 0,1 мкмоль L-аргинина. Из этого реактива 
готовят серию разведений, содержащих в 2 мл 0,000625; 0,00125; 
0,0025; 0,005; 0,01 мкмоль L-аргииииа. Используя полученные дан-
ные, строят калибровоч!Шй график. 

Перед процедурой анализа необходимо подготовить следующие 
реагенты. 

1. Исследуемый материал. В чистую сухую пробирку вносят 
1 мл фосфатного буфера и I мл сыворотки крови или мочи. Содер-
жимое пробирки осторожно перемешивают. 

2. Смесь для проведения реакции. 0.35 мл раствора L-кайавани-
на сульфата (2,45 мкмоль), 0,35 мл раствора L-орнитина гидрохло-
рнда (2,45 мкмоль), 0,2 мл забуфереииой сыворотки кровн или мочн. 

3. Субстратный раствор представляет собой смесь буферного 
раствора каиаванина и буферного раствора ориитина. Сначала вно-
сят в колбу раствор каиаванина, подогревают его на водяной бане 
при +75 °С в течение 5 мин, а затем добавляют равный объем раст-
вора L-орнитипа, Содержимое колбы перемешивают. 

Ход определения. В центрифужные пробирки с опытными про-
бами отмеривают по 0.7 мл субстратного раствора (смесь 0,35 мл 
раствора каиаванина сульфата и 0,35 мл раствора ориитина гидро-
хлорнда). Содержимое пробирок преипкубируют в водяной бане 
прн + 3 7 p C 5 мин, затем в опытные и контрольную пробы вносят 
по 0,2 мл забуфереииой сыворотки крови или мочи (0,1 мл цельной 
сыворотки или 0,1 мл цельной мочи). После перемешивания пробы 
помещают в водяную баню при +37 0C и инкубируют в течение 
1 ч. По истечении указанного срока пробирки вынимают из бани 
и в контрольную пробу доливают 0,7 мл субстратного раствора. 
Реакцию прекращают добавлением 0,1 мл раствора ТХУ. Содержи-
мое пробирок перемешивают. Осадок белков отделяют центрифуги-
рованием па протяжении 10 мин при 3000 об/мни. 
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Ili падосадочной жидкости отбирают 0,5 мл, доводят этот объем 
ипдой до 2 мл. При проведении цветной реакции к 2 мл опытной 
и холостой проб вносят 2 мл раствора 8-оксихинолииа и 1 мл раст-
пора N-бромсукцинимида. После перемешивания пробирки вместе со 
IiiiaTiiBOM ставят в холодильник для более эффективного развития 
окраски. 

Через 20 мин измеряют оптическую плотность опытных проб на 
I нсктрофотометре типа СФ-4 (СФ-16, СФ-26) прн 500 им или на 
Ф Ж е (длина волны 490 нм), в кювете с толщиной слоя 20 мм 
(крышку кюветы кладут под ее дно). В качестве раствора для срав-
нения используют контрольную (холостую) пробу. 

Калибровочную кривую строят по известным принципам. Для 
получения необходимых данных к 2 мл каждого из пяти разведе-
Iiiiii рабочего калибровочного раствора добавляют (см. «Реактивы», 
в. 7) 2 мл раствора оксихинолина и J мл раствора N-бромсукцини-
мида с последующей их фотометрией. 

Величину прироста количества аргинина, образовавшегося в 
опытной пробе, получают по калибровочной кривой при сравнении 
соответствующих данных с показателями холостой пробы. 

Активность траисамиднназы в сыворотке крови и моче выража-
ют количеством мкмоль или ммоль L-аргийина, наработанного за 
I ч инкубации опытной пробы при +37 °С в расчете на 1 л сыво-
ротки крови или мочи. При этом нужно иметь в виду, что с 0,7 мл 
забуфереииой сыворотки фактически вносят 0,1 мл биологического 
материала, а фотометрируемые опытные пробы соответствуют фер-
ментативной активности 0,05 мл сыворотки крови (или мочи). Сле-
довательно, для выражения активности фермента в мкмоль/(ч-л) 
полученные по калибровочной кривой значения (мкмоль L-аргинипа) 
необходимо умножить на 20 000 (2-IO4). Для облегчения расчетов 
можно па оси абсцисс калибровочного графика отложить уже пере-
считанные на 1 л биологической жидкости значения величин мкмоль 
I.-аргинина. С этой целью проведенные при описании приготовления 
реактива 7 значения содержащихся в разведениях калибровочного 
раствора количеств I.-аргинина (от 0,000625 до О/Л мкмоль в 2 мл 
раствора) умножают на 2-IO4. 

Клинико-диагностическое значение определения 
активности трансамидиназы 
в сыворотке крови и моче 

Использование трапсамндиназиого теста в клинической диагно-
стике обусловлено тем, что, во-первых, траисамидипаза содержится 
у позвоночных почти исключительно в почках, поджелудочной желе-
зе, отсутствуя в других органах и тканях, и, во-вторых, тем, что 

.траисамидипаза локализуется большей частью в митохондриях по-
чечных и ацииозиых клеток поджелудочной железы. Поэтому появ-
ление фермента в сыворотке крови или моче свидетельствует о на-
личии тубулярпого некроза (например, при отравлении больного су-
лемой), панкреоиекроза или деструкции. 

Поскольку траисамидипаза—это оргаиоспецифический энзим, 
степень повышения его активности в крови и моче по сравнению с 
неспецифическими ферментами менее выражена. 

При заболеваниях почек траисамидипаза появляется в сыворот-
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ке кровн и моче. Однако ферментурия встречается гораздо чапи 
чем ферментемня. Как правило, обострение любого заболевания im 
чек (острая почечная недостаточность, нефрит, пиелонефрит, нефро 
зы, нефротическнй синдром, туберкулез почек, почечнокаменная бо 
лезнь, коллагеноз с поражением почек) сопровождается подъемом 
энзиматической активности в моче. При терминальных нефритах 
(хроническая уремия) трансамндиназа не обнаруживается ни в си 
воротке крови, ни в моче. 

Общий вывод, который вытекает из результатов исследовании 
траисамидиназы мочи у больных с нефритами и сыворотки кровн v 
больных с панкреатитами, заключается в том, что этот тест улуч 
шает диагностику поражений почек и поджелудочной железы 
(С. Р. Мардашев, 1970). 

Подобный органосиецнфнческнй подход к диагностике у больных 
панкреатитом открывает путь для установления диагноза на основе 
определения в крови больных паикреатоспецифнческих белков — ан-
тигенов. 

Сывороточная трансамидниаза является специфической фермент-
ион пробой для диагностики деструктивных панкреатитов и острого 
панкреоиекроза. 

ИССЛЕДОВАНИЕ АКТИВНОСТИ 
КРЕАТИНФОСФОКИНАЗЫ (КРЕАТИНКИНАЗЫ) 

Креатинкнназа (АТФ: креатнн-фосфотрапсфераза КФК, KK; КФ 
2.7.3.2) представляет собой энзим, катализирующий реакцию: 

KK Креатин + АТФ АДФ - f Креатинфосфат. 

Этот фермент играет важную роль в энергетическом обмене 
мышечной и нервной тканей. Наиболее богаты им скелетная муску-
латура, миокард и мозг. KK — гетерогенный энзим, молекула кото-
рого состоит из двух субъедиинц — В и М. Поскольку молекула 
фермента имеет димерную структуру, при комбинации этих субъеди-
ииц образуется три изофермента: MM — мышечный, BB — мозговой 
и MB — гибридный, содержащийся в большом количестве в сердеч-
ной мышце. Эти изоэнзимы различают по некоторым физико-хими-
ческим и иммунологическим свойствам. Определенные органы и 
ткани имеют характерный для них набор изоферментов. Изменение 
их содержания в отдельных органах находит отражение в спект-
ральной картине изоэизимов KK сыворотки (плазмы) крови. 

Используемые в клинической лабораторной диагностике методы 
исследования общей активности креатнифосфокнназы сыворотки кро-
вн основываются либо на определении креатина, либо на учете об-
разования (по количеству накапливающегося неорганического фос-
фата) креатнпфосфата. 

Наиболее удобными, простыми в исполнении и вместе с тем до-
статочно чувствительными и специфичными являются методы иссле-
дования активности фермента, базирующиеся на проведении цветной 
реакции между креатином, днацетнлом и а-нафтолом. Однако коло-
риметрические методы, в которых применяется данная реакция, сей-
час не могут быть широко использованы в практике лабораторной 
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л и ч им. тики. В связи с этим большее распространение получили ме-
R I M i состоящие в определении креатиифосфата по количеству осво-
^oзнающегося в процессе его гидролиза неорганического фосфора. 

»<н способы исследования более сложны и отличаются многоэтап-
на. иле На результатах анализа сказывается качество обработки 
I !лье) лабораторной посуды. 

Учитывая, что в СССР в большом количестве поступают диагно-
окис наборы реактивов фирмы «Лахема» (ЧССР) (к ним при-

мчится инструкция с подробным описанием методики определения 
и,ей активности KK сыворотки крови), мы сочли возможным не 

MiMib в справочнике аналогичный метод, а лишь указать на необ-
оримость: 1) измерять оптическую плотность растворов в кюветах 
•I' ilva с толщиной рабочего слоя 3 мм (при пользовании спектрофо-
MiMi гром и при применении прямоугольной кварцевой кюветы объем 
рлствора опытных, стандартных и контрольных проб нужно увели-
iim. до полного заполнения кюветы); 2) не оценивать активность 

фермента в Е/л соответственно формуле: 

I и: A i — A 2 — разность значений экстинкций опытной и контрольной 
проб (Eon.); A3—A4 — разность значений экстинкций стандартной и 
соответствующей ей контрольной проб (Е с т . ) . 

Поскольку эталонный раствор содержит 1,2 ммоль Р/л, а время 
ппкубацин при +37 0C составляет 1 ч, мы рекомендуем пользовать-
ся следующей формулой расчета: 

Еоп./Ест. • 1,2=а ммоль Р / ( ч - л ) . 

К такому видоизменению формулы можно прийти также на ос-
новании следующих рассуждений: 1 Е/л есть 1 мкмоль РДмии • л), 
что соответствует 60 мкмоль Р / ( ч - л ) . В норме активность KK со-
ставляет до 20 Е/л, или (что то же) до 1200 мкмоль Р / ( ч - л ) . 
И связи с этим более целесообразно (как это и вытекает из требо-
ваний примятой системы единиц) выражать результаты в ммоль 
Р / (ч -л )—данные в мкмоль (например, 1200 мкмоль Р/ (ч • л) сле-
дует разделить на 1000 — 1,2 ммоль Р / ( ч - л ) . 

Более правильно было бы, используя коэффициент пересчета 
(находится отношением молекулярных масс), выражать активность 
фермента в ммоль креатиифосфата, а не фосфат-ионов. 

3) замораживать небольшие порции (по 0,5 мл) приготовлен-
ного согласно инструкции раствора активатора, что дает возмож-
ность продлить сроки использования набора. Т. А. Борец и 
А. Р. Спектором (1981) было показано, что применение предвари-
тельно размороженных растворов активатора в течение 10 дней не 
приводит к искажению результатов исследования. 

Известны также флюориметрические модификации описанных ко-
лориметрических методов. 

Основным недостатком теста исследования общей активности 
KK является то, что при многих состояниях, не связанных с диагно-
стируемым заболеванием (например, при повторных внутримышеч-
ных инъекциях), может наблюдаться значительное повышение уров-
ня креатипкиназы в сыворотке крови. 
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В связи с этим неизмеримо большее значение для диагностики 
инфаркта миокарда и ряда других заболеваний имеет определение 
отдельных изоэнзимов крсатнпфосфокнназьг. Большинство используе-
мых для этого методов основывается иа применении зонального 
электрофореза (на агаре, в полиакриламидном геле и па других но-
сителях). Если говорить о диагностике инфаркта миокарда, то наи-
более удобными, точными и специфичными являются методы радио-
иммунного анализа, разработанные Roberts, Sobcl, Parfier (1976). 

Однако способы исследования, основывающиеся на этом прин-
ципе, в пашен стране еще не получили широкого распространения. 

Более доступны эдектрофоретические методы анализа. 

Определение изоферментов креатинкиназы 
в сыворотке крови методом диск-электрофореза 

Принцип. Изофермснты KK обнаруживают при помощи сопря-
женных ферментативных реакций и восстановления иитросинего 
тетразолня в синий формазан под влиянием НАД - Нг. 

Реактивы. 1. Сахароза. 2. Хлористый калий. 3. Трис(оксиметил)-
аминометан. 4. Креатин. 5. АТФ («Реанал»). 6. Фосфоенолпируват 
(серебро-бариевая соль — «Реанал»). 7. Сернокислый магний 
(MgSOi). 8. Н А Д - H 2 («Реанал»), 9. Лактатдегидрогеиаза (кристал-
лическая суспензия — «Реахпм»). 10. Пируваткииаза (кристалличе-
ская суспензия—«Реанал»). 11. м-Иптросиппй тстразолий («Реа-
нал»)- 12. Метнлфеназннметосульфат (ФРГ). 

П р и м е ч а н и е . Реактивы с 4 по 12 приготавливаются на трис-буф^ре 
(рН У,0) непосредственно перед выявлением изоферментов KK-

Для исследования изоферментов KK берут 0,02 мл сыворотки 
крови, разведенной раствором сахарозы (концентрация 40 г/100 мл) 
в соотношении 1 : 1 . 

Ход определения. Продолжительность электрофореза сыворотки 
крови составляет 2,5 ч. Электрофорез проводят в специальной хо-
лодной камере при температуре +4°. 

Полученные гелевые столбики помещают в свежую инкубацион-
ную смесь (по Б. Ф. Коровкииу): к 3 мл смеси (0,5 моль/л трис-бу-
фера, рН 9,0, содержащего 0,068 моль/л креатина, 0,0035 моль/л 
АТФ, 0,002 моль/л фосфоенолпирувата, 0,008 моль/л сернокислого 
магния, 0,002 моль/л НАД-II 2 ) добавляют 0,15 мл раствора лактат-
дегидрогеназы (1 мг/мл) и 0,04 мл раствора пнруваткиназы (1 мг/мл). 
Инкубация длится 18 ч при + 3 7 "С. Затем инкубационную смесь 
сливают, столбики заливают свежим красящим раствором, содержа-
щим 6 мг феназинметасульфата и 24 мг нитросинего тетразолня в 
21 мл 0,5 моль/л трис-буфера (рН 9,0). Пробирки со столбиками, 
залитыми красящим раствором, помещают в термостат без доступа 
света на 10 мин. За это время весь столбик окрашивается в сине-
зеленый цвет (тетразолий восстанавливается в синий формазан под 
влиянием НАД • H2. В местах локализации изоферментов креатинки-
назы НАД • H2 окисляется в НАД. Изоферменты KK выявляются в 
виде бледно-серых полос на темпом фоне. Фракции учитывают ме-
тодом денситометрии или другим способом. Этим способом в сыво-
ротке крови здоровых людей обнаруживают пять изоферментов 
KK, которые располагаются в области Ii2-, у-глобулинов. 

164 



Клинико-диагностическое значение исследования 
активности креатинкиназы и ее изоэнзимов 
в сыворотке крови 

Как уже было указано, изоферменты креатинкиназы находятся 
и скелетной мускулатуре, миокарде и центральной нервной системе. 
Поэтому определение общей активности креатинкиназы применяют 
для диагностики миопатий, инфаркта миокарда, заболеваний цент-
ральной нервной системы. Данный тест нашел наиболее широкое 
распространение для диагностики инфаркта миокарда. Поскольку у 
больных с острой коронарной недостаточностью скелетная мускула-
тура и ЦНС, как правило, не вовлекаются в патологический про-
цесс, то повышение активности КФК в этих случаях обычно свиде-
тельствует о поражении миокарда. Прн неосложненной стенокардии 
и острой очаговой дистрофии активность креатннфосфокиназы оста-
ется нормальной. При мелкоочаговом инфаркте миокарда чувстви-
тельность этого теста составляет 92 % всех выявлений. Возрастание 
активности фермента начинается уже через 2—3 ч от начала забо-
левания. Максимум ее, в 5—10 раз превышающий норму, наблюда-
ется через 13—30 ч. Нормализуется активность креатинкиназы на 
2—3-й сутки. Прн крупноочаговом инфаркте миокарда чувствитель-
ность теста соответствует 98 % всех выявлений. Активность фермен-
та, в 15—20 раз превышающая норму, приходит к исходной вели-
чине на 5—8-е сутки от начала заболевания. 

Следует отметить, что у больных с выраженным нарушением ко-
ронарного кровообращения, сопровождающимся длительным ангиноз-
ным приступом, пароксизмальной тахикардией и коллапсом, повы-
шенная активность КФК сохраняется до 10—12-го дня острого пе-
риода инфаркта миокарда. Длительное удерживание гиаерэнзимемвн 
(до 2—3 недель) наблюдается у больных с затяжным течением ин-
фаркта миокарда. Кстати, при инфарктах легкого активность КФК 
не выходит за пределы нормы (что имеет известное дифференциаль-
но-диагностическое значение). 

Определение общей активности креатиифосфокиназы в динамике 
развития у больных острого и подострого периодов течения инфарк-
та миокарда может также иметь прогностическое значение. Замече-
но, что у лиц с длительно сохраняющейся гиперферментемней в пос-
ледующем, в постинфарктном периоде, хроническая сердечно-сосу-
дистая недостаточность развивается быстрее по сравнению с боль-
ными, у которых наблюдается кратковременная гиперэизимемпя. 

Высокую активность КФК (в 6—10 раз превышающую норму) 
находят у больных с мышечной дистрофией. При прогрессирующей 
мышечной дистрофии (миопатии) увеличение активности рассматри-
ваемого показателя (обычно IO—50-кратное) обнаруживается уже в 
первые стадии болезни, еще до появления четких клинических при-
знаков патологического состояния. С развитием заболевания муску-
латура у больных замещается жировой и соединительной тканью, 
вследствие чего в конечной стадии активность КФК приходит к 
норме. 

Высокая активность К Ф К выявляется и при других мышечных 
заболеваниях, прежде всего многенного происхождения (полиомие-
лит, дерматомиознт и т. д.). Прн нейрогеиных мышечных дистрофи-
ях (миастения, иейральная мышечная атрофия и прочие) обнару-
живается лишь небольшой подъем активности К Ф К . 
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Следует отметить, что спортивные нагрузки и мышечные трав-
мы (как и некоторые лечебные процедуры, например внутримышеч-
ные инъекции) могут приводить к кратковременному увеличению 
активности фермента. 

Возрастает активность фермента у больных и при хирургиче-
ских операциях, после применения у них длительной анестезин. 

Наилучшим тестом для диагностики инфаркта миокарда явля-
ется исследование МВ-изофермента креатннфосфокиназы. Его макси-
мальная активность отмечается через 20 ч после первых клиниче-
ских симптомов инфаркта миокарда, снижение до нормального 
уровня обычно происходит спустя 40—50 ч от начала заболевания. 
Из-за высокой вариабельности этого теста в норме важно опреде-
ление популяционной принадлежности обследуемых. 

Если говорить о диагностической значимости диск-электрофоре-
тического метода фракционирования изоэизимов креатннфосфокина-
зы, то следует отметить, что у больных в острый период инфаркта 
миокарда резко возрастает уровень KKi и уменьшается содержание 
KKa в кровн. В первые дни поступления в стационар у некоторых 
больных со стенокардией обнаруживается небольшое увеличение со-
держания фракции KKt. При выписке больных из стационара спектр 
изоферментов KK нормализуется. 

Повышение активности KKi в сыворотке кровн у больных сте-
нокардией, возможно, свидетельствует о наличии невыявлеипого на 
электрокардиограмме и при определении общей активности KK не-
большого участка некроза в миокарде. 

Г л а в а Vll 

ИЗУЧЕНИЕ УГЛЕВОДНОГО ОБМЕНА 

Для диагностики целого ряда заболеваний (сахарный диабет, 
патологические состояния, связанные с недостаточностью функции 
печени и почек, некоторые эндокринные заболевания, новообразова-
ния мозга, поджелудочной железы и надпочечников, гиповитаминоз 
Bi, а также ряд наследственных аферментозов) важно иметь объек-
тивное представление о состоянии углеводного обмена у больных, 
одним из показателей которого является уровень глюкозы в крови. 
Ее концентрация в кровн взрослого человека составляет 3,32— 
5,55 ммоль/л. Наряду с глюкозой в крови содержатся также фрук-
тоза и связанные с белками полисахариды. Однако к исследованию 
концентрации других Сахаров и гликогена прибегают значительно 
реже. Известную диагностическую ценность представляет также 
определение молочной и пировииоградной кислот, активности ряда 
ферментов углеводного обмена и других показателей. 

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ГЛЮКОЗЫ В КРОВИ 

I. Редуктометрические методы, основанные на свойстве сахара 
восстанавливать в щелочной среде соли тяжелых металлов. К ним 
относятся: 

I. Титрометрический способ Хагедорна и Иенсена (1923), в ко-
тором используют свойство Сахаров восстанавливать при кипячении 
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и щелочной среде железосинеродистый калий (красную кровяную 
соль) в железистосннеродистый калий (желтую кровяную соль). По 
I iciwim этого восстановления титрометричеснн исследуют концент-
рацию сахара в крови. Однако ввиду того что в крови присутствует 
ряд соединений, не относящихся к углеводам, но обладающих вос-
становительными свойствами (мочевая кислота, глютатнон, креа-
типин), полученный результат включает всю сумму восстанавливаю-
щих соединений и получаемое редуктометрическими методами коли-
чество сахара в крови оказывается значительно выше истинного ко-
личества глюкозы. В этом заключается недостаток всех редуктомет-
рпческих способов. Однако они тем не менее сохраняют свое кли-
ническое значение, поскольку разность между кажущимся сахаром 
крови и истинной глюкозой (так называемая остаточная редукция) 
у одного и того же лица есть величина постоянная, не зависящая, в 
частности, от введения инсулина или приема глюкозы. 

2. Колориметрические методы, основанные на определении сте-
пени окраски соединений, образующихся в результате различных 
цветных реакций: а) метод Сомоджи (1933), в котором применяется 
способность глюкозы восстанавливать гидрат окиси меди в закись 
меди, превращающей, в свою очередь, арсеномолибдеиовую кислоту 
в молибденовую лазурь. Этот метод неспецифичен, трудоемок и в 
настоящее время редко используется в клинико-диагностических ла-
бораториях; 

б) метод Фолина — By (1919), состоящий в определении интен-
сивности окраски комплекса, образующегося в результате восстанов-
ления тартрата меди в окись меди. Последняя, взаимодействуя с 
молнбдотустенговой кислотой, дает цветную реакцию. Способ от-
носительно прост: недостатком его является то. что между имею-
щейся в крови глюкозой и получаемой окраской не существует стро-
гой пропорциональности; 

в) метод Крезелиуса—Зейферта (Крезелиус, Зейферт, 1928, 1942), 
базирующийся на восстановлении пикриновой кислоты в пикрамнно-
вую с последующим ее колориметрированием. Способ быстр в ис-
полнении, но не очень точен. Ошибка может превышать 10—20%. 
В связи с этим указанный метод имеет ориентировочное значение. 
Им можно пользоваться для исследования уровня сахара в крови 
при профилактических осмотрах; 

г) метод с антроиовым реактивом по Моррису (1948) и Роэ 
(1955). Антроновый способ заключается в колориметрировании цвет-
ного комплекса, образующегося в результате соединения антрона с 
углеводами. Точные результаты могут быть получены только при 
наличии чистейших реактивов и соблюдении постоянной температу-
ры реакции; 

д) ортотолуидиновый метод Гультмана в модификации Хива-
рипена— Никкила (1962), состоящий в установлении интенсивности 
окрашивания раствора, возникающего при взаимодействии ортото-
луидипа с глюкозой. Этот способ точен и дает возможность более 
специфичного определения содержания глюкозы, поэтому он пред-
лагается в качестве унифицированного. 

II. Энзиматическне (глюкозооксидазные) методы (Нельсон, 1940, 
и др.), основанные на каталитическом действии фермента глгоко-
зооксндазы. Из способов этой группы наиболее широкое примене-
ние получил глюкозооксидазный метод определения глюкозы в кро-
ви по И. С. Лукомской и В. К- Городецкому (1961). 
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Согласно приказу об унификации, в качестве обязательных для 
использования предлагается три способа исследования: глюкозоокси-
дазный, ортотолуидиновый и метод Хагедорна — Иенсена. 

Ортотолуидиновый и глюкозооксидазный методы определения 
глюкозы могут выполняться с применением диагностических наборов 
реактивов фирмы «Лахема» (ЧССР). 

В нашей стране также освоен выпуск наборов химических ре-
активов для исследования глюкозы в биологических жидкостях по 
цветной реакции с ортотолуидииом. 

Определение глюкозы в крови 
и моче по цветной реакции с ортотолуидииом 

Принцип. Глюкоза при нагревании с ортотолуидииом в раство-
ре уксусной кислоты дает зеленое окрашивание, интенсивность ко-
торого (прямо пропорциональная концентрации сахара в кровн) 
уста и а в л н в а ют кол ор и метр и чески. 

Реактивы. 1. Ортотолундин, очищенный путем перегонки (с этой 
целью используют электроплитку с асбестовой сеткой или песчаную 
баню). Реактив должен иметь слегка желтоватую окраску. Хранят 
в холодильнике в посуде из темного стекла без доступа воздуха. 

Предпочтительнее ортотолундин перегонять в условиях созда-
ваемого в аппарате разрежения вакуума, так как при температуре 
кипения +200,2 0C происходит его разложение. При атмосферном 
давлении 10,64 кПа (80 мм рт. ст.) температура кипения ортотолун-
дииа равна +121 "С, в связи с чем становится возможным получе-
ние бесцветного реактива. Перегонке подлежит ортотолундин желто-
го или коричневого цвета. 

2. Ледяная уксусная кислота — х. ч. 
3. Раствор трихлоруксусиой кислоты — 3 г/100 мл. 
4. Тиомочевииа. 
5. Ортотолуидиновый реактив. 0,15 г (1,5 г) тиомочевины раст-

воряют в 94 мл (940 мл) ледяной уксусной кислоты и смешивают 
с 6 мл (60 мл) бесцветного или слегка желтоватого ортотолуидниа. 
Реактив стоек. Хранят его на холоде. Можно пользоваться готовым 
ортотолуидииовым реактивом отечественного производства. 

6. Основной стандартный раствор глюкозы — 27,80 ммоль/л. 
В мерную колбу па 100 мл вносят 500 мг высушенной до постоян-
ного веса при "+IOO0C глюкозы и добавляют до метки бензойную 
кислоту (0,2 г/100 мл). 

Раствор бензойной кислоты готовят следующим образом: 0,2 г 
кристаллической бензойной кислоты растворяют в небольшом коли-
честве воды, нагревая смесь на водяной бане до полного раство-
рения. После охлаждения до комнатной температуры реактив пере-
носят в мерную колбу на 100 мл и доливают до метки дистилли-
рованной водой. Бензойная кислота увеличивает стабильность стан-
дартного раствора глюкозы. 

Можно также пользоваться водным раствором глюкозы, однако 
время храпения такого стандартного реактива значительно меньшее. 
Экстинкция стандартного раствора не должна давать резких коле-
баний, в противном случае необходимо приготовить новый раствор. 
Хранить его следует в холодильнике. 

Ход определения глюкозы в крови. В центрифужную (или серо-
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логическую) пробирку наливают 0,9 мл раствора трихлоруксусиой 
кислоты и выдувают иа стенку ее 0,1 мл крови, взятой микропипет-
KOii из пальца обследуемого. Смесь взбалтывают, центрифугируют. 
К 0,5 мл центрифугата добавляют 4,5 мл ортотолуидинового реак-
тина. Пробирку со смесью помещают в кипящую водяную баню на 
H мин (I), охлаждают ее под краном холодной водой (или в водя-
ной бане). Колориметрируют на ФЭКе с красным (длина волны 
IiOO-650 им) или желтым (длина волны 595 нм) светофильтром в 
кювете с шириной слоя 10 мм. В качестве раствора для сравнения 
и место контрольной пробы можно использовать дистиллированную 
иоду, поскольку значения их экстннкций практически одинаковы. 

При проведении контрольной пробы (в чем нет необходимости) 
к 4,5 мл ортотолуидинового реактива доливают 0,5 мл трихлоруксус-
иой кислоты. Далее пробу обрабатывают так же, как опытную. 

М. В. Халецкий и Ф. М. Колерно (1972), обобщив опыт 5-лет-
него использования этого метода в клинической практике (всего про-
ведено более 8000 исследований сахара в кровн), рекомендуют к 
0,5 мл иадосадочиой жидкости добавлять 2,0 мл ортотолуидинового 
реактива, а фотометрирование осуществлять на ФЭКе с желтым 
светофильтром в кювете с шириной слоя 5 мм. 

П р и м е ч а н и е . После кипячения содержимое пробирок иногда быва-
от мутноватым. В таких случаях пробы необходимо вновь отцентрифугиро-
»ать на протяжении 10 мни, а затем отобрать и проколориметрнровать над-
осадочную жидкость. 

Описанным способом может быть установлен сахар н в спинномозговой 
жидкости. 

Стандартные пробы ставят так Hfe, как опытные, но вместо сы-
воротки берут основной стандартный раствор глюкозы, разбавлен-
ный перед употреблением в 5 раз, с концентрацией 5,55 ммоль/л (в 
случае высокого содержания глюкозы в кровн используют стандарт-
ные растворы с концентрацией 16,65 ммоль/л или основной раствор с 
концентрацией 27,80 ммоль/л). 

Рассчитывают по формуле: 
С -E _ ст. 1^on. 

где C0п.—концентрация глюкозы в опытной пробе (ммоль/л); 
Сет. — концентрация глюкозы в стандартной пробе, близкая к фи-
зиологической (5,55 ммоль/л); E o n . — оптическая плотность опытной 
пробы; Ест. — оптическая плотность раствора стандарта. 

Этот вариант расчета дает наиболее точные результаты, по-
скольку он устраняет разнообразное влияние различных факторов, 
сказывающихся в процессе обработки опытных проб. 

Однако при четко отработанной технике выполнения исследова-
ния, строгом соблюдении постоянства условий иа всех этапах опре-
деления (в наибольшей степени это касается стандартизации усло-
вий прогревания проб в ходе анализа) расчет молено производить 
но калибровочным кривым или с применением коэффициента пере-
счета. 

Чтобы получить данные для построения калибровочной кривой, 
необходимо сделать следующее. Из основного стандартного раствора 
глюкозы с концентрацией 55,50 ммоль/л (1000 мг/100 мл) берут 8, 
10, 20, 30, 40 мл и доводят объемы раствором бензойной кислоты 
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(0,2 г/100 мл) до 100 мл. Полученные таким путем рабочие стан-
дартные растворы содержат соответственно 4,44; 5,55; 11,10; 16,65; 
22,20 ммоль/л глюкозы. 

Стандартные пробы обрабатывают так же, как опытные. Экстин-
кцию измеряют на ФЭКе с красным или желтым светофильтром в 
кювете с толщиной слоя 10 мм. В качестве раствора для сравнения 
используют дистиллированную воду (или контрольные реактивы). 
IIa основании полученных значений строят калибровочную кривую. 

Закон Веера действителен при концентрировании глюкозы в сы-
воротке крови в пределах от 2,78 до 22,20 ммоль/л. 

При содержании глюкозы в концентрации более 400 мг/100 мл 
(22,20 ммоль/л) исходное ее количество уменьшают в 2 раза и ис-
следование повторяют. 

С помощью построенной калибровочной кривой может быть вы-
веден фактор пересчета. Тогда для определения концентрации глю-
козы (ммоль/л) применяют следующую формулу: 

Глюкоза в ммоль/л=экстинкния• константу (фактор пересчета). 

Константу находят по значениям экстинкции различных концент-
раций глюкозы (5,55; 11,10; 16,65; 22,20 ммоль/л). 

Константу вычисляют по формуле: 

К=концеитрацня глюкозы / экстиикцию. 

Полученные для каждой экстинкции значения констант склады-
вают, после чего находят их среднее значение. 

При пользовании другой серией ортотолуиднпа необходимо 
каждый раз строить новую калибровочную кривую. 

Учитывая это обстоятельство, а также большую сложность 
соблюдения строгого постоянства условий, мы не рекомендуем уста-
навливать концентрацию глюкозы по калибровочной кривой. 

В норме содержание глюкозы составляет в цельной крови 3,32— 
5,55 ммоль/л, в плазме — 3,32—6,10 ммоль/л. 

В ряде случаев возникает необходимость определения глюкозы 
в эритроцитах. Известно, что большая проницаемость клеточных мем-
бран эритроцитов по отношению к глюкозе исключает возможность 
их отмывания от плазмы крови, так как при этом из них удаляется 
глюкоза. И. В. Сидореиков с соавт. (1974) предложили формулу, 
на основании которой возможен расчет концентрации глюкозы в 
эритроцитах: 

(100 % -Ck ) — (П-Сп ) 
C3- — э 

где CD., CK., CH. — содержание глюкозы в эритроцитах, цельной кро-
ви и плазме в отдельности, а П и Э — процентное содержание плаз-
мы н эритроцитов (гематокритиое число). 

Показано, что хранение крови при + 4 ° в течение первых двух 
часов после ее взятия практически мало отражается на содержании 
глюкозы в эритроцитах и плазме крови. 

Ход определения глюкозы в моче. После проведения качествен-
ной пробы па содержание глюкозы мочу разводят в 2—10 раз в за-
висимости от характера реакции. 

0,1 мл подготовленной таким способом мочи смешивают с 4,5 мл 
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u|> I отолуидинового реактива и далее пробы обрабатывают так же, 
м к опытные, при исследовании глюкозы в крови. 

Прн расчете надо учитывать соответствующее разведение мочи. 
В норме моча содержит следы глюкозы. Для перехода от про-

Iirnтвой концентрации к выражению содержания глюкозы в ммоль/л 
следует воспользоваться фактором пересчета 5,55. 

П р и м е ч а н и е . Наличие белка в моче не влияет на опоеделенне 
глюкозы. 

Исследование глюкозы в крови, спинномозговой жидкости и 
моче, проводимое ортотолундиновым методом с использованием на-
боров реактивов (рижский завод «Реагент» и фирма «Лахема», 
ЧССР), подробно изложено в прилагаемых инструкциях. Прн исполь-
юваиии наборов реактивов нужно делать пересчет результатов из 
мг/100 мл в ммоль/л, для чего применяют фактор пересчета 0,0555. 

Замечено, что при определении глюкозы ортотолундиновым ме-
тодом у больных сахарным диабетом получаются слишком низкие 
цифры содержания сахара в крови (по сравнению с аналогичным 
показателем но Хагедориу — Иенсену) — например 7,76 ммоль/л 
вместо 13,88 ммоль/л. Поэтому нередко говорят о том, что ортото-
луидиновый метод не выявляет высоких цифр сахара в крови. Это 
может быть связано с недостаточным содержанием самого реактива 
it пробе. Для того чтобы выйти из этого положения, мы рекоменду-
ем вводить в пробу меньшее количество исследуемой биологической 
жидкости. При пользовании, например, ультрамикрометодом объем 
центрифугата (0,25 мл) разводят вдвое физиологическим раствором 
и из полученного объема раствора (0,5 мл) отбирают половинное 
его количество (0,25 мл), которое и проводят через все этапы мето-
дики. Полученный результат умножают на 2. 

Не следует пользоваться сывороткой крови: при стоянии содер-
жание сахара в ней резко падает. 

П р и м е ч а н и е . При определении содержания глюкозы в биологиче-
ских жидкостях с помощью ортотолундинового реактива отечественного про-
изводства необходимо соблюдать некоторые меры предосторожности. В со-
став этого реактива входят ортотолуиднн и концентрированная уксусная кис-
лота. Ортотолуиднп (или ортоамннотолуол) представляет собой жидкость с 
низким давлением паров, поэтому отравление этим веществом происходит не 
за счет вдыхания его паров, а контактным путем, то есть через кожу, при-
чем ортотолуиднн не оказывает на кожу раздражающего действия. В лите-
ратуре описаны случаи острого и хронического отравления этим веществам 
людей, имевших дело с высокими концентрациями ортотолуидина (при его 
промышленном производстве). 

Концентрация ортотолуидина (6 мл/100 мл), используемая прн работе с 
набором реактивов, не представляет какой-либо опасности для здоровья че-
ловека. Раздражающее действие на органы дыхания и кожу оказывают ук-
сусная кислота и ее пары. Чтобы избежать нежелательного действия паров 
кислоты, работу с набором реактивов необходимо проводить под тягой, в 
резиновых перчатках, применять пробирки с пробками, ни в коем случае не 
втягивать реактив в пипетку ртом (следует пользоваться резиновой грушей). 

Определение глюкозы биологических 
жидкостей анилиновым методом 

Исследования Е. Г. Григоряна и И. 3. Кироша (1978) показали, 
что ортотолуиднн с успехом может быть заменен анилином. При 
этом метод, сохраняя специфичность ортотолундинового, оказыва-
ется еще более чувствительным. 

Принцип. Анилин, взаимодействуя (подобно ортотолуидину) о 
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глюкозой, образует комплекс, о содержании которого судят по ин-
тенсивности светопоглощепня пробы при 365 нм. 

Реактивы. 1. Осадитель белков: а) раствор трихлоруксусиой 
кислоты — 3 г/LOO мл или б) раствор хлорной кислоты — 4 г/100 мл. 

2. Раствор анилина в ледяной уксусной кислоте (6 г/100 мл), 
содержащий тиомочевину в концентрации 0,15 г тиомочевнны иа 
100 мл раствора анилина в ледяной уксусной кислоте. Анилин пред-
варительно перегоняют, лучше без доступа воздуха. 

3. Калибровочные растворы—2,78 ммоль/л (50 мг/100 мл), 
5,55 ммоль/л (100 мг/100 мл), 11,10 ммоль/л (200 мг/100 мл) глю-
козы. 

Ход определения. В центрифужные пробирки набирают 0,9 мл 
раствора осадителя, в который выдувают 0,1 мл крови или спинно-
мозговой жидкости. Раствор тщательно перемешивают и центрифу-
гируют при 1500 об/мин в течение 10—15 мин. Из надосадочиои 
жидкости отбирают 0,5 мл, переносят в пробирки, в которые добав-
ляют по 4,5 мл раствора анилина, все перемешивают и помещают 
пробирки в кипящую водяную баню точно на 10 мин. После этого 
пробирки извлекают, охлаждают и растворы колориметрируют на 
ФЭКе-56 в кюветах с толщиной рабочего слоя 10 мм (длина волны 
365 им) с использованием ртутной лампы СВД-120 А. 

Экстиикцию продуктов конденсации глюкозы с анилином можно 
замерять как в ультрафиолетовой (365 им), так и в видимой об-
ласти (460 им). 

При фотометрии стандартных растворов глюкозы в ультрафио-
летовых лучах на ФЭКе-56 их экстинкции в 4—5 раз выше, чем 
при колориметрии рассматриваемых растворов в видимых лучах. 

Нормы содержания глюкозы тс же, что и при исследовании это-
го компонента ортотолуидниовым методом. 

Определение глюкозы в крови, 
плазме (сыворотке) и спинномозговой жидкости 
глюкозооксидазным методом 

Принцип. Глюкоза в присутствии фермента глюкозоокендазы 
окисляется кислородом воздуха с образованием в ходе реакции пе-
рекиси водорода. Перекись водорода окисляет ортотолидни, превра-
щая его в окрашенное соединение, интенсивность окраски которого 
пропорциональна содержанию глюкозы. 

Реактивы. 1. Кристаллический препарат глюкозоокендазы (Р—D-
глюкоза: 02-оксндоредуктаза; КФ 1.1.3.4). Отечественную глюкозо-
оксидазу выпускают, как правило, с активностью 90—120 тыс. глю-
козооксидазиых единиц па 1 г препарата. Хранят в холодильнике в 
герметической упаковке. 

2. Кристаллический препарат пероксидазы (перекись водорода: 
оксидоредуктаза; КФ 1.11 Л.7). Пероксндаза фирмы «Реаиал* (ВНР) 
со степенью очистки 0,6 пригодна для определения глюкозы. Содер-
жат в холодильнике в герметической упаковке. 

3. Раствор хлористого натрия — 0,9 г/100 мл. 
4. 0,25 моль/л раствора уксуснокислого натрия. 17 г кристалли-

ческого уксуснокислого натрия (CH3COONa • ЗН20) растворяют в 
мерной колбе на 500 мл в небольшом количестве воды и доводят 
объем дистиллированной водой до метки. 

5. 0,25 моль/л раствора уксусной кислоты. В мерную колбу на 
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!»00 мл наливают небольшое количество воды, добавляют 7,75 мл 
!• iviiicn'i уксусной кислоты и доливают объем дистиллированной во-
пий до метки. 

6. 0,25 моль/л ацетатного буфера, рН 4,8. 0,25 моль/л раствора 
уксуснокислого натрия смешивают с 0,25 моль/л раствора уксусной 
ьIн'лоты в соотношении 6 : 4. Проверяют рН. Буферный раствор ста-
бплеи при хранении в холодильнике в течение месяца. 

7. Раствор сернокислого цинка. 50 г кристаллического серно-
кислого цинка (ZnSO4 • 7Н20) растворяют в 1 л дистиллированной 
виды. Раствор стабилен. Содержат при комнатной температуре. 

8. 0,3 и раствор едкого натра. 
Раствор сернокислого цинка и едкого натра берут для реакции 

и эквивалентных количествах, то есть они должны нейтрализовать 
друг друга. Для этого раствор сернокислого цинка титруют раство-
рим едкого натра до нейтральной реакции по фенолфталеину (слабо 
розовая окраска). Если на титрование пошло равное количество 
растворов, то реактив пригоден для использования. 

9. Ортотолидип (азоамин синий К; 3,3-диметилбензидин), ч.д.а. 
Имеющийся в продаже ортотолидип перекристаллизовывают из го-
рячего абсолютного этилового спирта добавлением дистиллирован-
ной воды с последующим быстрым отсасыванием выпавших кристал-
лов на воронке Бюхиера и высушиванием ортотолидииа в вакуум-
жснкаторе над хлористым кальцием. 

10. Абсолютный этиловый спирт, полученный в лаборатории или 
коммерческий. 

11. Раствор ортотолидииа в абсолютном этиловом спирте — 
I г/100 мл. 1 г ортотолидииа растворяют в небольшом количестве 
теплого этилового спирта. После охлаждения доводят объем смеси 
этиловым спиртом до 100 мл. Раствор стабилен на протяжении не-
скольких месяцев при хранении в холодильнике в плотно закрытой 
посуде из темного стекла. 

12. Эизимо-хромогеииый реактив. В мерную колбу на 500 мл 
помещают 300—400 мл 0,25 моль/л ацетатного буфера (рН 4,8), до-
бавляют 10 мг глюкозооксидазы (навеска взята из расчета актив-
ности глюкозооксидазы — 92 000 ед. иа 1 г препарата; при приме-
нении препарата с другой активностью фермента соответственно бу-
дет меняться величина навески), содержимое перемешивают до 
полного растворения, вносят 5 мг пероксидазы. Смесь опять переме-
шивают до полного растворения. Добавляют 5 мл 1 г/100 мл раст-
вора ортотолидииа и доводят объем до метки ацетатным буфером, 
затем реактив фильтруют. Он стабилен в течение 3—4 недель при 
хранении в холодильнике в плотно закрытой посуде из темного 
стекла. 

Только что полученный реактив бесцветен или окрашен в слабо-
зеленый цвет. Годен к употреблению через 2 ч после приготовления. 
Если реактив интенсивного зеленого цвета, то это свидетельствует о 
загрязнения ортотолидииа. В таком случае ортотолидип необходимо 
перекристаллизовать. 

13. Раствор бензойной кислоты — 0,2 г/100 мл. Готовят нагрева-
нием. 

14. Стандартный раствор D-глюкозы в 0,2 г/100 мл растворе 
бензойной кислоты. Высушенную до постоянного веса при + 3 7 0 C 
D-глкжозу хранят в эксикаторе. 500 мг глюкозы растворяют в мер-
ной колбе па 100 мл в 0,2 г/100 мл растворе бензойной кислоты. 
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Оставляют стоять на свету в течение 12—16 ч. 1 мл стандартного 1 

раствора содержит 5 мг глюкозы. 
Ход определения. Для приготовления опытной пробы в центри-

фужную пробирку помещают 1,1 мл раствора хлористого натрия, 
добавляют 0,1 мл крови (плазмы, сыворотки или спинномозговой 
жидкости), несколько раз промывают пипетку, приливают 0,4 мл 
раствора сернокислого цинка и 0,4 мл раствора едкого натра. Содер-
жимое пробирки тщательно перемешивают и через 10 мин центрифу-
гируют при 2500 об/мин на протяжении 10 мин. Тотчас же сливают 
надосадочную жидкость. 

К 1 мл надосадочиой жидкости помещают 3 мл энзимо-хромоген-
ного реактива, доведенного предварительно до комнатной температу-
ры. Осторожно все перемешивают и на 20—23-й мин измеряют эк-
стиикцию раствора на фотоэлектроколориметре с красным свето-
фильтром в кювете с толщиной слоя 10 мм (длина волны 625 им). Ре-
зультаты сравнивают с аналогичными данными контрольной пробы. 

Контрольную пробу готовят следующим образом. К 1 мл дистил-
лированной воды добавляют 3 мл энзимо-хромогениого реактива. 

Количество проб в серии не должно превышать 10—15. Причем 
отрезок времени с момента доливания энзимо-хромогеиного реактива 
до измерения экстинкции раствора должен быть во всех пробах оди-
наковым. 

Расчет производят по формуле: 

Сон. = EoIl. / Ест. • Сот., 
где Соп. — концентрация глюкозы в крови (мг/100 мл); Сет. — кон-
центрация глюкозы в стандартном растворе (мг/100 мл, например, 
100 мг/100 мл); Eou.—экстинкция опытной пробы; Ест.—экстинк-
ция стандартной пробы. 

Поскольку результаты определений зависят в значительной сте-
пени от условий выполнения исследования, то стандартную пробу 
ставят параллельно опытной и обрабатывают ее так же, как и опыт-
ную. На 1 серию проводят 1 стандартную пробу. Линейная зависи-
мость между оптической плотностью и концентрацией глюкозы сохра-
няется от 0 до 400 мг/100 мл. 

Нормальные величины концентрации глюкозы в к р о в и — 5 6 — 
94 мг/100 мл (3,11—5,22 ммоль/л), в плазме и сыворотке — 55— 
100 мг/100 мл (3,05—5,55 ммоль/л), в спинномозговой жидкости — 
50—70 мг/100 мл (2,78—3,89 ммоль/л). 

П р и м е ч а н и я : 1. Цельную кровь необходимо исследовать немедленно 
после взятия. 

2. В каждую последующую пробу серии эизимо-хромогсииый реактив 
добавляют с интервалом в I мин. 

3. Для получения более точных результатов время максимального окра-
шивания (20—23 мни) устанавливают в каждой серии тестов но нарастанию 
экстинкция первой опытной пробы. 

•1. За 3 дня до определения нужно исключить прием обследуемым аскор-
биновой кислоты, антибиотиков тетрацнклинового ряда. 

Клинико-диагностическое значение определения 
глюкозы и фруктозы в крови 

В цельной крови здорового взрослого человека концентрация са-
хара составляет 4,44—6,66 ммоль/л (по Хагедорну — Пенеену). Ос-
новным его компонентом является глюкоза, содержащаяся в кровн 
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П концентрации 2,78—5,27 ммоль/л. Наряду с этим в крови в незна-
iIii KViiaiiOM количестве имеются и другие сахара — фруктоза, галакто-
I1I1 ИеИТОЗЫ. 

Ila содержание сахара в крови оказывают влияние самые разно-
обра шые физиологические и патологические процессы. Увеличение 
концентрация глюкозы в крови — гипергликемия — наблюдается обыч-
но при следующих состояниях: 

1) сахарном диабете, остром панкреатите, панкреатических цир-
po.iax (эти заболевания дают гипергликемию, связанную с иедостат-
hoM в организме инсулина); 

2) токсическом, травматическом, механическом раздражении 
центральной нервной системы. Травма, опухоль мозга, а также эпи-
'ieпеня, менингит, отравление окисью углерода, синильной кислотой, 
чфиром, ртутью сопровождаются так называемой центральной (нерв-
ной) гнпергликемией; 

3) повышении гормональной деятельности щитовидной железы, 
коры и мозгового слоя надпочечников, гипофиза; 

4) после обильного приема с пищей углеводов — алиментарная 
I нпергликемия; 

5) сильном эмоциональном и психическом возбул<денпи; 
Уменьшение уровня глюкозы в крови — гипогликемия — встреча-

ется при: 
1) передозировке инсулина (во время лечения сахарного диа-

бета ); 
2) заболевании почек, когда нарушается процесс реабсорбции в 

канальцах; 
3) плохом, всасывании углеводов вследствие заболевания тон-

кого кишечника; 
4) иногда при сердечной недостаточности; 
5) сниженной гормональной деятельности перечисленных выше 

желез внутренней секреции; 
6) спленомегални (у детей); 
7) отравлении фосфором, бензолом, хлороформом; 
8) после большой потери крови; 
9) гиперфункции островков Лангергаиса поджелудочной желе-

(Ы (аденома, гиперплазия, гипертрофия); 
JO) несбалансированной диете (при неправильном соотношении 

пищевых веществ), от недоедания и голода — алиментарная гипо-
гликемия. 

Среди заболеваний, связанных с нарушением обмена углево-
дов, следует отметить наследственную непереносимость фруктозы и 
эссенциальную фруктоземию. 

Наследственная непереносимость фруктозы — довольно частое и 
весьма тяжелое заболевание, которое обнаруживается при переводе 
детей на смешанное вскармливание и проявляется судорогами, рво-
той, потерей сознания, тяжелыми поражениями печени и почек, 
большей частью со смертельным исходом. 

Непереносимость фруктозы связана с отсутствием в печени, 
почках и слизистой кишечника фруктозо- 1-фосфатальдолазы и зна-
чительным снижением активности фруктозо-1,6-дифосфатальдо-
лазы. 

Эссенциальная фруктоземия — доброкачественная врожденная 
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аномалия обмена фруктозы, вызванная недостаточной активностью 
фруктокиназы. 

Содержание фруктозы в крови увеличивается при заболеваниях 
печени, ее наследственной недостаточности. 

Алиментарная фруктоземия часто наступает (обычно у детей) 
после обильного приема фруктозы с пищей. 

ИЗУЧЕНИЕ УГЛЕВОДНОГО ОБМЕНА 
МЕТОДОМ НАГРУЗОК (ТЕСТЫ 
ТОЛЕРАНТНОСТИ К ГЛЮКОЗЕ — ТТГ) 

Исследование углеводного обмена в клинике обычно начинается 
с анализа мочи на присутствие сахара и кетоновых тел, поскольку 
появление последних тесно связано с нарушениями углеводного 
обмена, кроме того, производится определение содержания сахара 
в крови. 

Установлено, что у одного и того же человека в разные дин ко-
лебание сахара в крови натощак находится в пределах 0,55— 
0,83 ммоль/л. Более резкие отклонения наблюдаются при чрезмерно 
лабильном состоянии вегетативной нервной системы и должны рас-
сматриваться как нарушения ее тонуса. 

Изменения состояния вегетативной нервной системы могут от-
мечаться и у здоровых людей, особенно у юиошей и детей, что сви-
детельствует о неустойчивости и повышенной возбудимости их нерв-
ной системы. Данное обстоятельство необходимо учитывать при 
подборе контрольной группы для сравнения нормального и патоло-
гического состояния углеводного обмена прн том или другом забо-
левании. 

Если в результате исследований обнаружено повышение кон-
центрации сахара в крови и наличие сахара и кетоновых тел в мо-
че, то этого оказывается достаточно для подтверждения диагноза 
диабета. Заболевания других внутренних органов не дают всей три-
ады — гипергликемии, глюкозурии и наличия кетоновых тел, так как 
присутствие последних свидетельствует о грубых нарушениях не 
только углеводного, но и жирового обмена, что имеет место прн за-
болеваниях поджелудочной железы. 

В случаях, если результаты анализов мочи и кровн оказываются 
нормальными, то более углубленное исследование углеводного обме-
на производят при помощи сахарной нагрузки. 

Ход выполнения тестов толерантности 
к глюкозе 

Проба с сахарной нагрузкой (однократная) заключается в сле-
дующем. Утром натощак у больного берут кровь из пальца для оп-
ределения содержания сахара, после чего ему дают выпить заранее 
приготовленный раствор 100 или 50 г глюкозы (как правило, огра-
ничиваются 50 г) в 200 мл теплой кипяченой воды или жидкого чая 
(из расчета 1 г глюкозы на 1 кг массы тела). Глюкоза может быть 
заменена сахаром. В этом случае расчет строят из соотношения 3 
или 1,5 г сахара на I кг массы. 

Время, в течение которого обследуемый пьет раствор, не долж-
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по превышать 5 мин, после чего через 0,5 ч (иногда через 15 мин) 
\ пего берут из пальца кровь для установления содержания сахара, 
ну процедуру повторяют через полчаса, затем через час и еще че-

рп час после взятия кровн. 
Что касается длительности проведения пробы, то ее ставят в 

течение 3 ч после приема сахара в том случае, если больному было 
дано 100 г глюкозы, и в течение 2,5 ч — если ему было дано 50 г. 
При последнем варианте между исследованиями крови иа сахар на-
до делать получасовые промежутки на протяжении выполнения всей 
пробы. 4 

Учитывая то обстоятельство, что из одного и того же укола иг-
лой (пером) в палец можно осуществлять забор кровн дважды (с 
промежутками через полчаса), мы рекомендуем следующую схему 
проведения однократной сахарной нагрузки (табл. 25). 

Табл. 25. Данные для проведения однократной сахарной нагрузки 

№ п. п. укола в палец I II III 
№ п. п. забора крови I II IIl IV V VI 
Промежутки времени между 
заборами крови (ч) 0 4 - 0,5 - f 0 ,5 + 0,5 - f 0,5 + 0 ,5 
Общее время исследования 

ч 0 0 ,5 1,0 1,5 2,0 2 ,5 
мин 0 30 60 90 120 150 

JSfo п. п. исследования (per os 
50 г глюкозы) I II ПГ IV V VI 

П р и м е ч а н и е . 4-кратный забор кровн делать необязательно. 
У детей сахарную нагрузку осуществляют так же, как и у взрослых, 

изменяя лишь дозы вводимой глюкозы. Так, детям в возрасте от 1,5 до 3 лет 
рекомендуется давать глюкозу исходя из соотношения 2 г/кг, от 3 до 12 лет— 
1,75 г/кг, после 12 лет — 1,25 г/кг. 

Детям достаточно 25 г глюкозы. 

IIa основании полученных данных строят кривую, откладывая 
иа вертикальной оси значения концентрации и глюкозы, а на гори-
зонтальной— время (мин или ч). 

Глнкемические кривые у детей имеют такой же характер, что 
и у взрослых, с тем лишь отличием, что повышение концентрации са-
хара в крови у детей меньшее. 

Анализируя глнкемические кривые, можно отметить, что у здо-
рового человека уже через 15 мни после приема глюкозы наблюда-
ется увеличение концентрации сахара в крови, которое достигает 
своего максимума к первому часу (в промежутке между 30-й и 60-й 
мин). После этого начинается уменьшение содержания сахара, кото-
рое ко второму часу наблюдения (120-я мин) или снижается до ис-
ходной цифры (до уровня глюкозы натощак), или не достигает его 
(остается повышенным), или же падает ниже исходной цифры. 
К 3-му ч во всех трех описанных вариантах уровень сахара в кро-
ви приходит к исходному уровню. 
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В конце проведения пробы у больного собирают мочу для ис-
следования ее на наличие сахара. Установлено, что сахар в моче у 
здоровых людей при этой нагрузке приблизительно в половине слу-
чаев не выявляется вовсе либо это имеет место только в момент 
наибольшего повышения его содержания в крови, то есть между 
30—60-й мин. Если в моче обнаруживается сахар, то, как правило, 
это свидетельствует о той или иной форме эндокринной глюкозурйи. 
Из патологических состояний неэидокрннной этиологии только тяже-
лое поражение печени может привести к ноявлению у больного глю-
козы в моче при проведении данной пробы — и то в небольших коли-
чествах. 

Патофизиологические механизмы, обусловливающие 
изменение концентрации глюкозы крови после 
углеводной нагрузки 

1. Первый подъем уровня сахара после введения углеводов отра-
жает силу рефлекторного раздражения симпатических нервов, воз-
никающего при попадании глюкозы в пищеварительный канал. При 
этом в зависимости от тонуса симпатической нервной системы со-
держание сахара может повышаться (или понижаться) в известных 
пределах даже у здорового человека. 

2. Дальнейшее увеличение концентрации сахара, как правило, 
связано с быстротой всасывания углеводов (определяемой, в част-
ности, состоянием кишечной стенки), функцией печени и всех осталь-
ных периферических органов. У здорового человека цифра содержа-
ния сахара в крови через час после приема нагрузки на 50—75 % 
превышает уровень сахара крови натощак. 

3. Нисходящее колено гликемнческой кривой отражает продук-
цию инсулина и зависит от состояния парасимпатической нервной 
системы обследуемого, функции поджелудочной железы, печени и 
других органов. Этот отрезок гликемнческой кривой носит название 
гипогликемнческой фазы. 

4. Последняя точка на гликемнческой кривой, определяемая че-
рез 2,5—3 ч, обусловлена состоянием равновесия всех участвующих 
систем организма, В норме она должна совпадать с цифрой содер-
жания сахара в крови у обследуемого натощак. 

Для трактовки глнкемических кривых (складывающейся из оцен-
ки высоты подъема уровня сахара в крови и характера его паде-
ния) было предложено вычислять различные коэффициенты. Одни 
из них — глнкемический коэффициент Бодуэна, представляет собой 
отношение цифры наибольшего повышения содержания сахара в кро-
ви к исходной, то есть к цифре концентрации сахара натощак: 

К = B / А , 
где В — максимальный; А — исходный уровень сахара, К — частное 
от деления максимальной цифры концентрации сахара после нагруз-
ки на исходную величину его концентрации натощак. 

В норме коэффициент Бодуэна равен 1,3—1,4—1,5 (по Фран-
к у - 1 , 6 ) . 

П р и м е р р а с ч е т а . Первоначальное содержание сахара в крови 
больного составляет 5,55 ммоль/л (100 мг/100 мл), после нагрузки максималь-
ная концентрация показателя оказалась равной 8,34 ммоль/л (150 мг/100 мл). 
Отсюда глнкемический коэффициент составляет (8,34:6,65)-1.6. 

178 



Л. А. Покровский с сотр. приводят иной способ расчета коэф-
фициента Бодуэна, предлагая выражать его в процентах: 

( B - A ) - I Q O 
^Бодуэна А ' 

I че В — максимальный уровень, А—исходный уровень сахара. 
У здорового человека коэффициент Бодуэна равен приблизи-

тельно 5 0 % (максимальное отклонение—до 7 5 % ) . Цифры выше 
КО %, как правило, свидетельствуют о патологии углеводного об-
мена. 

Следует находить и постгликемический коэффициент Рафаль-
ского. Он представляет собой частное от деления цифры содержа-
ния сахара в крови у обследуемого через 2 ч после нагрузки на ис-
ходную цифру (величину содержания сахара натощак). 

К р а ф а л ь с к о г о = С / А , » 

где С —самый низкий уровень сахара (определяемый через 2 ч); 
А — исходный уровень сахара. 

У здорового человека коэффициент Рафальского ниже 1 или ра-
вен 1. Считают, что в норме этот постгликемический коэффициент 
составляет 0,9—1,04. 

П р и м е р р а с ч е т а . Первоначальное (исходное) содержание сахара 
в кровн больного — 5,55 ммоль/л (100 мг/100 мл), через 2 ч после нагрузки — 
6,77 ммоль/л (104 мг/100 мл). 

Постгликемический коэффициент равен 5.77/5,55=1,04. 
Увеличение коэффициента говорит о нарушении обмена углево-

дов. Однако нужно помнить, что не столько эти коэффициенты, 
сколько сам тип гликемической кривой в целом определяет нормаль-
ное или патологическое состояние углеводного обмена. 

При проведении сахарной нагрузки следует иметь в виду те 
факторы, которые могут оказывать влияние на характер гликемиче-
ской кривой. 

Прежде всего возникает вопрос, имеет ли значение количество 
вводимой глюкозы. По данным большинства авторов, величина са-
харной нагрузки существенно ие отражается иа характере гликеми-
ческой кривой. Однако есть относительно этого мнения и возраже-
ния, указывающие на определенную зависимость увеличения кон-
центрации сахара в кровн от количества вводимых углеводов. По 
данным В. Н. Топарской, хотя количество глюкозы и влияет на по-
вышение содержания сахара в крови, однако тип кривой при этом 
сохраняется прежним. Все же при динамических исследованиях же-
лательно осуществлять сахарную нагрузку с одним и тем количе-
ством глюкозы, чтобы можно было получать более сравнимые ре-
зультаты. 

При построении сахарной кривой нет необходимости исследо-
вать кровь больного через каждые полчаса, так как характер линии 
иа графике от этого в основном не изменяется, поскольку он обу-
словливается теми процессами, которые выявляют себя в названных 
четырех пунктах гликемической кривой. 

Несомненна известная связь между качеством предшествующе-
го питания и типом сахарной кривой, вернее высотой ее подъема. 
Показано, что при преимущественно углеводной диете у обследуе-
мых наблюдаются гликемические линии на графике с наиболее низ-
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Ким подъемом (определяется этот предел через 1 ч после иагрузоч 
ной пробы), при преимущественно жировой диете — кривые с паи 
более высоким подъемом, у обследуемых при белковом питании ли-
нии на графике поднимаются иа среднюю по сравнению с первыми 
двумя высоту. Имеет значение в этом вопросе и длительность пред 
шествующего голодания. 

Клиническое значение исследования углеводного 
обмена методом нагрузок 

У больных с сахарным диабетом уровень сахара кровн натощак 
бывает повышенным, нарастание гликемнческой кривой происходит 
медленнее, достигая через 60—150 мин значительной величины (ей 
соответствует концентрация рассматриваемого показателя, более 
чем в 1,8 раза превышающая исходное его значение). Гипогликеми-
ческая фаза спада за время проведения пробы обычно не выявляет-
ся (отсутствует). Нагрузка глюкозой у обследуемых сопровождается 
в большинстве случаев переходом сахара в мочу. Чем тяжелее забо-
левание, тем позже достигается максимум гликемии и тем он выше. 
Понижение кривой происходит очень медленно, чаще оно растягива-
ется на 3—4 ч. Все порции мочи, как правило, содержат сахар. По-
добный характер кривой можно объяснить нарушением выделения 
инсулина, что влечет за собой замедление отложения гликогена и 
торможение окисления глюкозы. 

При массовом обследовании лиц с целью выявления ранних 
фор̂ М диабета следует отдавать предпочтение определению глюкозы 
в кровн через 2 ч после принятия ими завтрака, содержащего 
100,0 г углеводов. При обнаружении у обследуемых глюкозурий бо-
лее рациональным является использование мочи, собранной у них в 
течение 2 ч после еды (содержание рациона — 100,0 г углеводов) с 
применением ТТГ. 

Повреждение печени характеризуется быстрым увеличением кон-
центрации глюкозы (нарастание гликемнческой кривой) в результа-
те ослабления ассимиляционной способности печени. Однако макси-
мальный подъем линии па графике не достигает такого уровня, как 
при диабете. 

Заболеваниям щитовидной железы, связанным с ее гиперфунк-
цией, свойственны гликемнческие кривые с более быстрым, чем в 
норме, подъемом, что, возможно, вызвано более интенсивным обме-
ном веществ и возбуждением симпатического отдела вегетативной 
нервной системы. 

При гиперфункции передней доли гипофиза (болезнь Ицеико— 
Кушинга, акромегалия) и коры надпочечников, феохромоцитоме, по-
ражении центральной и расстройстве вегетативной нервной системы, 
инфекционных заболеваниях (ревматизм, дифтерия, тиф, дизенте-
рия, сепсис, бронхопневмония), а также при анемии и токсикозе 
(токсикоз беременных, тиреотоксикоз и другие) наблюдаются глике-
мнческие кривые со значительным подъемом и замедленным возвра-
щением к норме. Возможно, это обусловлено нарушением гликогеио-
образователыюй функции печени. Подобное явление отмечается и 
при панкреатитах. Гипергликемия может сопровождаться глюкозу-
рней, особенно в тех случаях, когда содержание сахара в крови пре-
вышает почечный порог (при упомянутых выше патологических со-
стояниях почечный порог глюкозы может и снижаться). 
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У больных с аденомой Лапгергапсовых островков, гипотиреозом, 
болезнью Аддисоиа график, построенный по рассматриваемому пока-
Iii гелю, характеризуется низким исходным уровнем кривой, низкой 
и* вершиной и высоким постгликемнческим коэффициентом. Особен-
но типичны в этом плане кривые у больных с гиперинсулииизмом, 
энцефалитом и некоторыми другими состояниями. Глюкоза прн ука-
IiiiiHbIX патологических состояниях может появляться в моче в ре-
зультате реналыюй глюкозурий. 

Применение двукратной нагрузки глюкозой, нагрузки адренали-
ном, инсулином, комбинированных нагрузок инсулином, глюкагопом, 
кортизоном, АКТГ и глюкозой позволяет обнаружить у обследуемых 
скрытые формы сахарного диабета, нарушение функции печени и эн-
докринных желез. Дача крахмала обусловливает такую же картину 
кривой, как и нагрузка глюкозой, но несколько более растянутую во 
времени. 

Двукратная нагрузка глюкозой используется в основном для ди-
агностики скрыто протекающего сахарного диабета. 

Проба с двойной нагрузкой (по Штаубу — Трауготту) 

Принцип. Если здоровому человеку в период падения уровня са-
хара крови, то есть в момент, когда продукция собственного инсули-
на особенно высока, повторно ввести прежнее (употребленное нака-
нуне) количество сахара, то новое повышение его концентрации в 
кровн окажется значительно меньше первого подъема или будет во-
обще отсутствовать. Это явление называется положительным эф-
фектом Штауба — Трауготта. Отсутствие повышения содержания са-
хара зависит от интенсивности продукции инсулина поджелудочной 
железой. У больных сахарным диабетом, у которых островки Лан-
герганса поджелудочной железы выделяют лишь незначительное ко-
личество инсулина, после второго введения сахара наблюдается 
столь же выраженное или даже еще более сильное возрастание его 
концентрации в крови, чем после первой нагрузки углеводами. Это 
отрицательный эффект Штауба — Трауготта. 

В 8 ч утра натощак у больного определяют содержание сахара 
в крови. Сразу же после этого ему дают 50 г (страдающему сахар-
ным диабетом — 20—30 г) глюкозы, растворенной в 200 мл теплой 
воды. 

Определение сахара в крови проводят через 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0, 
а иногда — 4—5 ч. Через 1,5 ч после первого приема сахара, то есть 
в 9 ч 30 мин, больной получает еще 50 г (или 20—30 г) глюкозы в 
200 мл теплой воды или чая. 

В некоторых случаях ко времени взятия крови у обследуемого бе-
рут мочу для установления в ней содержания сахара. 

В ходе проведения пробы обследуемый не должен принимать 
пищи. 

Проба Экстона — Розе 

Ход определения. У испытуемого натощак определяют сахар в 
кровн и дают выпить 50 г глюкозы, растворенной в 350 мл воды. Че-
рез 30 мин вторично устанавливают уровень сахара и вновь дают 
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принять 50 г глюкозы в растворе. Дальнейшие этапы пробы ничем не 
отличаются от таковых при выполнении однократной сахарной на 
грузки. 

Клиническое значение тестов толерантности 
к глюкозе с применением 
двойных нагрузочных проб 

Эти пробы имеют особую ценность для выявления скрытых форм 
сахарного диабета, диагностика которых облегчается установлением 
отрицательного эффекта Штауба—Трауготта, то есть обнаружением 
увеличения содержания сахара в крови после второго приема боль-
ным глюкозы. Отрицательный эффект Штауба—Трауготта может на-
блюдаться и при некоторых заболеваниях центральной нервной си-
стемы, печени, а также при гипертиреозах, острых инфекциях, туч-
ности. 

Для диагностики нарушения обмена веществ у больных с диа-
бетом важно наличие следующих критериев: 1) чрезвычайно высокая 
вершина сахарной кривой; 2) оставшийся повышенным уровень саха-
ра в крови через 3 ч после приема больным первой порции глюкозы, 
то есть отсутствие возврата уровня сахара крови к величинам, наблю-
даемым у него натощак. 

При проведении сахарных нагрузок следует помнить, что коли-
чество принятого внутрь сахара в довольно широких пределах — от 
0,5 до 2,0 г на 1 кг массы тела — не играет решающей ролн в отно-
шении высоты и длительности гипергликемии. Однако на характере 
графических линий могут сказываться: а) замедленное опорожнение 
желудка, снижение кислотности желудочного сока и вид предшест-
вующего питания. Целесообразно в течение трех дней до проведения 
нагрузки назначать больному пищу, содержащую достаточное коли-
чество углеводов, но не слишком богатую белками и жирами; б) ни-
котин, кофеин, физические и психические нагрузки; в) состояние по-
годы. 

Г л а в а Vl l l 

МЕТОДЫ ИЗУЧЕНИЯ 
УГЛЕВОДСОДЕРЖАЩИХ БЕЛКОВ 
И ИХ КОМПОНЕНТОВ В КРОВИ 

Углеводсодержащие белки — обширный класс соединений, еди-
ная классификация которых до сих пор не установлена. А. Ц. Ана-
сашвнлн (1968) подразделяет углеводсодержащие белки иа две боль-
шие группы: мукопротенды и глнкопротеиды. 

Мукопротеиды представляют собой белки, простетическими груп-
пами которых являются гликозаминогликаны (амннополисахариды). 
Состоят гликозаминогликаны из аминосахаридов, гексуроновых и сер-
ной кислот. Эти углеводсодержащие соединения имеют сильно выра-
женные кислотные свойства благодаря наличию большого числа кар-
боксильных групп и остатков серной кислоты. К числу гликозамнно-
гликанов, входящих в данную группу углеводсодержащих белков, 
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11 ид Лежат гиалуроновая кислота, хонДроитинсульфаты А, В, С, D, 
рп гансульфат, гепарин, гепарапсульфат. 

Связь между белками и гликозаминоглнканамн в соединениях 
рассматриваемой группы непрочна, чем, вероятно, и обусловлено их 
участие в регуляции тканевой проницаемости. 

Гликопротеиды являются белками, прочно соединенными с ами-
ипиолисахаридами, не содержащими уроновых кислот и сульфатов. 
И « остав их простетической группы входят гексозы, гексозамины, фу-
ыми и сиаловые кислоты. Наличие последних придает гликопротеи-
лам слабо выраженные кислотные свойства. Наиболее известные пред-
I !нвнтели веществ этой группы — различные ферменты (холинэсте-
раза, церулоплазмии), гормоны (гонадотропин, эритропоэтин), груп-
поспецифические субстанции крови, протромбин, фибриноген, гамма-
июбулины, уромукопротеиды, плевромукопротенды, гаптоглобин, 
трансферрин и другие. 

В настоящее время считается вполне обоснованным выделение 
п.» этой группы веществ подгруппы серогликоидов (серомукоидов) 
для обозначения глнкопротеидных комплексов, растворимых в хлор-
ной кислоте. 

В клинической практике наиболее распространено определение 
углеводсодержащнх белков сыворотки крови по одному из входящих 
и их состав компонентов (гексозам, гсксозаминам, фукозе, сналовым 
кислотам) или же по способности сиаловых кислот, фукозы и неко-
торых других углеводов давать реакцию йодная кислота — реактив 
Шиффа. 

Получили известность также методы исследования углеводиобел-
ковых комплексов по их белковой части (турбиднметрщшскне, не-
фелометрические, по тирозину белка и другие). 

Все перечисленные группы методов позволяют иметь косвенное 
представление о содержании гликопротсидов в сыворотке крови. Из 
них наиболее приемлемым для клинико-диагностических лабораторий 
следует считать определение гексоз, связанных с белками, методами с 
применением триптофана и орцина. Эти способы хорошо зарекомендо-
вали себя на практике. Для исследования содержания гексоз а мин а 
(глюкозамина) необходимы дефицитные реактивы (ацетилацетон, 
стандартный раствор гексозамипа) и большое количество сыворотки 
(5,0 мл). Метод определения фукозы прост, однако требует исполь-
зования спектрофотометра. 

Ma основании изложенного для определения гликопротсидов в 
сыворотке крови мы рекомендуем два метода: орцииовый (унифици-
рованный) и способ с применением триптофана. 

ИССЛЕДОВАНИЕ ОБЩЕГО КОЛИЧЕСТВА 
ГЛИКОПРОТЕИДОВ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ 
С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ТРИПТОФАНА 

Методы определения общего содержания гликопротсидов сыво-
ротки крови по реакции с триптофаном были разработаны Шепадом, 
Эверетом (1937), Зейбертом с соавт. (1948), Т. П. Соловьевой (1961) 
н другими исследователями. Они отличаются миогоэтапностыо и не-
сколько большей, чем аналогичные другие способы анализа, трудо-
емкостью. Вместе с тем благодаря их высокой чувствительности и ши-
рокой доступности применяемых реагентов эти методы могут быть ре-
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комеидоваиы к внедрению при невозможности освоить в лаборатории 
(например, из-за отсутствия необходимых реактивов) унифицирован-
ный способ определения гексоз, связанных с белками. В основу пред-
лагаемого метода положен способ Т. П. Соловьевой. 

Метод определения содержания гексоз, 
связанных с белками, по реакции с триптофаном 

Принцип. Гликопротенды сыворотки кровн при нагревании с кон-
центрированной H2SO4 подвергаются гидролитическому расщеплению, 
продукты которого в присутствии триптофана дают окрашенные в 
синий цвет соединения. Реакцию проводят при участии борной кис-
лоты, необходимой для увеличения интенсивности фиолетовой окрас-
ки раствора и подавления неспецифического его окрашивания, кото-
рое может развиться в процессе реакции. 

Реактивы. 1. Абсолютный этиловый спирт (см. «Определение хо-
лестерина по AbeIl и Ильку»). 

2. Борно-сериый раствор, состоящий нз 770 мл концентрирован-
ной х. ч. H2SO4, 230 мл дистиллированной воды и 50 г борной кис-
лоты. 

3. Раствор триптофана. 1 г триптофана растворяют в 100 мл ди-
стиллированной воды при нагревании смеси до начала кипения (пред-
почтительнее. 4д:дользовать L-триптофан, а не DL-форму, так как 
L-триптофан лучше растворим в воде. К тому же реактив L-трипто-
фана остается более стабильным при хранении на холоде). 

4. Эталонный раствор маннозы — 0,1 г / 1 0 0 мл. В присутствии 
нескольких капель толуола его можно содержать в холодильнике не-
сколько часов. 

Ход определения. Всю реакцию проводят в одной пробирке. Ана-
лиз складывается из нескольких этапов: а) осаждение гликопротеи-
дов и белков. На дно пробирки помещают 0,05 мл сыворотки, прибав-
ляют 10 мл абсолютного спирта и содержимое пробирки взбалтыва-
ют, после чего пробу оставляют при комнатной температуре па 15 
мин. Затем производят ее центрифугирование при 2500 об/мин в тече-
ние 10 мин, спирт удаляют осторожным сливанием, стараясь не поте-
рять прн этом ни частицы осадка; 

б) гидролиз и цветная реакция. Осадок растворяют в 1 мл ди-
стиллированной воды и быстро приливают в пробирку 7 мл борпо-
серного раствора, после чего пробирку немедленно погружают в ле-
дяную воду (или охлаждают водопроводной водой). Через 5 мин в 
нее прибавляют 1 мл раствора триптофана. 

Чтобы избежать появления побочного желтого цвета реактива, 
важно тотчас после приливаиня 1 мл раствора триптофана переме-
шать жидкости. Для этого рекомендуют пропустить несколько пу-
зырьков воздуха у дна пробирки (через капиллярную трубочку). 

После охлаждения смеси в ледяной воде пробирки переносят в 
кипящую водяную баню точно на 20 мин, причем через 10 мни не-
обходимо еще раз перемешать реактивы продуванием нескольких пу-
зырьков воздуха у дна пробирки. Сразу после извлечения пробирки 
из кипящей водяной бани ее помещают иа 5 мин в ледяную (или 
холодную водопроводную) воду, а затем на 30 мин оставляют при 
комнатной температуре. 

Параллельно опытной ставят контрольную пробу путем прнбавле-
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пня к 1 мл дистиллированной воды 7 мл борно-серного раствора. 
H дальнейшем ход определения тот же, что и при проведении опыт-
ных проб; 

в) фотометрирование. Оптическую плотность измеряют на ФЭКе 
« зеленым светофильтром (максимум абсорбции составляет 520 им) 
и кювете с толщиной слоя 5 мм. Из величины экстинкции опытной 
пробы вычитают величину оптической плотности контрольной 
пробы. Полученные значения экстннкций переводят по калибровочной 
кривой в соответствующие количества маянозы. 

Для получения данных к построению калибровочной кривой го-
товят раствор маинозы растворением 100 мг ее в 100 мл дистиллиро-
ванной воды. 1 мл такого раствора содержит 1 мг или 1000 мкг маи-
нозы, а 2 мл — 2000 мкг. 

2 мл раствора маинозы доводят дистиллированной водой до 
объема 20 мл. 10 мл этого рабочего раствора содержит 1000 мкг 
маннозы, а 1 мл — 100 мкг. 

К 1 мл каждого рабочего разведения стандартного раствора до-
бавляют 7 мл борно-серного реактива, 1 мл раствора триптофана, 
смесь прогревают 20 мин в кипящей водяной бане, после чего пробу 
колориметрируют. Ответ выражают в г/л. 

Концентрацию маинозы рассчитывают по формуле: 
z - 0 , 0 2 = а г/л, 

где z — количество маннозы (мкг), найденное по калибровочной кри-
вой; 0,02 — коэффициент пересчета показателя калибровочной кривой 
в концентрацию маннозы (г/л). 

Поскольку для определения используют 0,05 мл сыворотки, а от-
вет дают в г/л, для расчета содержания гликопротеидов в 1000 мл 
сыворотки вычисленную по калибровочной кривой величину умиожа-
ют на 2 - IO4 и делят на I - I O 6 (для перевода мкг в г). Полученный 
коэффициент составляет 0,02. 

Н а п р и м е р : 50 мкг • 0,02= I г/л. 
70 мкг • 0,02=1,4 г/л. 

П р и м е ч а н и я : Возможные причины ошибок: 1. H2SO4 должна быть 
чистой. Нельзя использовать серную кислоту, дающую при нагревании с 
триптофаном желтое окрашивание. 

2. Растворы триптофана годны к работе в течение 8—10 дней. Цвет, по-
являющийся от применения старых растворов, слабее окраски, возникающей 
при использовании свежих реактивов, особенно при высоком содержании 
гликопротеидов в кровн обследуемого. 

При работе с DL-триптофаном раствор должен употребляться сразу же 
после его приготовления. 

Нормальное содержание гликопротеидов в сыворотке крови коле-
блется от 1,2 до 1,6 г/л (в среднем 1,4 г/л). 

Определение гексоз в сыворотке крови орциновым 
методом после гидролиза серной кислотой 

Принцип. Гликопротеиды, содержащие гексозы, выделяют из сы-
воротки крови 96° этанолом. Освоболедеииые в результате гидроли-
за гексозы, взаимодействуя с орциновым реактивом, окрашивают 
раствор в розовый цвет, интенсивность окраски пропорциональна со-
держанию гексоз. 
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Реактивы. 1. 06° этиловый спирт. 
2. 0,1 и раствор едкого натра. 
3. Концентрированная серная кислота (для пробы Саваля). 
4. Орцнновый реактив. Смешивают 7,5 объемных частей реактива 

серной кислоты (60 мл концентрированной серной кислоты и 40 мл 
воды) с 1 объемом раствора орцнна (1,6 г кристаллического орцииа 
в 100 мл воды). Смесь готовят перед употреблением. Реактив кисло-
ты стоек, раствор орцнна можно хранить в темноте 1 мес. 

5. Стандартный раствор гексоз (1 г/л), состоящий из галактозы 
и маниозы. 50 мг галактозы и 50 мг маннозы растворяют в мерной 
колбе на 100 мл в небольшом количестве дистиллированной воды и 
доводят объем водой до метки. 

Ход определения. К 0,1 мл сыворотки добавляют 5,0 мл 96° эта-
нола, содержимое пробирок перемешивают и центрифугируют в тече-
ние 15 мин. Затем цептрифугат сливают, пробирки опрокидывают на 
фильтровальную бумагу (30—60 с), повторно растворяют осадок в 
5 мл 96° этилового спирта, смесь центрифугируют, надосадочиую 
жидкость вновь сливают. Белковый осадок растворяют в 1 мл 0,1 и 
раствора едкого иатра, доливают 8,5 мл орцниового реактива, содер-
жимое пробирок хорошо перемешивают путем их переворачивания и 
помещают в водяную баню при + 8 0 0C точно на 15 мин. Следует из-
бегать попадания иа пробирки дневного света. Затем пробирки 
охлаждают в воде со льдом (или в проточной воде из водопроводно-
го крана) в течение 5 мин, пробы колорнметрнруют на ФЭКе с зеле-
ным светофильтром (при длине волны 500—560 им) в кювете с тол-
щиной слоя 10 мм. Результаты сравнивают с аналогичными данными 
контрольной пробы. 

Контрольную пробу готовят добавлением в 1 мл 0,1 и раствора 
едкого натра 8,5 мл орцинового реактива. Далее ее обрабатывают так 
же, как опытную. 

Расчет производят по калибровочному графику или по формуле: 
Cx = E o n . / Ест • 1 (г/л). 

Для построения калибровочного графика из основного стандарт-
ного раствора делают разведения (табл. 26). Стандартные пробы 
обрабатывают так же, как опытные. Калибровочную кривую получа-
ют, руководствуясь общеизвестными принципами. 

Табл. 26. Данные к построению калибровочной кривой 
для определения гликопротеидов по содержанию гексоз 

Ni 

пробирок 

Стандартный 
раствор галактозы 

и маннозы (мг) 

0,1 н раствор 
едкого натра 

(мл) 

Орциновый 

реактив (мл) 

Концентрация 
гексоз 

(мг/1 00 мл. г / л ) 

1 0 , 0 5 0 , 9 5 8 , 5 5 0 0 , 5 

2 0 , 1 0 0 , 9 0 8 , 5 100 1 , 0 

3 0 , 1 5 0 , 8 5 8 , 5 1 5 0 1 . 5 

4 0 , 2 0 0 , 8 0 8 , 5 2 0 0 2 , 0 

5 0 , 2 5 0 , 7 5 8 , 5 2 5 0 2 , 5 

6 0 , 3 0 0 , 7 0 8 , 5 3 0 0 3 , 0 
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При расчете данных по формуле пользуются стандартным раство-
ром 2 с концентрацией 1 г/л. 

П р и м е ч а н и е . Для получения хорошо воспроизводимых результатов 
необходимо точное соблюдение времени и условий гидролиза белков. Напри-
мер, температура в водяной бане должна быть строго постоянной в течение 
всего периода прогревания пробы. Кроме того, определенное значение имеет 
качество серной кислоты и орцина. Последний очищают перекристаллизацией. 
Для этого орцнн расплавляют, нагревая на водяной бане до +GO-05 °С. При 
этом вода, присутствующая в препарате, выпаривается. Остаток перекристпл-
лизовывают из бензола с добавлением активированного угля. 

В связи с изложенным более целесообразно осуществлять расчет не по 
калибровочному графику, а по формуле. 

Концентрация гексоз, связанных с белком, составляет в сыворот-
ке крови 1,05—1,15 г/л. 

Для разделения гликопротеидов сыворотки крови мы применяли 
метод диск-электрофореза в полиакриламндном геле. Описание ме-
тодики диск-электрофоретического фракционирования гликопротеи-
дов приведено в подразделах («Диск-электрофорез — выявление 
гликопротеидов в столбиках ПААГ», «Методика диск-электрофорети-
ческого фракционирования белков сыворотки крови»). Учет резуль-
татов производят аналогично таковому для белковых фракций сыво-
ротки крови (см. подраздел «Методика диск-электрофоретического 
фракционирования белков сыворотки крови»). 

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ОБЩЕГО КОЛИЧЕСТВА ГЕКСОЗ, 
ГЕКСОЗ ГЛИКОПРОТЕИДОВ 
И ГЛИКОЗАМИНОГЛИКАНОВ СЫВОРОТКИ КРОВИ 

Исследование в сыворотке крови общего количества углеводно-
белковых соединений не может служить основанием для суждения о 
выраженности деструктивных и дезорганизационных процессов в сое-
динительной ткани. Увеличение уровня общих гликопротеидов в боль-
шей степени свидетельствует о развитии репаратнвных процессов. 

Считают, что индикатором деструктивных процессов могут слу-
жить лишь изменения гликозамнноглнканов, составляющих основу 
соединительной ткани. 

И. В. Неверов, Н. И. Титоренко (1979) разработали способ фрак-
ционного определения гексоз, который позволяет получать данные о 
содержании общего количества гексоз в сыворотке крови, а также 
гексоз, входящих в состав гликозаминоглнкаиов (Г-ГАГ), и гексоз 
гликопротеидов (Г-ГП). 

Принцип. Метод основан на раздельном исследовании гексоз гли-
козаминоглнкаиов, осаждаемых цетилпиридинхлоридом, и гексоз, 
связанных с белком, по реакции с орциновым реактивом. 

Реактивы. 1. Орциновый реактив (его приготовление описано в 
предыдущем, унифицированном методе). 

2. Раствор цетилпиридинхлорида (ЦПХ). 1 г реактива растворя-
ют в 100 мл подогретой дистиллированной воды. 

3. Этиловый спирт 96 
4. Раствор N a O H - 0,1 г/100 мл. 
Ход определения. В две пробирки помещают по 0,1 мл сыворотки 

крови. Первую пробирку используют для установления содержания 
гексоз, связанных с белками, унифицированным методом (см. преды-
дущую методику). Вторую пробирку применяют для определения гек-
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соз гЛикозвмииогликанов. Для этого к 0,1 мл сыворотки добавляю! 
0,1 мл раствора ЦПХ, а затем — 0,8 мл дистиллированной воды. Про 
бы тщательно перемешивают и центрифугируют 15 мин при 
3000 об/мин, затем надосадочную жидкость сливают. Осадок дважды 
промывают раствором ЦПХ, центрифугируя и сливая надосадочную 
жидкость. Пробирки опрокидывают па фильтровальную бумагу, 
оставляя их в таком положении на 30—60 с, и осадок дополняют 
1,0 мл раствора NaOII, выдерживая пробы до полного растворения. 
К содержимому пробирки доливают 8,5 мл орцинового реактива, и 
после тщательного перемешивания все пробы помещают в водяную 
баню прн температуре + 8 0 0C па 15 мин. Пробирки охлаждают в 
проточной воде и фотометрируют при условиях, описанных в преды-
дущем методе. 

Контрольной является проба, содержащая 1 мл раствора едкого 
натра и 8,5 мл орцинового реактива. 

Рассчитывают результаты по калибровочному графику (см. его 
построение в предыдущем методе). Для более точного установления 
Г-ГАГ желательно получать калибровочную кривую, пользуясь дан-
ными кодориметрировзиия основного стандартного раствора, разбав-
ленного в 10 раз (0,1 г/л). 

Фракцию Г-ГП находят по разнице показателей общих гексоз и 
Г-ГАГ. 

В норме при общем содержании гексоз, связанных с белком 
(0,72±0,14 г/л), на долю Г-ГАГ приходится 0,06±0,03 г/л, Г-ГП — 
0,65±0,12 г/л. Индекс отношения Г-ГАГ к Г-ГГ1 равен 0,1. 

Клинико-диагностическое значение определения 
общего количества гексоз, 
гексоз гликопротсидов и гликозаминогликанов 
в сыворотке крови 

Количество гликопротеидов возрастает при туберкулезе, плеври-
те, пневмонии, остром ревматизме, гломерулонефрите, диабете, ин-
фаркте миокарда, подагре, раке, а также прн остром и хроническом 
лейкозе, миеломе, лнмфосаркоме и некоторых других заболеваниях. 

Исследование в динамике позволяет судить о течении болезни и 
терапевтическом эффекте. 

Использование методики определения фракционного содержания 
гексоз показало, что у больных крупноочаговым инфарктом миокар-
да содержание в сыворотке крови гексоз, связанных с белком, уже с 
первых дней болезни обусловлено увеличением фракции Г-ГАГ, от-
ражающей преимущественно деструктивные изменения в миокарде. 
Так, в первые дни заболевания индекс Г-ГАГ / Г-ГП возрастает в 
6—7 раз, оставаясь повышенным (вдвое по сравнению с нормой) и 
конце четвертой недели заболевания. 

У больных стенокардией в отличие от больных инфарктом мио-
карда после болевого приступа наблюдается кратковременное уве-
личение гексоз, связанных с белком. Возрастание уровня Г-ГАГ очень 
незначительно и в течение 2—3 дней возвращается к исходному. 

Таким образом, фракционный способ определения уровня гексоз 
сывороткн крови дает возможность отдифференцировать метаболиче-
ские сдвиги, обусловленные деструктивными и дезорганизациоииыми 
процессами в соединительнотканных структурах, от изменении, вы 
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тайных реакцией организма па очаг повреждения. При этом появля-
ется возможность следить за динамикой инфаркта миокарда, уста-
навливать начало репаративных процессов в миокарде. 

ИССЛЕДОВАНИЕ СЕРОГЛИКОИДОВ В КРОВИ 

Под этим названием объединена группа гликопротеидов, которые 
не осаждаются хлорной, трихлоруксусиой и сульфосалициловой кис-
лотами. Указанное свойство серогликоидов и положено в основу их 
количественного определения. 

Поскольку фракция серогликоидов, составляя около 1 % от со-
держания белка сыворотки кровн, заключает в себе 12 % от общего 
содержания углеводов плазмы, часто выявляются однотипные изме-
нения в спектрах гликопротеидов и серогликоидов (в последнем слу-
чае они могут быть более выраженными). 

Для исследования содержания этой фракции гликопротеидов в 
сыворотке крови в качестве унифицированного предложен орцииовый 
метод установления концентрации серогликоидов. Однако о количе-
стве серогликоидов можно судить не только по углеводному, но и 
белковому компонентам. С этой целью проводят реакцию на общий 
белок выделенных серогликоидов (биуретовую, с реактивом Фолина) 
или иа отдельные его компоненты (тирозин и другие). В качестве 
стандартного раствора используют белок казеин или выделенный по 
методике М. А. Осадчук хлорнорастворимый мукопротеин. Из других 
методик привлекает своей простотой иефелометрический способ опре-
деления суммарных серогликоидов в сыворотке крови по Хуэрго, ко-
торый, правда, по точности исследования уступает орциновому мето-
ду установления концентрации гексоз (содержание последних в серо-
гликоидах отличается наибольшим постоянством). 

Определение серогликоидов в сыворотке крови 
по содержанию в них гексоз 

Принцип метода основан па выделении серогликоидов фосфорно-
вольфрамовой кислотой из хлорного фильтрата сыворотки крови и ко-
личественном определении в них гексоз орциновым методом (по опи-
санному унифицированному способу). 

Реактивы те же, что и в орцнповом методе исследования гексоз, 
связанных с белком. 

Дополнительно используют: 1. Раствор хлорной кислоты 
(HClO4) — 6 г /100 мл. 

Способ расчета количества концентрированной хлорной кислоты, 
необходимого для приготовления раствора любой другой (меньшей) 
концентрации, приведен при описании турбидиметрического метода 
установления содержания серогликоидов в сыворотке крови (см. сле-
дующую методику). 

2. Раствор фосфорновольфрамовой кислоты (5 г/100 мл) на 2 и 
растворе соляной кислоты. 

Ход определения. В центрифужную пробирку вносят 1,0 мл сы-
воротки кровн и 1,0 мл дистиллированной воды, после перемешивания 
в нее приливают 2,0 мл раствора хлорной кислоты (по стенке про-
бирки), смесь взбалтывают стеклянной палочкой. Через 10 мин про-
бу центрифугируют на протяжении 10 мин при 3000—4000 об/мни. 
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Надосадочную жидкость полностью сливают в другую центрифуж-
ную пробирку, в которую добавляют 2,0 мл раствора фосфорноволь-
фрамовой кислоты. После встряхивания осадок серогликоидов отде-
ляют центрифугированием (в течение 5 мни). Надосадочную жид-
кость убирают, к осадку доливают 2,0 мл 96° этилового спирта, со-
держимое пробирки хорошо взбалтывают и центрифугируют 10 мин. 
Цеитрифугат вновь сливают, осадок растворяют в 1,0 мл 0,1 н едко-
го натра, добавляют 8,5 мл орцинового реактива, все содержимое пе-
ремешивают и ставят пробирку в водяную баню при + 8 0 ° С точно иа 
15 мин. Нужно избегать попадания прямого дневного света па про-

бирку. Затем ее охлаждают в течение 5 мин в холодной водопровод-
ной воде (или в воде со льдом), после чего измеряют экстипкцию 
пробы иа ФЭКе с зеленым светофильтром (длина волны 500—560 
им) в кювете с толщиной слоя 10 мм. Результаты сравнивают с ана-
логичными данными контрольной пробы. 

Для приготовления контрольной пробы к 1,0 мл 0,1 н едкого 
латра добавляют 8,5 мл орцинового реактива, раствор перемешива-
ют и далее обрабатывают так же, как опытную пробу. 

Расчет производят по калибровочному графику или по формуле. 
Для получения данных к построению калибровочного графика из 

основного раствора делают разведения (табл. 27). Стандартные про-
бы обрабатывают так же, как опытные. 

Табл. 27. Данные к построению калибровочного графика 
для определения серогликоидов по содержанию гексоз 

№ 
пробирок 

1 
2 
3 
4 
5 
6 

Стандартный 
раствор галактозы 

и мпинозы (мл) 

0,10 
0,20 
0,25 
0,30 
0,40 
0,50 

0,1 н раствор 
едкого 

натра (мл) 

0,90 
0,80 
0,75 
0 ,70 
0 ,60 
0,50 

ОрциновыП 
реактив (мл) 

8 , 5 
8 , 5 
8 , 5 
8 , 5 
8 ,5 
8 ,5 

Концентрация 
гексоз 

(мг/100 мл, г /л) 

10 0,1 
20 0 ,2 
25 0,25 
30 0 , 3 
40 0 ,4 
50 0 ,5 

on. 
При расчете по формуле: C x = - C - 0 , 2 = а ( г /л ) используют 

с ст . 
стандартный раствор 2 ( 0 , 2—фактор пересчета концентрации гексоз 
в г / л ) . 

Концентрация серогликонда в крови, определенная по гексозам, 
составляет в норме 0,22—0,28 г/л. 

Турбидиметрический метод определения 
серогликоидов в сыворотке крови 

Принцип. При добавлении к сыворотке крови раствора хлорной 
кислоты белки выпадают в осадок, а серогликоиды остаются в реак-
тиве, из которого они могут быть выделены путем их осаждения фос-
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фориовольфрамовой кислотой. По степени помутнения раствора и су-
дят о содержании серогликоидов в исследуемом материале. 

Реактивы. 1. Раствор хлористого натрия—0,85 г/100 мл. 
2. 1,8 моль/л раствора хлорной кислоты (HClO4). Указанная кон-

центрация хлорной кислоты соответствует содержанию 180,84 г ее в 
1 л или 18,084 г в 100 мл раствора. На основании этого рассуждения 
и строится расчет. 

Допустим, что концентрация хлорной кислоты — 57,81 г/100 мл. 
Это значит, что в 100 г раствора содержится 57,81 г чистой кислоты. 
Решаем пропорцию: 

57,81—100; 18,084—х, тогда х = (18,084 • 100) /57 ,81-31,28 (г), 

то есть 18,084 г чистой кислоты находится в 31,28 г се раствора. 
Чтобы перевести весовые единицы массы в соответствующие значе-
ния объема, нужно 31,28 г разделить на плотность кислоты (массу 
1 мл раствора), которую находят по соответствующей таблице спра-
вочника пли с помощью ареометра. В данном случае плотность рас-
твора равна 1,51 кг/л. 31,28/ 1,51=20,7 (мл). 

Итак, для приготовления 1,8 моль/л раствора хлорной кислоты 
из раствора с концентрацией 57,81 г / 1 0 0 мл необходимо взять 
20,7 мл HClO4 н довести объем смеси дистиллированной водой до 
100 мл. 

3. Раствор фосфорновольфрамовой кислоты (5 г / 1 0 0 мл) па 
2 и соляной кислоте. 

Ход определения. 0,5 мл сыворотки смешивают с 4,5 мл физио-
логического раствора (реактив 1) и добавляют по каплям 2,5 мл 
раствора HClO4, содержимое пробирки хорошо перемешивают стек-
лянной палочкой, оставляют на 10 мин при комнатной температуре, 
центрифугируют 15 мин при 2000—2500 об/мин или при отсутствии 
надлежащей центрифуги фильтруют через обеззоленный фильтр (си-
няя полоска). 

Отмеривают 5,0 мл фильтрата (центрифугата), соединяют с 
1,0 мл фосфорновольфрамовой кислоты и через 15 мин измеряют 
мутность пробы на ФЭКе в кювете с толщиной слоя 10 мм, руковод-
ствуясь в выборе светофильтра (обычно это красный фильтр) инструк-
цией к прибору. Результаты сравнивают с аналогичными данными 
контрольной пробы, которую готовят смешиванием 3,3 мл физиоло-
гического раствора с 1,7 мл раствора HClO4 и с 1,0 мл фосфорно-
вольфрамовой кислоты. Результаты выражают в условных едини-
цах— значениях оптической плотности. 

Норма содержания серогликоидов в сыворотке кровн — 0,130 — 
0,200 усл. ед. 

П р и м е ч а н и е . Ваймер, Квннн (1958), изучив влияние па депротенни-
зацию белков сыворотки крови (при определении серогликоидов) хлорной 
кислоты различной концентрации, нашли, что наилучшим эффектом обладает 
0.0 н раствор HClO4. 

Кролю того, установлено, что фильтровальная бумага адсорбирует от 
6,6 до 19% сывороточных серогликоидов (в зависимости от сорта бумаги). 
Это делает необходимым замену фильтрования при определении сывороточ-
ных серогликоидов центрифугированием. 
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Клинико-диагностическое значение определения серогликоидов 
U фракций гликопротеидов в сыворотке крови 

В практике клинической лабораторной диагностики большое ме-
сто занимает исследование серогликоидов сыворотки крови. Увели-
чение общего содержания серогликоидов наблюдается при всех вос-
палительных и иеэдюбиотических процессах: у больных с инфарктом 
миокарда, желтушным синдромом (особенно па почве новообразова-
ния), злокачественной опухолью, обострением хронического холеци-
стита, с деструктивной формой туберкулеза легких, ревматизмом, 
мозговым инсультом и другими видами патологических состояний. 
Снижается оно прн инфекционном гепатите, гепатоцеллюлярпой ди-
строфии, рассеянном склерозе. 

При некоторых заболеваниях обнаруживается различная выра-
женность количественных изменений отдельных компонентов фракций 
серогликоидов. Прн этом могут нарушаться как соотношение между 
отдельными углеводными компонентами серогликоидов и их белковой 
частью, так и спектр белковых компонентов серогликоидов. 

С помощью хроматографии на ДЭАЭ-целлюлозс, электрофореза в 
полиакриламидном геле и на других носителях выявляется от IO до 
15 фракций серогликоидов, в том числе: 1) преальбумин, 2) хлорно-
растворнмый альбумин, 3) орозомукоид (а гкислый гликопротеин), 
4) ai-аитнтрипсин, 5) aix-гликопротеин, 6) а2-кислый гликопротеин, 
7) Gc (группоспецифические)-компоненты, 8) гаптоглобин, 9) а-
HS-глнкопротепи, 10) 2п-а2-гликопротенн, И ) Pi-гликопротеин, 
12) Рггликоиротеии, не содержащий сиаловой кислоты, 13) (32-глико-
протеин, 14) эритропоэтнн, 15) гонадотропный гормон хориона. 

У больных с опухолями отмечается увеличение содержания прак-
тически всех химических компонентов серомукоида. Однако в то вре-
мя как коэффициенты тирозин / гексозы и тирозин / фукоза значитель-
но возрастали в динамике опухолевого роста, коэффициент тиро-
зин/сиаловые кислоты не изменялся. При экспериментальном воспа-
лении также наблюдалось увеличение всех компонентов серогликои-
дов, но если содержание тирозина повышалось так же, как и при 
опухолях, то содержание гексоз в серомуконде, а также коэффициент 
тирозин / фукоза были значительно снижены. 

В 1978 г. Т. Ф. Пирогова, Г. И. Эпння, Л. Ф. Воробьева предло-
жили способ дифференциальной диагностики опухолей головного моз-
га и церебральных арахноидитов по определению количества белка и 
сиаловых кислот серогликоидов. Оказалось, что содержание сиаловых 
кислот выше 0,37 ммоль/л и белка нише 1,1 г/л, а также показатель 
сиаловые кислоты / белок ниже 12,5% (достаточно комбинации лю-
бых из двух перечисленных признаков) свидетельствуют в пользу 
диагноза опухоли мозга. Отсутствие перечисленных критериев расце-
нивается как признаки церебрального арахноидита. 

Показано, что при крупиоочаговом инфаркте миокарда, наряду 
с увеличением концентрации суммарных серогликоидов в 1,5—3,0 ра-
за со 2—3-го дня от начала заболевания, имеет место изменение 
фракционного соотношения между перечисленными компонентами, 
разделяемыми методом электрофореза в агарозе и полиакриламид-
ном геле. Наиболее значительным оказывается возрастание фракции 
орозомукоида и гаптоглобина. Нормализация же фракционного соот-
ношения серогликоидов наступает позже, чем нормализация содержа-
ния их суммарного количества. 
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В остром периоде мозгового инсульта увеличение содержания об-
щих серогликоидов сопровождается резким возрастанием уровня 
орозомукоида, гаптоглобина при незначительном изменении выражен-
ности фракций преальбумина, хлорнорастворимого альбумина и 
jii -глобулина. 

В случае гепатоцеребральной дистрофии и рассеянного скле-
роза снижение общей концентрации серогликоидов соответствует пре-
имущественному уменьшению содержания хлорнорастворимого аль-
бумина, гаптоглобина и рггликопротеида. Однако если при гепато-
целлюлярной дистрофии отмечается значительное снижение содержа-
ния орозомукоида, то при рассеянном склерозе уровень этой фрак-
ции остается в прежнем состоянии. 

У больных с ревмокардитом при незначительном изменении со-
держания общих серогликоидов наблюдается заметное увеличение 
фракции орозомукоида и сс2-гликонротепда. 

При инфаркте миокарда повышение уровня серогликоидов проис-
ходит за счет возрастания уровня всех фракций, прежде всего за счет 
увеличения содержания орозомукоида (В. П. Тихонов, 1972). При 
ревматизме и инфектартрите можно наблюдать появление новых бел-
ковых фракций. При инфектартрите превалирует возрастание кон-
центрации макроглобулнна, располагающегося в катодной области. 
Ценным диагностическим признаком воспалительного процесса при 
нормальном общем содержании серогликоидов является увеличение 
выраженности слабо представленной у здоровых людей фракции, сле-
дующей за орозомукоидом. 

Для резкого нарушения функции печени характерно снижение 
интенсивности фракции преальбумина; в связи с этим фракциониро-
вание серогликоидов считается целесообразным для выявления вос-
палительного процесса у больных хроническим гепатитом и циррозом 
печени. 

Полагают, что наиболее реактивные компоненты серогликоидов — 
это орозомукоид и гаптоглобин. 

Показано, что под влиянием стрессового раздражителя происхо-
дит увеличение содержания фракции серогликоидов. Jl. Н. Черкащеи-
ко установил, что решающим фактором в механизме гипергликопро-
тендемии является активация симпато-адреналовой системы. 

Исследование закономерностей изменения белков, в том числе 
серогликоидов и их компонентов, при различных заболеваниях в 
острый период раскрывает новые аспекты механизмов возникновения 
диспротеинемий и имеет большое значение для клинической химии. 

МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ СИАЛОВЫХ КИСЛОТ 

N-ацетил и N-глпцилпронзводные нейраминовои кислоты (так 
называемые сиаловые кислоты) — обычные компоненты тканей н био-
логических жидкостей организма и животных. 

В литературе описаны различные способы определения сиаловых 
кислот в кровн. Получивший широкое распространение в клинико-
диагностических лабораториях дифеииламииовый метод является ма-
лоспецифнчным и часто дает завышенные результаты. Метод Гесса, 
в котором в качестве реактива используют смесь концентрированных 
уксусной и серной кислот, более специфичен, но менее чувствителен. 
Способы Аминова и Уоррена с тиобарбитуровой кислотой в иастоя-
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щее время самые специфичные и чувствительные, однако для вы-
полнения серийных анализов в клинико-диагностических лаборатори-
ях они малопригодны из-за своей трудоемкости. Наиболее приемле-
мым для клинических исследований производных нсйрамиповой кис-
лоты в крови является резорциновый метод Свеннерхольма, отличаю-
щийся простотой, достаточной чувствительностью и хорошей воспро-
изводимостью. 

Для определения сиаловых кислот в сыворотке крови в качестве 
унифицированных предлагаются два метода: 1) резорциновый и 
2) метод Гесса, основанный на реакции с уксусно-сернокислым реак-
тивом. 

Определение сиаловых кислот 
по методу Гесса 

Принцип. Безбелковый фильтрат сыворотки подвергают гидро-
лизу. В результате гидролиза из состава сиалогликопротеидов выде-
ччяются сиаловые кислоты, которые с раствором кислот в кипящей во-
дяной бане дают цветную реакцию. 

Реактивы. 1. Раствор трихлоруксусной кислоты—10 г / 1 0 0 мл. 
2. Раствор серной кислоты в ледяной уксуспой кислоте, приго-

товленный добавлением к 95 частям ледяной уксусной кислоты 5 ча-
стей концентрированной серной кислоты. 

3. Основной водный раствор стандартной пробы — N-ацетнлпей-
раминовой кислоты (50 мг /100 мл). 

Ход определения. В центрифужную пробирку наливают 1,0 мл 
сыворотки кровн и при осторожном ее встряхивании добавляют 1,0 мл 
раствора трихлоруксусной кислоты. Пробирку ставят точно на 5 мин 
в кипящую водяную баню, затем охлаждают (обычно путем помеще-
ния пробирки на 5 мин в ледяную баню или в холодную водопровод-
ную воду), центрифугируют 5 мин при 1000—2000 об/мни. К 0,4 мл 
отобранной надосадочиой жидкости доливают 5,0 мл уксусио-серио-
кислой смеси, и пробы повторно прогревают в кипящей водяной бане 
в течение 30 мин. При этом бесцветный раствор постепенно перехо-
дит в красно-фиолетовый. После охлаждения в ледяной воде (5 мин) 
или под крапом в струе холодной водопроводной воды пробы коло-
рнметрнруют. Определение ведут на ФЭКе с зеленым светофильтром 
в кювете с шириной слоя 10 мм. В качестве контрольной пробы ис-
пользуют раствор серной кислоты в ледяной уксусной кислоте (ре-
актив 2). Отсчет снимают по шкале оптических плотностей. Прн от-
сутствии стандартного раствора результат выражают в условных 
единицах, для чего полученную величину экстинкции умножают на 
1000 (иногда ответ дают непосредственно в значениях оптической 
плотности). Однако следует считать правильным выражение резуль-
татов в значениях концентрации N-ацетилиейрамнновой кислоты. 
В последнем случае расчет ведут по калибровочному графику или по 
формуле. 

Для получения данных к построению калибровочного графика 
из основного стандартного раствора N-ацетилнейраминовой кислоты 
готовят рабочие растворы (табл. 28). 

К растворам прибавляют по 5,0 мл уксуспо-ссрнокислого реак-
тива и обрабатывают их так же, как опытные пробы. 

Норма — 135—200 усл. ед., или 2,00—2,36 ммоль/л (прежние 
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I 
Тнбл. 28. Данные к построению калибровочной кривой 
для определения сиаловых кислот 

Рабочие стандартные растворы 

пробирок 
Основной стандарт-
ный раствор N-аце-

тнлиейрамнновой 
кислоты (мл) 

Дистиллиро-
ванная вода 

(мл) 

Концентрация N-ацетилней-
раминовой кислоты в пробе 

(мг/100 мл, ммоль/л) 

1 
2 
3 
4 
5 
6 

0 ,Ю 
0,15 
0,20 
0,25 
0,30 
0,40 

0,30 
0,25 
0,20 
0,15 
0 , 1 0 

25,0 0,80 
37,5 1,21 
50.0 1,61 
62,5 2,02 
75,0 2,42 

100,0 3,23 

значения — 62 мг/'ЮО мл — 73 мг /100 мл) N-ацетилпейраминовой 
кислоты. 

П р и м с ч а и н е. Кровь для анализа у обследуемого нужно брать на-
тощак, определение вести в тот же день. 

Определение сиаловых кислот 
в сыворотке крови по реакции 
с резорцином (по Свеннерхольму) 

Принцип. При добавлении трихлоруксусиой кислоты к сыворотке 
крови и последующем нагревании пробы происходит мягкий гидролиз 
гликопротеидов с отщеплением ацетил- и глнцнлпроизводных нейра-
миновой кислоты, которые затем вступают в реакцию с раствором ре-
зорцина (в солянокислой среде) с образованием хромогена синего 
цвета. 

Реактивы. 1. Резорциновый реактив. Готовят в мерной колбе на 
100 мл. 200 мг резорцина растворяют в 10 мл дистиллированной во-
ды, добавляют 80 мл концентрированной соляной кислоты ( р = 
= 1,19 кг/л) и 0,25 мл 0,1 моль/л раствора сернокислой меди (0,399 г 
безводного CuSO4 вносят в 25 мл дистиллированной воды). Полу-
ченный объем доводят водой до 100 мл. Реактив годен в течение 
месяца при хранении его в холодильнике. Его можно использовать 
не ранее чем через 4 ч после приготовления. 

2. Реактив для экстракции окрашенного продукта. 85,0 мл бутил-
ацетата смешивают с 15,0 мл бутилового спирта. 

3. Раствор трихлоруксусиой кислоты — 5 г/100 мл. 
4. Основной водный раствор N-ацетилнейраминовой кислоты — 

50 мг /100 мл. 1,0 мл этого стандартного раствора содержит 0,5 мг 
N-ацетилнсйраминовой кислоты. 

Ход определения. К 0,1 мл сыворотки прибавляют 1,9 мл раство-
ра трихлоруксусиой кислоты, содержимое пробирки смешивают, ги-
дролнзуют в кипящей водяной бане ровно 7 мин. За это время про-

7* 195 



неходит мягкий гидролиз белков сыворотки крови, приводящий к от-
делению тех сиаловых кислот, которые располагаются преимущест-
венно иа концевых участках углеводных простетических групп гли-
копротсидов. Смесь охлаждают (в проточной воде), фильтруют через 
бумажный фильтр. К 0,5 мл прозрачного фильтрата (что соответ-
ствует 0,025 мл сыворотки) добавляют 0,5 мл дистиллированной во-
ды. Для контроля берут 1,0 мл дистиллированной воды. В каждую 
пробирку доливают по 1,0 мл резорцинового реактива, и пробы по-
мещают на 15 мин в кипящую водяную баню (пробирки прикрывают 
пробками для уменьшения испарения), охлаждают, добавляют по 
3,0 мл бутилацетата (для экстракции). Пробирки встряхивают, остав-
ляют стоять на 15 мин для расслоения водной и органической фаз. 
Верхний окрашенный слой отсасывают и колорнметрнруют па ФЭКе 
с желтым светофильтром (длина волны — 575—590 нм) в кювете с 
толщиной слоя 5 мм. Результаты сравнивают с аналогичными данны-
ми контрольной пробы. 

Для построения калибровочного графика из стандартного рас-
твора N-ацетилнейраминовой кислоты готовят разведения (табл. 29). 

Из каждого рабочего стандартного раствора с указанной в табл. 
29 концентрацией берут 0,1 мл, вносят в пробирки, содержащие 
0,9 мл дистиллированной воды, в которые затем добавляют по 1,0 мл 
резорцинового реактива. Далее стандартные пробы обрабатывают 
так же, как опытные. 

В связи с тем что испытуемого раствора в стандартную пробу 
берут в четыре раза больше, чем в опытную (0,1 мл — в стандарт-
ную, 0,025 мл — в опытную пробу), для расчета концентрации опыт-
ной пробы концентрацию рабочего стандартного раствора соответст-
венно умножают на 4 (результаты этого пересчета приведены в 
табл. 29). 

Табл. 29. Данные к построению калибровочной кривой 
для определения сиаловых кислот 

Ni 
Ooiорной стан-

дартный раствор Дистиллиро-
Концентрация N-ацетилнейра-

миновой кислоты 

пробирок N-ацетнлнейра-
мнновой кисло-

ты (мл) 

ванна» 
вода (мл) в рабочем 

растворе 
(мг/100 мл) 

в опытной пробе 
(мг/100 мл, 

ымоль/л) 

1 0,1 0 ,9 5 20 0,65 
2 0 ,2 0 ,8 10 40 1,30 
3 0 ,3 0 ,7 15 60 1,95 
4 0,4 0 ,6 20 80 2,60 
5 0 ,5 0 ,5 25 100 3,23 

В норме концентрация сиаловых кислот в сыворотке крови рав-
на 2,00—2,36 ммоль/л (62—73 м г / 1 0 0 мл) N-ацетилнейраминовой 
кислоты, составляя в среднем 2,10 ммоль/л (65 м г / 1 0 0 мл). 

Преимущество данного метода перед многими другими в том, 
что в присутствии резорцина и C u + + синюю окраску раствора вызы-
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i;тот только сиаловые кислоты, тогда как глюкоза, маниоза, галак-
тоза и фруктоза образуют продукты желтого цвета, остающиеся в 
подмой среде при экстракции синего хромогена смесью бутилацетата 
с бутанолом. 

Недостатком способа Свеннерхольма является небольшая устой-
чивость окрашенного комплекса: в течение 1 ч интенсивность окрас-
ки снижается на 10 %• 

Клинико-диагностическое значение исследования 
сиаловых кислот в сыворотке крови 

Количество сиаловых кислот в крови резко увеличивается при 
опухоли головного мозга, инфаркте миокарда. Оно возрастает так-
же при туберкулезе, раке, эндокардите, лейкемии, лимфогранулемато-
зе, нефрозе, остеомиелите и других заболеваниях. У больных с актив-
ным туберкулезом, например, содержание сиаловых кислот составля-
ет 5,74 ммоль/л, с подострым бактериальным эндокардитом — 
3,30 ммоль/л, с далеко зашедшей раковой опухолью — 4,58 ммоль/л. 
Увеличивается концентрация рассматриваемого показателя также при 
патологических состояниях, связанных с поражением паренхимы пе-
чени, коллагепозах и некоторых других, протекающих с деструкцией 
соединительной ткани. 

Снижение содержания сиаловых кислот отмечается у больных с 
пернициозиой анемией, гемохроматозом, болезнью Вильсона и деге-
неративными процессами в центральной нервной системе. 

В моче сиаловые кислоты обнаруживаются лишь при протеину-
рин, 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
МЕТАБОЛИТОВ УГЛЕВОДНОГО ОБМЕНА 

К наиболее важным в диагностическом отношении метаболитам 
углеводного обмена следует отнести пировнноградную н молочную 
кислоты. 

Пнровиноградная кислота (ПВК) образуется в тканях в процес-
се распада углеводов (глюкозы и гликогена), ряда аминокислот (ала-
нина, серина, цистеина и других), а также при дегидрировании мо-
лочной кислоты. Пнровиноградная кислота может превращаться в 
ацетилкоэпзим А, окисление которого в цикле трикарбоиовых кислот 
обеспечивает синтез АТФ. 

Она принимает участие в биосинтезе ацетилнейраминовой кисло-
ты, глюкозы, гликогена. Пнровиноградная кислота имеет большое зна-
чение для обмена веществ в центральной нервной системе. 

Наиболее чувствительны и специфичны ферментативные методы 
определения пировииоградной и молочной кислот. Однако для их про-
ведения требуется кристаллический фермент лактатдегидрогеназа, а 
также сложное оборудование (спектрофотометр). Поэтому в неко-
торых случаях наряду с энзимными могут быть рекомендованы и 
менее сложные неферментативные способы исследования пировиио-
градной или молочной кислот. 

Учитывая это, мы наряду с простым (по П. М. Бабаскнну, 1976) 
методом определения ПВК предлагаем и ферментативные способы 
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установления пировииоградной и молочной кислот. Последние можно 
выполнять с применением наборов реактивов фирмы ГДР — пируват-
тест, «Fermognost» и ФРГ — «Бериигер». 

Определение пировииоградной кислоты 
в крови модифицированным методом Умбрайта 

Принцип. Пировиноградная кислота крови конденсируется с 2,4-
динитрофенилгидразнном с образованием гидразона, который в ще-
лочной среде дает коричнево-красный цвет раствора. По интенсивно-
сти его окраски судят о содержании пировииоградной кислоты. 

Основные отличия предлагаемого метода от оригинального за-
ключаются в том, что пировнноградиую кислоту исследуют непосред-
ственно в безбелковом центрифугате крови, а ие в толуоловом экс-
тракте. 

Реактивы. 1. Раствор трихлоруксусной кислоты (ТХУ) — 
10 г /100 мл. 

2. Раствор 2,4-динитрофенилгидразина (ДНФГ). 50 мг реактива 
растворяют в 10 мл концентрированной соляной кислоты при слабом 
подогревании смеси. Объем раствора доводят дистиллированной во-
дой до 50 мл. Хранят в холодильнике. 

3. Раствор едкого натра — 12 г /100 мл. 
4. Пировииограднокислый натрий (пируват натрия). 
Ход определения. Из пальца берут 0,3 мл крови и смешивают в 

центрифужной пробирке с 0,7 мл дистиллированной воды. К гемоли-
зату приливают 1 мл раствора ТХУ, перемешивают стеклянной па-
лочкой и через 2—3 мни центрифугируют при 1500 об в течение 
15 мин. Надосадочную жидкость полностью сливают в пробирку, к 
ней прибавляют 0,4 мл раствора ДНФГ, содержимое пробирки смеши-
вают н иа 20 мин помещают в темное место прн комнатной темпера-
туре. По истечении этого срока в пробирку приливают 1 мл раство-
ра едкого натра и через 5 мин определяют на ФЭКе оптическую 
плотность окрашенного реактива. В качестве компенсационной жид-
кости берут контрольный раствор, который готовят так же, как опыт-
ный, только вместо крови используют воду. Колорнметрнруют пробы 
иа ФЭКе с синим светофильтром в кюветах с шириной слоя 5 мм. 
Количество пировииоградной кислоты в исследуемой пробе рассчиты-
вают по калибровочной кривой. 

Калибровочную кривую строят исходя из того, что 1 ммоль ПВК 
соответствует 88 мг, а в норме в крови содержится до 0,114 ммоль/л 
(114 мкмоль/л, 1 мг /100 мл), а именно: 0,0456 ммоль/л 
(45,6 мкмоль/л, 0,4 мг /100 мл)—0,0912 ммоль/л (91,2 мкмоль/л, 
0,8 мг /100 мл). 

Концентрация пировииоградной кислоты в крови новорожденных 
втрое превышает таковую в кровн здоровых людей. 

Определение пировииоградной кислоты 
энзимным методом 

Принцип метода. Пировиноградная кислота под влиянием лак-
татдегидрогеназы (ЛДГ) восстанавливается в молочную. При этом 
происходит окисление восстановленного никотинамидадениидину-
клеотида (НАД • II2): 
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Пнруват+ИАД • H2 I i ^ L-лактат+НАД 
Равновесие этой реакции сильно сдвинуто вправо. При рН 6,9 

превращение НАД» H2 в НАД практически протекает до конца реак-
ции и эквнмолекулярно превращению пирувата в лактат. Так как 
для восстановления 1 моль пировииоградной кислоты расходуется 
1 моль НАД • H2, то по изменению оптической плотности реакционной 
смеси при длине волны 340, 334 или 366 им можно судить об убыли 
НАД • H2, следовательно, и о концентрации пировииоградной кислоты. 

Реактивы. 1. 1,1 моль/л раствора К2НРО4. 
2. 3 • 10-3 моль/л раствора НАД • H2. 
3. Лактатдегидрогеназа — 0,75 мг/мл. 
4. 0,6 моль/л раствора HClO4. 
Ход определения. 0,5 мл венозной крови, взятой без наложения 

жгута, вносят в центрифужную пробирку, в которой находится 1 мл 
охлалсденного до O0C раствора HClO4. Через 5 мин смесь центрифу-
гируют при 3000 об/мии в течение 10 мин. Затем 0,6 мл центрнфугата 
смешивают с 0,4 мл реактива 1, па протяжении 10 мин пробирка 
должна находиться в ледяной бане. Выпавший осадок KClO4 отделя-
ют центрифугированием. Нейтрализованный цеитрифугат доводят до 
температуры + 2 5 0C, после чего в прямоугольную кварцевую кювету 
спектрофотометра с шириной слоя 10 мм доливают последовательно 
0,7 мл нейтрализованного центрнфугата, 0,02 мл раствора НАД • H2 
(реактив 2) и измеряют оптическую плотность реактива при 366 нм 
(Ei). Затем в кювету добавляют 0,02 мл раствора ЛДГ (реактив 3), 
содержимое ее тщательно перемешивают стеклянной палочкой и че-
рез 2 мин снова измеряют оптическую плотность (E2). 

Количество пировииоградной кислоты в крови (мкмоль пирува-
та/л) рассчитывают по разнице экетинкций, умноженной на коэф-
фициент 1525: 

(Ei—E2) • 1525= мкмоль пирувата/л. 
Коэффициент 1525 получают исходя из следующего: 6 ,8—пере-

счет 0,147 мл крови иа 1 мл; 0,74 — пересчет объема раствора, имею-
щегося в кювете (0,74 мл), иа 1 мл; 303,0 — коэффициент молярной 
экстинкции для НАД-H2 при 366 нм. В случае, если оптическая плот-
ность замеряется при других длинах волн (334 или 340 нм), исполь-
зуют иные значения коэффициента молярной экстинкции. 

Норма — 89,1 ±6,29 мкмоль пирувата/л крови, или (что то же) 
около 0,089 ммоль/л. 

Клинико-диагностическое значение исследования 
пировииоградной кислоты в крови 

Содержание пировииоградной кислоты в кровн увеличивается 
при недостатке тиамина в организме, при болезни печени, сахарном 
диабете, гиперфункции гипофнзарно-адреналовой системы. Количест-
во пировииоградной кислоты возрастает после введения больным не-
которых лекарственных веществ — камфоры, стрихнина, адреналина. 

При больших физических нагрузках концентрация пировииоград-
ной кислоты увеличивается до 0,570 ммоль/л. 

В спинномозговой жидкости содержание пировииоградной кисло-
ты резко повышается после травматических заболеваний, при воспа-
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лителышх процессах — менингите, абсцессе мозга. При наркозе со-
держание пировииоградной кислоты в крови несколько снижается. 

Все факторы, обусловливающие увеличение концентрации ПВК, 
обычно приводят к возрастанию уровня молочной кислоты. 

Определение молочной кислоты 
энзимным методом 

Молочная кислота, будучи конечным продуктом гликолиза и 
глпкогенолпза, образуется в организме в результате восстановления 
пировииоградной кислоты в анаэробных условиях. 

С током крови она поступает в печень, где снова может быть 
превращена в глюкозу или гликоген. 

Принцип метода. Принцип энзнматнческого установления молоч-
ной кислоты основан иа дегидрировании лактата лактатдегидрогена-
зой в присутствии НАД: 

ЛДГ 
L-лактат - f НАД ~ * Пируват - f НАД • Ha. 

По количеству образовавшегося НАД -H2 , определенного спек-
грофотометрически, судят о содержании молочной кислоты, так как 
реакция протекает стехиометрически — 1 моль НАД на ! моль мо-
лочной кислоты дает 1 моль НАД H2. 

Реактивы. 1. 0,5 моль/л глицин-гидразинового буфера, рН 9,0. 
2. 0.027 моль/л раствора НАД. 
3. Лактатдегидрогеназа — 2 мг/мл. 
4. 0,6 моль/л раствора HClO4. 
Ход определения. 0,5 мл венозной крови, взятой без жгута, вно-

сят в центрифужную пробирку, в которой находится 1 мл охлаж-
денного до 0 aC раствора HClO4. Через 5 мин смесь центрифугируют 
при 3000 об/мин в течение 10 мин. Затем 0,1 мл безбелкового центри-
фугата смешивают с I мл глицин-гидразинового буфера (реактив 1), 
0,02 мл раствора ЛДГ (реактив 3) и 0,1 мл раствора НАД (реак-
тив 2). Инкубация — I ч при + 2 5 °С. Оптическую плотность изме-
ряют с помощью спектрофотометра в кювете с толщиной слоя 10 мм 
(длина волны 366 им). Компенсационной жидкостью служит биди-
стиллироваиная вода. 

Для каждой серии определений ставят контрольную пробу, в 
которой исследуемую жидкость (0,1 мл цеитрифугата) заменяют 
0,1 мл раствора разведенной HClO4 (1 объем 0,6 моль/л HClO4 и 
I объем бидистнллированной воды). 

Разница оптической плотности между опытной (Еоп ) и контроль-
ной (Ек. ) пробами дает ДЕ. Количество молочной кислоты в крови 
устанавливают по формуле: 

Д E-10535 
!ООО = Д E • 10,535 = ммоль/л крови. 

Коэффициент 10 535 рассчитывают исходя из следующего: 28,5 — 
пересчет на 1 мл крови; 1,22 — пересчет объема раствора, имеюще-
гося в кювете (1,22 мл), на 1 мл; 303,0 — коэффициент молярной 
экстинкции для Н А Д - H 2 при 366 им; 1000 — коэффициент пересчета 
мкмоль в ммоль. 

Норма — 1,035±0,072 ммоль лактата/л крови. 
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Клинико-диагностическое значение определения 
молочной кислоты в крови 

Интенсивные и продолжительные мышечные нагрузки как при 
физиологических, так и при патологических состояниях (эпилепсия, 
тетания, столбняк, другие судорожные состояния) приводят к резко-
му увеличению концентрации молочной кислоты. Возрастание уровня 
молочной кислоты наблюдается также при острых гепатитах (осо-
бенно в терминальных стадиях цирроза печени), злокачественных но-
вообразованиях, гипокспях, связанных с сердечной и легочной недо-
статочностью, анемиях и прочих заболеваниях. 

Г л а в а IX 
МЕТОДЫ ИЗУЧЕНИЯ ОБМЕНА ЛИПИДОВ 

Основным биологическим материалом, используемым для осу-
ществления биохимической диагностики заболеваний с нарушением 
обмена липидов, является кровь больного. Ее главные липидные ком-
поненты: свободный и эстерифицированный холестерин, фосфолипи-
ды, триацилглицерины, неэстернфицироваиные жирные кислоты. Пе-
речисленные липиды находятся в крови не только в свободном со-
стоянии, но и в форме соединений, связанных с белком, то есть ли-
пидно-белковых комплексов (липопротеидов). 

Так называемые общие липиды объединяют в себе сумму всех 
липидов, содержащихся в плазме или сыворотке крови (холестерин, 
фосфолнпиды, триацилглицерины, жирные кислоты и другие). 

ИССЛЕДОВАНИЕ ОБЩИХ ЛИПИДОВ И ИХ ФРАКЦИЙ 

Для количественного определения общих липидов в сыворотке 
крови предложено много способов, среди которых можно выделить 
следующие группы. 

Гравиметрические методы, состоящие в экстракции липидов сы-
воротки каким-либо растворителем, очистке липидиого экстракта, вы-
сушивании и взвешивании сухого остатка иа аналитических весах. 
Эти методы точны, однако весьма сложны, требуют определенных 
навыков, большого количества исходного материала, оборудования, 
времени. В более простых модификациях гравиметрических методов 
ошибка достигает 10—20 %. 

Окислительные методы, в которых используется окисление липи-
дов бихроматом калия или хромовой кислотой с последующим тит-
рометрическнм либо колориметрическим исследованием. Они осуще-
ствляются при условии высокой техники исполнения и исключитель-
ной чистоты во время проведения исследования. 

Методы, основанные на свойстве липидов сыворотки избиратель-
но окрашиваться Суданом черным. Они удобны, просты, технически 
несложны, но отличаются плохой воспроизводимостью. 

Методы, базирующиеся на сравнении степени мутности стандарт-
ного и исследуемого растворов. В нефелометрических способах (Кин-
кель с соавт., 1948) общие липиды определяют при взаимодействии 
сыворотки и реактива, состоящего из фенола и хлористого натрия. 
По точности метод приближается к гравиметрическому. 
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Методы, в которых Используется описанная в 1937 г. Чабролом 
H Чаропатом цветная реакция продуктов распада ненасыщенных ли-
пидов с реактивом (включающим в себя ванилин, фосфорную и сер-
ную кислоты). 

Механизм реакции заключается в следующем: ненасыщенные 
липнды реагируют с серной кислотой при нагревании смеси с обра-
зованием карбониевого аниона; фосфорная кислота эстерифнцирует 
ОН-группу ванилина; карбониевый нон взаимодействует с активиро-
ванной карбонильной группой фосфата ванилина, в результате реак-
ции получается стабилизированный окрашенный комплекс. Зольнер 
и Кирш в 1962 г. предложили основанный на этой реакции метод оп-
ределения липидов в сыворотке крови, который в дальнейшем был 
усовершенствован 10. А. Барышковым с соавт., Кнайтом с соавт. и 
другими исследователями. 

Большинство авторов, применяющих для установления концент-
рации общих липидов реакцию с сульфофосфованилиновым реакти-
вом, отмечает, что рассматриваемая реакция высокочувствительна и 
технически проста. Метод дает достаточно воспроизводимые резуль-
таты. Он наиболее пригоден для использования в широкой лабора-
торной практике. Поэтому из всех существующих способов определе-
ния общих липидов в сыворотке крови в качестве унифицированного 
принята описанная ниже модификация двух методов: Зольнера и 
Кирша (1966), Кнайта с соавт. (1972). На реакции с сульфофосфо-
ванилиновым реактивом базируется метод, который выполняют с 
применением диагностических наборов реактивов (фирма «Лахема», 
ЧССР). 

Определение общих липидов 
в сыворотке крови по цветной реакции 
с сульфофосфованилиновым реактивом 

Принцип. Продукты распада ненасыщенных липидов образуют 
с реактивом, состоящим из серной, ортофосфорной кислот и ванили-
на, соединение, интенсивность окраски которого пропорциональна 
содержанию общих липидов в сыворотке крови. 

Реактивы. 1. Серная кислота (концентрированная) для пробы 
Саваля. 

2. Ортофосфорная кислота, концентрированная. 
3. 0,6 г/100 мл водный раствор ванилина. 0,6 г ванилина раство-

ряют в небольшом количестве дистиллированной воды при нагрева-
нии смеси на водяной бане. После охлаждения объем доводят до 
100 мл. Раствор стабилен, если хранить его при комнатной темпера-
туре. 

4. Фосфорпованилнповая смесь. 4 части концентрированной орто-
фосфорной кислоты смешивают с 1 частью 0,6 г/100 мл раствора ва-
нилина. Смесь храпят в посуде из темного стекла прн комнатной 
температуре. 

5. Хлороформ х. ч. или для наркоза. 
6. Основной (12,0 г/л) стандартный раствор триолеина. На ана-

литических весах взвешивают в бюксе 1200 мг триолеина, навеску 
переносят в мерную колбу иа 100 мл и доводят объем хлороформом 
до метки. Раствор держат в холодильнике в посуде из темного стек-
ла с притертой пробкой. 
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Ход определения. Опытная проба. К 0,05 мл сыворотки прибав-
ляют 2,5 мл концентрированной серной кислоты. Содержимое про-
бирки тщательно перемешивают и помещают на 10 мин в кипящую 
водяную баню. Пробирку вынимают и сразу же охлаждают водо-
проводной водой до комнатной температуры. Из пробирки отбирают 
0,2 мл смеси, которую переносят в другую пробирку, содержащую 
3 мл фосфорнованилнновой смеси. После тщательного перемешива-
ния пробы оставляют на 45 мин в темноте при комнатной температу-
ре. Экстиикцию измеряют на фотоэлектроколорпметре с зеленым све-
тофильтром (длина волны 500—560 нм) в кювете с толщиной слоя 
5 мм. Результаты сравнивают с аналогичными данными контрольной 
пробы. 

Контрольную пробу ставят так же, как опытную, но вместо сы-
воротки берут 0,05 мл воды. 

Расчет производят по калибровочному графику или по формуле 
(норма — 4,0—8,0 г/л). 

Для получения данных на построение калибровочного графика 
из основного раствора готовят рабочие стандартные растворы 
(табл. 30). 

Табл. 30. Данные к построению калибровочного графика 
для определения общих липидов в сыворотке крови 

№ Основной стандартный Хлороформ Концентрация общих 
пробирок раствор триолеина (мл) (мл) липидов (г/л) 

I 0,17 0,83 2 ,0 
2 0,33 0,67 4 ,0 
3 0,50 0,50 6,0 
4 0,67 0,33 8,0 
5 0,83 0,17 10,0 
6 1,00 — 12,0 

П р и м е ч а н и я : i. Исследование проводить у больного натощак. 
2. Сыворотку можно хранить в холодильнике в течение 3—6 дней (не 

замораживая ее). 
3. При концентрации общих липидов выше 12,0 г/л сыворотку следует 

развести дистиллированной водой, а полученный по калибровочной кривой 
или по формуле результат нужно умножить на цифру разведения. 

4. Посулу, применяемую для определения общих липидов, нужно мыть 
отдельно. Необходимо тщательно прополоскать ее дистиллированной водой 
и спиртом. 

Из каждого разведения берут по 0,05 мл рабочего стандартного 
раствора и далее пробы обрабатывают так же, как опытные. Поль-
зуясь найденными данными, строят калибровочный график. Прямая 
зависимость между содержанием общих липидов и оптической плот-
ностью сохраняется до 12 г/л. 

Расчет по формуле: 
общие липиды ( г /л )= Е 0 п. / ЕСт. • CCT., 

где E—экстинкция опытных и стандартных проб; С — концентрация 
основного стандартного раствора (12,0 г/л). 
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Клинико-диагностическое значение определения 
общих липидов в сыворотке крови 

Как физиологическое явление увеличение содержания липидов в 
крови (гиперлипемия) наступает через 1—4 ч после принятия обсле-
дуемым пищи. Оно выражено тем сильнее, чем ниже уровень липи-
дов в крови больного натощак. 

Концентрация липидов в крови изменяется при целом ряде па-
тологических состояний. Так, у больных с диабетом наряду с гипер-
гликемней отмечается резко выраженная гиперлипемия (нередко до 
10,0—20,0 г/л). При липоидном нефрозе содержание липидов в кро-
ви достигает еЩе более высоких ц и ф р — д о 10,0—50,0 г/л. Гиперли-
пемия— постоянное явление у больных с билиарным циррозом пече-
ни и у больных с острым гепатитом (особенно в период желтухи). По-
вышенное содержание липидов в крови, как правило, обнаруживает-
ся у лиц, страдающих острым или хроническим нефритом, в случае, 
если заболевание сопровождается отеками. 

Содержание общих липидов в сыворотке крови увеличивается 
прн эссенциальной гнперлипемии, ожирении, атеросклерозе, часто у 
больных ишемической болезнью сердца, а также при гипотиреозе, 
панкреатите, злоупотреблении алкоголе и. 

Для разделения общих липидов на составляющие их компонен-
ты весьма удобно использование методов тонкослойной хроматогра-
фии. Однако необходимость в приготовлении пластин с тонким сло-
ем снликагеля и сложность учета выделяемых фракций сдерживают 
их широкое применение в клииико-диагпостических лабораториях. 
Поэтому для определения фракций липидов большое распростране-
ние получили различные химические методы. 

Из всех компонентов липидного спектра сыворотки крови наи-
больший интерес представляет исследование содержания общего хо-
лестерина и его эстсрифицированной формы. 

ХОЛЕСТЕРИН 

Холестерин представляет собой вторичный одноатомный арома-
тический спирт (З-окси-5-холестенен), в молекуле которого имеет-
ся общее всем стеринам полициклическое ядро циклопеитанпергид-
рофеиаптреиа. 

On обнаруживается во всех тканях и жидкостях человеческого 
организма как в свободном состоянии, так и в виде сложных его 
эфиров — соединений спиртовой группы холестерина с жирными кис-
лотами (преимущественно ненасыщенными, например, линолевой). 

В сыворотке он находится главным образом в P- и пре-р-лиио-
протеидах, причем 60—70 % его представлено в форме сложных эфи-
ров; 30—40 % холестерина неэстерифицировано. 

Свободный и эстернфицированный холестерин составляет фрак-
цию общего холестерина. 

Методы определения общего холестерина подразделяются иа: 
1. Колориметрические. Насчитывается около 150 колориметриче-

ских способов, в основе которых лежат следующие реакции образова-
ния цветных комплексов: 

1) реакция Либермаиа—Бурхарда (Либермаи, 1885; Бурхард, 
1890), прн которой холестерин, взаимодействуя с уксусным ангид-
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ридом, уксусной и концентрированной серной кислотами, дает изу-
мрудно-зеленое окрашивание раствора; 

2) реакция Калиани—Златкиса—Зака, заключающаяся в появле-
нии фиолетового окрашивания раствора при реакции холестерина с 
хлорным железом, уксусной и серной кислотами; 

3) реакция Чугаева (Л. Чугаев, 1900), для которой характерно 
возникновение красного окрашивания в ходе взаимодействия холес-
терина с ацетилхлоридом и хлористым цинком; 

4) реакция Биоля и Крофта — появление красного окрашивания 
раствора при реакции холестерина с персульфатом калия, уксусной 
и серной кислотами. 

5) реакция Ригли (1964) —образование комплекса фиолетового 
цвета в ходе взаимодействия холестерина с реактивом, состоящим из 
серной кислоты и метилового спирта. 

II. Нефелометричеекие методы, основанные на сравнении степени 
мутности стандартного и исследуемого растворов. 

III. Титрометрические методы. 
IV. Гравиметрические методы. 
V. Флюориметрические методы (по реакции с о-фталевым альде-

гидом и другими реактивами). Часто используются как конечный 
этап ферментативного (каталазпого) способа определения общего 
холестерина. 

VI. Хроматографические методы, в том числе способ газожидко-
стной хроматографии. Последний был предложен как референтный 
(Ambert с соавт., 1976) для исследования общего и свободного холе-
стерина в плазме. Характеризуясь специфичностью, простотой испол-
нения и требуя небольшого количества биологической жидкости, он с 
успехом может применяться в педиатрической практике. 

VII. Полярографические методы, позволяющие определять об-
щий и свободный холестерин в присутствии ферментов холестеролок-
сидаз и холестеролэстераз. Они могут использоваться для специаль-
ных исследований и в педиатрической практике. 

VIII. Ферментативные методы, в которых в качестве основных 
реактивов применяются энзимы холестеролоксидаза, холестеролэсте-
раза, пероксидаза и индикаторы протекания реакции (4-гидроксибен-
зоат, 4-амннофеназои и другие). Наряду с пероксидазиыми исполь-
зуются и каталазные способы. Ферментные методы, будучи наиболее 
специфичными, отличаются хорошей воспроизводимостью результа-
тов, быстротой и простотой проведения анализа, но требуют для ис-
полнения дорогостоящих реактивов. Большим их достоинством явля-
ется возможность применения для реакции всего лишь 5 мкл сыво-
ротки, а также то, что для реакции не нужны агрессивные жидкости 
(H2SO4, уксуспая кислота, уксусный ангидрид и другие). В послед-
ние годы ферментативный метод исследования общего холестерина, 
как и экстракционный колориметрический, используется для автома-
тизированного его определения на центрифужном анализаторе. Фир-
ма «Берингер» поставляет соответствующие наборы реактивов. Ros-
chlau с соавт. (1974) предложили простои ферментный способ уста-
новления концентрации общего холестерина, основанный на следую-
щем принципе. Под влияписм холестеролэстеразы общий холестерин 
превращается в свободный. При этом выделяются жирные кислоты. 
Под действием холестсролоксидазы свободный холестерин окисляет-
ся в холестеиои. При добавлении каталазы или пероксидазы обра-
зуется формальдегид, который реагирует с иоиамн аммония и аце-
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тилацетопом с образованием соединения, оптическую плотность ко-
торого измеряют при 450 нм. 

Для определения общего холестерина в кл ииико-д и агностических 
лабораториях применяются главным образом колориметрические ме-
тоды, базирующиеся на реакциях Либермаиа—Бурхарда и Калиаии— 
Златкиса—Зака. 

Методы, состоящие в использовании предложенной около 80 лет 
тому назад реакции Либермаиа—Бурхарда, условно можно разделить 
на непрямые и прямые. Непрямые способы (Энгсльгардта—Смир-
новой, Раппопорта — Энгельберга) получили такое название потому, 
что исследование холестерина по ним проводится лишь после извле-
чения из сыворотки холестеринового экстракта. 

Методы с предварительной экстракцией общего холестерина изо-
пропанолом и последующим проведением цветной реакции в ряде 
стран применяются как референтные (ручной метод AbeIl и автома-
тизированный способ определения холестерина на автоанализаторе 
фирмы «Techicon А. А. II». 

В прямых же методах холестерин предварительно не экстрагиру-
ется, а цветная реакция осуществляется непосредственно с сыворот-
кой крови. Из них заслуживают внимания методы Илька, Мрскоса — 
Товарека и Златкиса — Зака. Из химических способов более надеж-
ны методы, базирующиеся на реакции Зака, так как окрашивание, 
образующееся в реакции Либермаиа — Бурхарда, нестабильно. 

Методы Илька и Мрскоса — Товарека равнозначны по точности 
результатов и техническому исполнению для применения в клинико-
диагностических лабораториях лечебно-профилактических учрежде-
ний. В качестве основного унифицированного (наряду с методом, в 
котором используется реакция Златкиса — Зака) утвержден способ 
определения холестерина по Ильку. 

За рубежом большее распространение получил способ исследо-
вания холестерина по AbelI с соавт. (1958). Данный метод предло-
жен американским обществом клинических химиков ВОЗ для всех 
стран в качестве стандартного метода определения содержания хо-
лестерина. Он, наряду с автоматизированным установлением кон-
центрации холестерина на автоанализаторе «Techicon А. А. II», ис-
пользуется для выполнения эпидемиологических исследований в кар-
диологических центрах нашей страны. Этот колориметрический метод 
по сравнению со способом Илька дает более точные результаты. Так, 
по данным К. И. Розенцвейга, при исследовании холестерина по Иль-
ку получаются завышенные на 10—15% результаты. В. В. Белов 
(1979) показал, что при определении холестерина по Ильку резуль-
таты оказываются иа 6,5 % выше по сравнению с данными исследо-
вания холестерина по AbeIl. Это обстоятельство важно учитывать 
при фенотнпнроваиии гиперлипопротеидемий. 

Метод определения общего холестерина 
в сыворотке крови, основанный 
на реакции Либермана — Бурхарда (метод Илька) 

Принцип. Холестерин в присутствии уксусного ангидрида и сме-
си уксусной и серной кислот дает зеленое окрашивание раствора. 

Реактивы. 1. Реактив Либермаиа — Бурхарда, представляющий 
.смесь одной части ледяной уксусной кислоты, пяти частей уксусного 
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ангидрида и одной части концентрированной серной кислоты, выдер-
живающей пробу Саваля. Ввиду того что реакция протекает с выде-
лением тепла, колбу постоянно охлаждают, а серную кислоту доба-
вляют в нее в последнюю очередь, очень медленно, при постоянном 
помешивании содержимого. Полученная смесь должна быть прозрач-
ной, бесцветной или слегка желтоватой. Ее переливают в склянку из 
темного стекла с притертой пробкой и хранят в холодильнике. При не-
соблюдении последовательности добавления реактивов и без охлаж-
дения колбы смесь получается темно-желтой и, следовательно, непри-
годна к употреблению. 

2. Стандартный раствор холестерина (4,7 ммоль/л). На анали-
тических весах отвешивают 180 мг холестерина, навеску растворяют 
в 2,5 мл хлороформа, количественно полностью переносят в мерную 
колбу емкостью 100 мл, объем которой доводят до метки абсолют-
ным этиловым спиртом. Приготовленный раствор хранят в склянке 
из темного стекла с притертой пробкой (с дополнительной гермети-
зацией парафином) в холодильнике. 1 мл его содержит 1,8 мг хо-
лестерина. Раствор нестойкий. 

3. Абсолютный этиловый спирт. Для абсолютирования этанола 
используют безводный сульфат меди, который получают прокалива-
нием кристаллической соли (медного купороса) при +120 0C в су-
шильном шкафу при периодическом ее перемешивании. Безводный 
сульфат меди хранят в герметически закрытых банках. Порошок 
сернокислой меди заливают 96 ° этиловым спиртом и оставляют на 
3—4 дня. Ежедневно раствор перемешивают. Находящиеся в осадке 
частицы со временем приобретают синий цвет (за счет образования 
кристаллогидратов). Затем спирт сливают и засыпают новой порцией 
безводного сульфата меди. Это все продолжают до тех пор, пока 
цвет осадка не будет изменяться. Спирт сливают и фильтруют. 

4. Хлороформ х. ч. или для наркоза. 
Ход определения. К 2,1 мл реактива Либермаиа — Бурхарда (1) 

осторожно, очень медленно добавляют 0,1 мл нсгемолизованной сы-
воротки так, чтобы она стекала по стенке пробирки. Пробирку при 
этом энергично встряхивают 10—12 раз, после чего термостатируют 
20 мин при + 3 7 °С. Затем смесь колорнметрируют на ФЭКе с крас-
ным светофильтром (длина волны 630—690 нм) в кювете с шириной 
слоя 5 мм. Показатели экстинкции учитывают в сравнении с таковы-
ми контрольной пробы (реактива 1). 

Для построения калибровочного графика из стандартного раст-
вора холестерина готовят ряд разведений (табл. 31). 

Полученные стандартные пробы обрабатывают так же, как и 
опытные, то есть энергично встряхивают, помещают в термостат, пос-
ле чего колорнметрируют. Калибровочный график строят по цифрам 
жстннкций, найденным в результате колориметрии стандартных раст-
воров. 

Для перевода велнчипы содержания холестерина в стандартной 
пробе, вырал*еиной в мг, в прежние значения концентрации 
(мг/100 мл) общее количество холестерина, заключенное в каждой 
из стандартных проб, умнол<ают на 1000, так как берут сыворотку в 
опыт в объеме 0,1 мл, а расчет ведут на 100 мл указанной сыворот-

II. Для представления значений концентрации в размерносп 
ммоль/л полученный результат (в мг/100 мл) умножают на коэффи-
циент 0,026. Содержание холестерина выралсают также в г/л, что 
менее предпочтительно. 
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Табл. 31. Данные к построению калибровочного графика 
для определения холестерина 

№ 
пробирок 

Объем стандарт-
ного раствора 

холестерина (мл) 

Объем 
реактива 

1 (мл) 

Количество 
холестерина 
в пробе (мг) 

Концентрация 
холестерина 

(мг/100 мл, ммоль/л) 

1 0,05 2,15 0,09 90 2 ,3 
2 0,10 2,10 0,18 180 4 ,7 
3 0,15 2,05 0,27 270 7 ,0 
4 0,20 2,00 0,36 360 9 ,3 
5 0,25 1,95 0,45 450 11,6 

П р и м е ч а н и я : 1. Все пробирки и пипетки следует содержать сухими. 
2. Сыворотка кровн не должна иметь следов гемолиза. 
3. Появление мути может быть вызвано только наличием водЫ в реак-

тиве или в посуде. 
4. Сыворотку нужно добавлять очень медленно, по стенке пробирки — 

только тогда получается чистое изумрудное окрашивание раствора. При 
быстром приливаннн сыворотки появляется примесь желтого цвета и в свя-
зи с этим возникают более высокие зпаченпя экстинкции. 

5. Смесь необходимо термостатировать (как это рекомендует Ильк), а не 
оставлять при комнатной температуре на 20 мин, » противном случае мо-
гут получиться более низкие показатели оптической плотности. 

Содержание холестерина в сыворотке крови, определяемое этим 
методом, в норме составляет 3,0—6,2 ммоль/л (в среднем — 
4,3 ммоль/л). Более подробно эти сведения изложены в подразделе 
«Клинико-диагностическое значение исследования холестерина в сы-
воротке (плазме) кровн». 

Метод определения холестерина по Abell 

Принцип метода. Холестерин, как свободный, так и эфпрносвя-
занный, экстрагируется петролейным эфиром. При взаимодействии с 
уксусным ангидридом, уксусной и серной кислотами (реактив Ли-
бермана — Бурхарда) холестерин в результате дегидрирования, суль-
фонирования и полимеризации превращается в окрашенный комп-
лекс. Концентрацию полученного таким образом хромогена устанав-
ливают но величине его оптической плотности. Поскольку развитие 
окраски со свободным холестерином идет более последовательно, чем 
с его эфирами, для повышения точности анализа применяют предва-
рительный гидролиз эфиров холестерина до холестерина. 

Реактивы. 1. Абсолютный этиловый спирт. Получают способом, 
описанным для определения холестерина по Ильку (см. предыдущий 
метод) и перегоняют. 

2. Петролейпып эфир после перегонки (фракция с температурой 
кипения +65—68 eC), можно также использовать фракции с более 
низкой температурой кипения ( + 4 0 — 6 0 0 C ) . Вместо петролейного 
эфира допустимо применение гексана. 

3. Ледяная уксусная кислота. 
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4. Серная кислота для пробы Саваля или х. ч. 
5. Уксусный ангидрид. 
6. Раствор KOH (10 г KOH растворяют в 20 мл дистиллирован-

ной воды). 
7. Раствор спиртовой щелочи. Готовят непосредственно перед 

определением путем смешивания 6 мл раствора KOH (реактив 6) и 
94 мл абсолютного этанола. 

8. Стандартный раствор холестерина (40 мг/100 мл; 
1,03 ммоль/л). Перед его приготовлением холестерин перекристалли-
зовывают 4 раза из абсолютного этилового спирта и высушивают 
до постоянного веса. 100 мг холестерина растворяют в 250 мл абсо-
лютного этанола. Храпят прн + 4 0C несколько месяцев. 

9. Модифицированный реактив Либермаиа — Бурхарда. 20 объ-
емных частей уксусного ангидрида, помещенного в стеклянную кол-
бу, охлаждаются в ледяной бане до температуры ниже + Ю ° С . За-
тем в колбу добавляют по каплям 1 объем концентрированной сер-
ной кислоты, смесь хорошо перемешивают и оставляют в ледяной 
бане на 10 мин. После этого в колбу доливают 10 объемных частей 
ледяной уксусной кислоты, содержимое опять хорошо перемешивают 
и иагревают до комнатной температуры. Реактив следует использо-
вать в течение часа. 

Ход определения состоит из следующих этапов: 1) гидролиз. 
0,5 мл плазмы кровн помещают в пробирку с хорошо притертой про-
бкой и туда же добавляют 5 мл раствора спиртовой щелочи. Смесь 
встряхивают и ставят в водяную баню с температурой +37—40° на 
55 мин; 

2) экстракция. По окончании гидролиза пробу охлаждают до 
комнатной температуры, доливают 5 мл дистиллированной воды, 
снова охлалсдают до комнатной температуры и добавляют 10 мл пе-
тролейпого эфира. Пробу интенсивно встряхивают в течение 5 мин, 
а затем либо центрифугируют, либо оставляют стоять 10—15 мин 
для разделения фаз (на верхнюю, состоящую из петролейного эфи-
ра и содержащую XC, и на нижнюю с водорастворимыми соедине-
ниями). 

Из 10 мл петролейного экстракта для определения XC берут 
4 мл, а при использовании гиперхолестеринемической сыворотки — 
2 мл. Эфир из взятых проб отгоняют на водяной бане при темпера-
туре -h 60—70 °С; 

3) цветная реакция. К полученному сухому остатку доливают 
5 мл реактива Либермаиа — Бурхарда, пробирку с пробой тщательно 
встряхивают и оставляют на 30—35 мин, после чего раствор коло-
рнметрируют или на спектрофотометре при длине волны 620 нм или 
на ФЭКе с красным светофильтром; 

4) расчет. Прн проведении каждой серии определений использу-
ют стандартный раствор холестерина. К 5 мл его добавляют 0,3 мл 
водного раствора KOIi (реактив 6), затем проводят гидролиз и по-
следующие процедуры так же, как для сыворотки крови. 

Из 10 мл петролейного экстракта отбирают 1, 2, 3 мл (0,2, 0,4 
Ii 0,6 мг XC) для определения. Расчет производят следующим обра-
зом. Сначала находят оптическую плотность, соответствующую I мг 
холестерина (Ф): 

Опт, плот, станд. раств. 
— Колич. XC в пробе в мг ' 
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Ошибка в величине Ф при исследовании трех стандартных проб 
ие должна превышать 4 %. Дальнейший расчет содержания XC осу-
ществляют по формуле: 

Опт. плот, пробы 10 2 ,6 
а ммоль/л = ф • — • -Q^g-, 

где 10 — общий объем петролейного экстракта (мл); 4 — о б ъ е м пе-
тролейного экстракта (мл), взятый для определения; 0,5 — объем 
плазмы (мл), взятый для исследования; 2,6 — фактор пересчета на 
значение концентрации холестерина (ммоль/л). 

П р и м е р . Оптическая плотность стандартных проб, содержащих 0.2; 
0,4 и 0,6 мг холесгерииа, равна 0,172; 0,337 и 0,509. Оптическая плотность, со-
ответствующая 1 мг холестерина (Ф), составляет в среднем 0,850. Оптиче-
ская плотность пробы равна 0,425. Содержание холестерина в пробе будет 
составлять: 

0,425 10 2 ,6 
Х 8 5 Г - ~ Г ' " O X в 6 , 5 (ммоль/л)-

П р и м е ч а н и е . При исследовании автоматизированным (на «Technl-
COn Л. А. II») методом парных проб сыворотка/плазма крови (антикоагулянт 
ЭДТА, добавляемый из расчета 1 г на 1 л кропи) найдено, что концентрация 
холестерина (и три а цилглицеридов) в сыворотке в среднем на 3 % выше, чем 
в плазме. Обнаруженные различия не имеют большой клинической значимо-
сти и важны только в случаях, когда сравнивают данные определения холе-
стерина прн различных клинических испытаниях или эпидемиологических ис-
следованиях. 

При использовании ферментного метода мутная, богатая хнломнкрона-
мн сыворотка дает более иизкне, чем действительные, значения общего хо-
лестерина; присутствие билирубина в концентрации до 7,5 мг/100 мл на опре-
деление не влияет. 

При применении же прямого колориметрического метода, основанного на 
реакции Либермана—Бурхарда, I мг/100 мл билирубина имеет такую же оп-
тическую плотность, как 8 мг/100 мл холестерина. Поэтому, установив содер-
жание билирубина у больных желтухой, полученные результаты умножают 
на 8 и найденную величину вычитают из результатов определения холе-
стерина. 

МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ СВОБОДНОГО 
И ЭСТЕРИФИЦИРОВАННОГО 
ХОЛЕСТЕРИНА В СЫВОРОТКЕ КРОВИ 

Как для определения общего холестерина, так и для исследова-
ния его фракций используют экстракционные способы (непрямые) 
и методы без экстракции холестерина (прямые). 

Непрямые способы включают в себя экстракцию общего холе-
стерина, осаждение свободного холестерина и колориметрическое ис-
следование свободного холестерина в осадке или эфиров холестерина 
в надосадочной жидкости. 

Для экстракции холестерина из сыворотки крови рекомендуют 
различные органические жидкости и их смеси: этиловый спирт — ди-
этшювый эфир, ацетон—этиловый спирт, хлороформ, изопропило-
вый спирт и другие. В последнее время чаще применяют нзопропн-
ловый спирт (нзопропапол), так как он в течение короткого времени 
и без нагревания полностью осаждает белки и разрушает связи ли-
пидов с белками. Кроме того, изопропнловый спирт является хоро-
шим растворителем стандартного холестерина. Поэтому изопропило-
вый спирт наиболее часто используют для экстракции холестерина из 
сыворотки крови. 
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Свободный холестерин способен образовывать с дигитоиипом, то-
матином, ииридинсульфатом и другими веществами труднораствори-
мые соединения. Большинство авторов применяют для осаждения 
свободного холестерина водно-спиртовой или изопропаноловый раст-
вор днгитопина. 

К прямым относят кинетические и энзиматнческие методы. Прин-
цип кинетических способов основан иа том, что при температуре 
+ 55—65 0C хлорное железо вступает в реакцию и со свободным и с 
эстерифицированным холестерином, в то время как при + 2 0 0 C хлор-
ное железо в течение первых 2 ч реагирует только со свободным хо-
лестерином. Методы этой группы могут давать завышение результа-
тов вследствие появления мутности в окрашенном растворе, поэтому 
они не нашли широкого применения. 

Эизиматические способы базируются на окислении свободного 
холестерина до холестеиона и перекиси водорода. Реакция катали-
зируется ферментом холестериноксидазой. О содержании холестерина 
судят по интенсивности светопоглощения холестеноиа (при 240 нм) 
или перекиси водорода. Чаще определяют перекись водорода, кото-
рая под влиянием каталазы окисляет метанол до формальдегида, по-
следний же дает цветную реакцию с ацетил ацетон ом. Методы этой 
группы характеризуются высокой специфичностью и чувствительно-
стью, они технически просты, но требуют применения дефицитных 
и дорогостоящих реактивов. 

Для колориметрического исследования фракций холестерина ис-
пользуют рассмотренные цветные реакции. 

В настоящее время в лабораторной практике распространены не-
прямые способы определения свободного и эстерпфицироваипого хо-
лестерина. Из них наиболее приемлемы те, в которых общий холе-
стерин экстрагируют нзопропиловым спиртом, а свободный холесте-
рин осаждают днгнтонниом. Указанные методы более точны, но вме-
сте с тем более трудоемки и менее воспроизводимы, чем прямые. 

Сотрудники Всесоюзного научно-методического и контрольного 
центра по лабораторному делу (И. А. Сентебова, 1977) предложили 
в качестве унифицированных способы установления фракционного 
состава холестерина, основанные на реакции Златкиса — Зака и Ли-
бермаиа — Бурхарда. 

Непрямой метод определения свободного 
и эстерифицированного холестерина 
в сыворотке крови по реакции Златкиса — Зака 

Принцип. Общий холестерин экстрагируют изопропиловым спир-
том. Свободный холестерин осаждают дигнтопииом и устанавливают 
в осадке по реакции Златкиса — Зака. Содержание эстерифициро-
ванного холестерина находят по разности уровней общего и свобод-
ного холестерина. 

Реактивы. 1. Изопропиловый спирт. 
2. Уксусная кислота ледяная. 
3. Серная кислота концентрированная. 
4. Ортофосфориая кислота концентрированная. 
5. Основной раствор хлорного железа. 2,5 г хлорного железа 

(FeCf3.6H20) растворяют при нагревании иа водяной бане в 80 мл 
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ортофосфориой кислоты, охлаждают, объем доводят до 100 мл орто-
фосфориой кислотой. 

6. Рабочий раствор хлорного железа. 8 мл основного раствора 
хлорного железа осторожно смешивают с 80 мл серной кислоты, ох-
лажденную смесь дополняют серной кислотой до объема 100 мл. Ре-
актив стабилен, если хранить его в посуде из темного стекла при 
комнатной температуре в течение месяца. 

7. Раствор дигитопииа. 1 г дигнтоиииа растворяют при нагрева-
нии па водяной бане в 50 мл этилового спирта, охлажденный раст-
вор доливают дистиллированной водой до 100 мл и фильтруют. 

8. Ацетон. 
9. Основной стандартный раствор холестерина. 40 мг холестери-

на растворяют в 100 мл изопроинлового спирта, 1 мл раствора со-
держит 0,4 мс холестерииа. 

10. Рабочий стандартный раствор холестерина. К 20 мл основно-
го раствора добавляют изопропиловый спирт до объема 100 мл. 1 мл 
рабочего раствора содержит 0,08 мг холестерина. Хранят в посуде 
из темного стекла в холодильнике. 

Ход определения. К 0,2 мл сыворотки доливают при постоянном 
встряхивании 4,8 мл изопроинлового спирта. Содержимое пробирок 
тщательно перемешивают и оставляют стоять иа 10 мин при комнат-
ной температуре. Затем пробирки центрифугируют 5 мин и осто-
рожно отсасывают надосадочную жидкость (экстракт). В экстракте 
определяют общий и свободный холестерин. 

Для исследования общего холестерина проводят опытную пробу. 
К 1,0 мл экстракта добавляют 2,0 мл ледяной уксусной кислоты, со-
держимое пробирки перемешивают, затем приливают 2,0 мл раство-
ра хлорного железа, смесь энергично встряхивают п оставляют сто-, 
ять иа 10—15 мин, после чего измеряют оптическую плотность про-
бы на ФЭКе в кювете с толщиной слоя 5 мм (длина волны 560 нм). 
Результаты сравнивают с аналогичными данными контрольной про-
бы. Контрольную пробу ставят так же, как опытную, но вместо эк-
стракта берут 1,0 мл изопропилового спирта. 

Для определения свободного холестерииа также проводят опыт-
ную пробу. К 2,0 мл экстракта добавляют 1,0 мл раствора дигитонн-
на, смесь оставляют в пробирках, закрытых пробками, на 30 мин, 
после чего центрифугируют 10 мин. Надосадочную жидкость осто-
рожна отсасывают и убирают, к осадку приливают 3,0 мл ацетона и 
смесь вновь центрифугируют 5 мин. Надосадочную лшдкость осто-
рожно удаляют, а пробирки оставляют стоять открытыми в течение 
5—10 мни для испарения остатков паров ацетона. В пробирку с 
осадком свободного холестерина добавляют 1,0 мл изопропилового 
спирта и 2,0 мл ледяной уксусной кислоты, все перемешивают и доли-
вают 2,0 мл рабочего раствора хлорного железа, содержимое про-
бирок вновь энергично встряхивают (осадок полностью растворяется 
из-за выделения тепла). Через 10—15 мин измеряют плотность опыт-
ных проб па ФЭКе при длине волны 560 им. Результаты сравнива-
ют с аналогичными данными контрольной пробы. 

Контрольную пробу готовят следующим образом. Смешивают 
],0 мл изопроинлового спирта и 2,0 мл ледяной уксусной кислоты. 
Добавляют 2,0 мл рабочего раствора хлорного железа, смесь энер-
гично встряхивают и оставляют стоять па 10—15 мни. 

Для приготовления стандартной пробы к 1,0 мл рабочего стан-
дартного раствора доливают 2,0 мл ледяной уксусной кислоты, все 
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перемешивают, добавляют 2,0 мл рабочего раствора хлорного желе-
за, содержимое пробирки встряхивают и через 10—15 мин измеря-
ют оптическую плотность раствора. Результаты сравнивают с ана-
логичными данными контрольной пробы. 

Экстинкции стандартной пробы соответствует концентрации об-
щего холестерина 200 мг/100 мл, свободного холестерина — 
100 мг/100 мл (для установления уровня свободного холестерина бе-
рут в 2 раза больше экстракта). 

Содержание общего холестерина рассчитывают по формуле: 
E E 
р ° ' -200 = а мг/100 мл, —~—1—-5,18 = а ммоль/л, 

СТ. j iCT. 

где а — концентрация общего холестерина в исследуемой пробе; 
200 — коэффициент пересчета в размерность мг/100 мл; 5,18 — коэф-
фициент перевода в единицы СИ. 

Содержание свободного холестерина; 
E E 

—р—-—• 100 = а мг/100 мл, —р—— -2,59 = а ммоль/л, 
tlCT. cCT. 

где 100 — коэффициент пересчета в размерность мг/100 мл; а — к о н -
центрация свободного холестерина в исследуемой пробе; 2,59 — коэф-
фициент перевода в единицы СИ. 

П р и м е ч а н и я : 1. Сыворотка должна быть свободной от гемолиза. 
2. Повышенное содержание билирубина ие влияет на результаты опре-

деления. 

Определение свободного и эстерифицированного 
холестерина в сыворотке крови прямым методом, 
основанным на реакции Либермана— Бурхарда 

Принцип. Свободный холестерин осаждают дигнтонииом и уста-
навливают в осадке по реакции Либермаиа — Бурхарда. 

Реактивы. 1. Холестериновый реактив. 5,55 г 2,5-диметилбензол-
сульфокнслоты растворяют в 100 мл ледяной уксусной кислоты. Сме-
шивают 3 объема уксусного ангидрида, 1 объем раствора 2,5-диме-
тилбензолсульфокислоты и 1 объем ледяной уксусной кнелоты. 

2. Раствор дигитонина в изопропиловом спирте. 250 мг дигито-
иина вносят в 50 мл нзопропанола при подогревании содержимого 
колбы на водяной бане и после охлаждения доливают раствор изо-
пропиловым спиртом до 100 мл. 

3. Изопропнловый спирт. 
4. Серная кислота концентрированная. 
5. Стандартный раствор холестерин-дигитоиииа. 200 мг холесте-

рина и 888 мг дигитонина растворяют в 80 мл уксусной кислоты в 
мерной колбе на 100 мл при нагревании ее на водяной бане. После 
охлаждения дополняют до метки уксусной кислотой. 

6. Стандартный раствор для определения общего холестерина. 
200 мг холестерина иа 100 мл раствора уксусной кислоты. Стабилен, 
если содержать прн комнатной температуре 6—7 дней. 

Для исследования общего холестерина готовят опытную пробу. 
К 0,05 мл сыворотки добавляют 2,5 мл холестеринового реакгпни, 
пробирку помещают в водяную баню при температуре + 2 5 "С иа 5— 
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IO млн. Затем в нее доливают 0,5 мл концентрированной серной кис-
лоты и вновь ставят в водяную башо на 10 мни. Оптическую плот-
ность пробы измеряют на ФЭКе в кювете с толщиной слоя 5 мм 
(длина волны 560—590 им). Результаты сравнивают с аналогичны-
ми данными контрольной пробы. Контрольную пробу ставят так же, 
как опытную, ио вместо сыворотки берут 0,05 мл дистиллированной 
воды. 

Стандартную пробу обрабатывают как опытную, по вместо сы-
воротки используют 0,05 мл стандартного раствора для общего хо-
лестерина. 

Опытная проба для определения свободного холестерина. 
К 0,05 мл сыворотки добавляют 1,0 мл раствора дигитоиииа, смесь 
оставляют иа 10 мин, затем центрифугируют 10 мин. Надосадочную 
жидкость тщательно отсасывают и выливают. К осадку прибавляют 
3 мл холестеринового реактива, содержимое пробирки перемешива-
ют и центрифугируют. К 2,5 мл иадосадочной жидкости приливают 
0,5 мл концентрированной серной кислоты, раствор помещают в во-
дяную баню при + 2 5 0C на 10 мин, после чего измеряют его плот-
ность па ФЭКе в кювете с толщиной слоя 5 мм (длина волны 
560—590 нм). Результаты сравнивают с аналогичными данными 
контрольной пробы. 

Для приготовления контрольной пробы па сыворотку к 0,05 мл 
сыворотки добавляют 1,0 мл изопропилового спирта, смесь оставля-
ют на 10 мпн, затем центрифугируют 10 мин. Надосадочную жид-
кость сливают, а осадок обрабатывают так же, как опытную пробу. 

Для получения стандартной пробы к 0,05 мл дигитоиин-холесте-
рпнового стандартного раствора приливают 3,0 мл холестеринового 
реактива, все тщательно перемешивают. К 2,5 мл смеси добавляют 
0,5 мл концентрированной серной кислоты и обрабатывают так же, 
как опытную пробу. Контрольную пробу проводят аналогично стан-
дартной, ио вместо стандартного раствора берут 0,05 мл изопропило-
вого спирта. 

Расчет концентрации свободного холестерииа (в мг на 100 мл) 
производят по формуле: 

Е о п . - Е , , п р , с ы в . 2 o Q > 

nCT. 
где Е,<. Пр. сыв.—экстинкция контрольной пробы на сыворотку; 
200 — показатель концентрации холестерина стандартного раствора. 

В литературе нет общего мнения о колебании уровня свободного 
холестерина (даже в процентах от общего холестерина). По данным 
большинства авторов, свободный холестерин составляет в среднем 
3 0 % , а эстерифицированпый — 7 0 % от общего холестерина. 

Клинико-диагностическое значение исследования 
холестерина в сыворотке (плазме) крови 

Холестерин может накапливаться в крови в больших количест-
вах у больных при нарушении жирового обмена. Длительная гипер-
холестеринемия прн измененных условиях растворимости холестерп 
на приводит к развитию атеросклероза вследствие отложения в стен 
ках артерий преимущественно связанного холестерина с последующим 
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образованием атероматозных бляшек. Резко увеличивается содержа-
ние холестерина и в органах, подвергающихся жировому переро-
ждению. 

Возрастание концентрации холестерина отмечается также у боль-
ных механической желтухой, нефритом, сифилисом, гипотиреозом, 
авитаминозом группы В и т. д. Очень высокое содержание холесте-
рина в крови наблюдается при сахарном диабете и липоидном не-
фрозе (26 ммоль/л Ii выше). 

Уменьшение концентрации холестерина (гипохолестеринемия) об-
наружено при анемии, туберкулезе, лихорадочном состоянии, сыпном 
тнфе, гнпертнреозе, голодании, раковой кахексии, паренхиматозной 
желтухе, поражении центральной нервной системы, хронической 
пневмонии. 

Состояние эндокринного баланса в организме оказывает суще-
ственное влияние на уровень холестерина в крови. Так, введение ин-
сулина снижает содержание холестерина. Аналогичное действие ока-
зывают и гормоны щитовидной железы: при недостаточности функ-
ции щитовидной железы имеет место гиперхолестеринемия. Лечение 
же больных с микседемой гормональными препаратами щитовидной 
железы ведет к уменьшению концентрации холестерина в кровн. Ка-
страция вызывает гиперхолестеринемию, при этом введение половых 
гормонов понижает уровень холестерина в крови. 

Определение различных фракций холестерина (общего, свобод-
ного, связанного) значительно расширяет диагностические возмож-
ности исследования липидного обмена. Считают, что установление 
коэффициента эстерификации (то есть отношения эфирносвязаиного 
к общему холестерину, норма 0,6—0,8, или 60—80 %) служит важ-
ной функциональной пробой печени, в которой происходит образова-
ние эфнров холестерина. При остром гепатите, циррозе печени, обо-
стрении хронического гепатита, механической желтухе выявлено сни-
жение фракции эстерифицированиого холестерина и коэффициента 
эстерификации. Понижение содержания эфиров холестерина пропор-
ционально степени нарушения функции печени, резкое же уменьше-
ние их содержания является плохим прогностическим симптомом и 
говорит о наступлении недостаточности функции печени. 

Уровень холестерина увеличивается у больных с ожирением (в 
50—80 % случаев) и с хроническим алкоголизмом. 

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ОБЩИХ ФОСФОЛИПИДОВ В КРОВИ 

Фосфолипнды (фосфатиды) представляют собой группу липидов, 
содержащих помимо фосфорной кислоты (в качестве обязательного 
компонента) также спирт (обычно глицерин), жирные кислоты и азо-
тистые основания. По природе спирта фосфолипнды можно разде-
лить на фосфоглицериды, фосфосфингозины и фосфоипозитиды. 

В то время, когда не было известно о существовании отдель-
ных фракций фосфолипидов, общие фосфолипнды отождествляли с 
лецитином. Сейчас доказано, что лецитин составляет хотя и большую 
( 6 6 ± 9 %) , но все-таки часть фосфолипидов, включающих в себя так-
же сфиигомиелии ( 2 2 ± 5 % ) , лизолецитин ( 9 ± 7 %) и кефалнн 
( 3 ± 1 % ) ; поэтому в клинической практике правильнее определять 
не лецитин, а общие фосфолипнды. 

Об общей концентрации фосфолипидов обычно судят по содер-
жанию в них липидного фосфора, на долю которого приходится 4 % 
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молекулярной массы фосфолипидов. Поэтому, умножая найденное в 
результате исследования количество липидного фосфора па 25, рас-
считывают содержание общих фосфолипидов. 

Лшшдпый фосфор может быть установлен либо в липидиом экс-
тракте, либо после осаждения белков сыворотки крови трихлорук-
сусной кислотой. В последнем случае вместе с белками осаждаются 
и фосфолипнды. Полученный осадок используют для определения в 
нем содержания фосфора (метод Зильверсмнта и Дэвнса и различ-
ные его модификации). 

Обычно результаты исследования липидного фосфора по его со-
держанию в белковом осадке оказываются ниже, чем при анализе 
липидного экстракта, поскольку в экстракт переходит и ряд других 
соединений. 

Из органических растворителей для получения липидного экст-
ракта пользуются спирто-эфирной смесью Блюра или метанольной 
смесью Фольча. 

В качестве унифицированного предложен метод определения об-
щих фосфолипидов сыворотки по содержанию общего фосфора в ли< 
попротендах, осаждаемых трихлоруксусной кислотой (способ Зиль-
версмнта и Дэвнса, 1950), так как он более прост, чем метод Блюра, 
менее трудоемок и выполняется при меньшей затрате времени. 

Определение общих фосфолипидов в сыворотке крови 
по содержанию в них фосфора 

Принцип. Фосфолипнды осаждаются трихлоруксусной кислотой 
(вместе с белками крови). В полученном осадке колориметрически 
устанавливают содержание фосфора. 

Реактивы. 1. Раствор трихлоруксусной кислоты—IOO г/л. 
2. Концентрированный (57 г/100 мл) раствор хлорной (HClO4) 

кислоты. Можно брать раствор любой другой близкой концентрации 
HClO4. 

3. Раствор молибденовокислого аммония. 4 г измельченного хи-
мически чистого молибдата аммония растворяют в 100 мл дистилли-
рованной воды. Раствор сохраняется в холодном месте в течение 
нескольких недель. 

4. Основной раствор аминонафтолсульфоиовой кислоты (эйкоио-
гена). В 100—150 мл дистиллированной воды вносят 30 г гидросулг. 
фита натрия (NaHSO3), после чего в раствор добавляют 0,5 г эйко-
ногеиа. Содержимое колбы помешивают стеклянной палочкой до пол 
ного растворения эйконогена. Отдельно в небольшом количестве во 
ды распределяют 6 г безводного сульфита натрия. Оба раствора сме-
шивают и доводят водой до объема 250 мл. Через 2—3 ч раствор 
фильтруют. Хранят в холодильнике в посуде из темного стекла. Pr 
актив стоек месяц. Перед определением 10 мл основного раствори 
разводят дистиллированной водой в 2,5 раза. При отсутствии эйко 
ногена в качестве восстанавливающего реактива можно восполыо 
ваться раствором аскорбиновой кислоты или гидрохинона (см. при 
мечание). 

5. Основной стандартный раствор однозамещенного фосфорнокне 
лого калия (KH2PO4). 4,39 г KH2PO4, высушенного до постоянно!о 
веса при температуре +120 °С (5,75 г KH2PO4 • ЗН20), растворяют и 
1 л дистиллированной воды, добавляют 1 каплю хлороформа (в кн-
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честве консерванта]. В I мл полученного раствора содержится I мг 
фосфора. 

6. Рабочий стандартный раствор готовят разведением основного 
стандартного раствора фосфата в 100 раз. 1 мл его заключает 
0,01 мг фосфора. 

Оба раствора хранят в холодильнике. 
Ход определения. 0,2 мл сыворотки помещают в пробирку, в ко-

торой находится 3,0 мл воды. Приливают 3,0 мл раствора трихлор-
уксусиой кислоты (первые 1,5 мл — ио каплям, встряхивая пробирку, 
остальные более быстро). Пробирку оставляют на 1—2 мни, затем 
центрифугируют 3—5 мин до образования осадка. Надосадочную 
жидкость сливают и переворачивают пробирку, пока не стечет вся 
жидкость. К осадку добавляют 1,0 мл концентрированного раствора 
HCIO4 и для ровного кипения — 1—2 стеклянные бусинки. Пробирку 
прогревают в песчаной (+180 0C) бане или на прокаленном листе 
асбеста (положенном на электроплитку) до обесцвечивания смеси. 
Опыт нашей работы показывает, что лучше всего пробирку ставить 
в холодную песчаную баню и лишь затем ее нагревать: это, как пра-
вило, позволяет исключить «стрельбу» пробирок. Рекомендуется на-
блюдать за процессом, пока ие произойдет образование пены 
(5 мин). Сразу же после сжигания образца в пробирку доливают 
5 мл воды. Параллельно описанной реакции готовят контрольную 
пробу на реактивы, содержащую 0,8 мл концентрированного раство-
ра HClO4, и три стандартные пробы, содержащие по 0,8 мл концент-
рированного раствора HClO4 и по 2,0 мл рабочего фосфатного стан-
дарта. Объем контрольной и стандартных проб доводят водой до 
6 мл. 

Пробы располагают в следующем порядке: контрольная, 2 стан-
дартные, затем опытные пробы и еще одна стандартная проба. 

В каждую пробирку прибавляют по 1,0 мл раствора молпбдата 
аммония, содержимое перемешивают и приливают по 1,0 мл раство-
ра эйконогена, доводя объем водой до 10,0 мл. Содержимое проби-
рок вновь перемешивают. Через 20 мин после добавления эйконоге-
на пробы колорнметрируют на ФЭКе с красным светофильтром в 
кювете с шириной слоя 10 мм. Результаты сравнивают с аналогич-
ными данными контрольной пробы. 

Расчет липидиого фосфора производят по формуле: 
Еоп. 0,02-100 E o n 

— g — - • = -J? • 10 = а мг/100 мл, 

где 0,02 — количество фосфора (мг), содержащегося в 2 мл стандарт-
ного раствора (f мл рабочего стандартного раствора заключает 
0,01 мг фосфора); 0,2 — объем сыворотки или плазмы (мл); 100 — 
фактор пересчета мг фосфора на 100 мл сыворотки. 

Для выражения результата в ммоль/л липидиого фосфора поль-
зуются формулой: 

р * 3,23, 
tCT. 

где 3,23 — коэффициент, являющийся произведением 10 и фактора 
пересчета 0,323. 

Умножением содержания липидиого фосфора (мг/100 мл) иа 25 
получают значения концентрации общих фосфолипидов (мг/100 мл). 
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vj/IIUCTII n ммоль/л вычисленный ре 
. . „ , . ., Y • 250) умножают на фактор пересчета 0,01291 

(пересчет основан иа средней молекулярной массе фосфолипидов-
774 дальтои). В конечном итоге имеют следующую формулу: 

Еоп. / Ест. • 3,23=а ммоль/л (общие фосфолипнды). 
Для выражения результата исследования общих фосфолипидов 

в г/л прибегают к расчету по формуле: 
E0f l i-Q,02-5000-25 ' Eo n , ^ 

E C T -IOOO ~ E C T -2,5 — а г /л , 

где 5000 — коэффициент, используемый для расчета концентрации 
фосфора (мг/л) (то есть для выражения содержания фосфора в 
1000 мл сыворотки); 25 — коэффициент пересчета содержания липид-
ного фосфора в содержание (мг) общих фосфолипидов; 1000 — фак-
тор пересчета мг в г. 

П р и м е ч а н и е . При отсутствии эйконогена установление концентра-
ции фосфора можно проводить с другими восстанавливающими веществами, 
например с водным раствором аскорбиновой кислоты—Iг/100 мл (готовят пе-
ред употреблением) или с раствором гидрохинона — 1 г/100 мл. Эйконогеи 
может быть заменен и метолом. 

У здоровых взрослых людей концентрация липидного фосфора состав-
ляет от 1,97 до 4,68 ммоль/л (6,1—14,5 мг/100 мл), среднее значение — 
2,97 ммоль/л (9,2 мг/100 мл). 

Клинико-диагностическое значение исследования 
концентрации общих фосфолипидов 
в сыворотке крови 

Повышение уровня фосфолипидов в сыворотке крови наблюдает-
ся прн тяжелой форме сахарного диабета, нефрозе, хроническом не-
фрите, эссепцнальной гиперлипемии, застойной желтухе, постгеморра-
гнческой анемии, печеночной коме и других патологических состоя-
ниях. 

Снижение уровня фосфолипидов отмечается при атеросклерозе, 
малокровии, остром лихорадочном состоянии, алиментарной дистро-
фии, истощении, при тяжелых формах острого гепатита, портальном 
циррозе и жировой дегенерации печени. 

Для диагностики целого ряда заболеваний еще более информа-
тивным является исследование фракционного состава фосфолипидов 
сыворотки кровн. С этой целью в последние годы весьма широко 
используют методы тонкослойной хроматографии липидов. 

Методика разделения фосфолипидов сыворотки крови 
на пластинах «Силуфол UV-254» 

Принцип метода состоит в хроматографическом разделении фос-
фолипидов на тонком слое адсорбента (силикагеля), закрепленном 
на алюминиевой подкладке пластин «Силуфол UV-254» (ЧССР). 

Ход определения. 0,15 мл сыворотки крови вносят в 6,0 мл смеси 
Фольча, пробу интенсивно встряхивают в течение 3 мин, фильтруют 
в мерную пробирку, добавляют 1,5—2,0 мл дистиллированной воды, 
содержимое пробирки опять встряхивают и оставляют до следующе-
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го утра для разделения фаз (при необходимости пробы центрифуги 
руют). Верхний слой отсасынают (или выбрасывают), 1/3 нижнего 
слоя отбирают для определения в нем содержания лилидного фосфо-
ра, оставшиеся же 2/3 объема органической фазы (соответствующие 
0,1 мл сыворотки крови) в дальнейшем применяют для анализа со-
става фосфолипидов. Для этого органическую фазу выпаривают (» 
водяной бане) при температуре +65—70 0C и к сухому остатку до-
ливают 2—3 каплн смеси Фольча. 

Фракционирование фосфолипидов осуществляют в смеси хлоро-
форм-метанол-вода ( 6 5 : 2 5 : 4 ) прн однократной прогонке раствори-
теля в хроматографической камере (хроматографические пластинки 
перед использованием желательно активировать в сушильном шкафу 
при температуре + I O O - I I O I C В течение 30 мни). 

После высушивания пластин при комнатной температуре (до и< 
чезиовения запаха компонентов разделяющей смеси) их окраинииют 
этанолышм раствором фосфорномолибдеиовой кислоты (5 г/100 мл) 
путем распрыскивания раствора на пластины из стеклянного пульпе 
ризатора с последующим их прогреванием при +IOO0C в течение 
5 мин. 

Начиная от липни старта, отдельные представители фосфолипи-
дов распределяются в такой последовательности: лнзолецнтнп, сфин-
гомиелии, лецитин, фосфатидилинозитол, кефалин, полнфосфатндпые 
кислоты. 

Спектр фосфолипидов записывают па соответствующем денсито-
метре (БЙАИ-170 или другие). 

Для выражения результатов распределения фракций фосфолипи-
дов в абсолютных единицах находят содержание липидиого фосфора 
в объеме органической фазы, заключающей в себе липиды 0,05 мл 
сыворотки крови. 

Определение липидиого фосфора 

Для исследования липидиого фосфора применяют реактивы, при-
готовление которых описано в подразделе «Определение общих фое-
фолипидов в сыворотке кровн по содержанию общего фосфора». 
Вместо раствора эйконогеиа используют его заменитель — раствор 
аскорбиновой кислоты (1 г/100 мл). 

лод определения. Для реакции необходимо количество липидио-
го экстракта, соответствующее 0,05 мл сыворотки крови. 

К сухому остатку добавляют 0,25 мл раствора хлорной кислоты 
и пробу помещают на песчаную баню, где ее выдерживают до обе-
сцвечивания смеси (см. описание хода определения общих фосфоли-
пидов). Сразу же после сжигания в пробирки доливают по 1,25 мл 
дистиллированной воды. Одновременно готовят контрольную и три 
стандартные пробы. Контрольная проба состоит из 0,2 мл раствора 
хлорной кислоты и 1,3 мл воды, каждая из стандартных проб—из 
0,5 мл раствора фосфата калия (KH2PO4), 0,2 мл HCIO4 и 0,8 мл 
воды. Пробы располагают в таком порядке: контрольная, две стан-
дартные, опытные, стандартная. В каждую пробирку прибавляют по 
0,25 мл раствора молнбдата аммония, содержимое пробирок тща-
тельно перемешивают и приливают 0,25 мл раствора аскорбиновой 
кнелоты. В контрольную и стандартные пробы добавляют по 0,5 мл 
воды, а объем опытных проб доводят водой до 2,5 мл. Содержимое 
проб перемешивают и через 20 мин после доливания реактива аскор-
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биновой кислоты все пробы фотометрируют иа МКМФ-1 с красным 
светофильтром (615 нм). 

Расчет производят по формуле: 

E 0 0 . /Еот-• 3,23 = а ммоль/л (липндный фосфор) (1), 
E0D./ £ С т - - 2 , 5 = а г/л (общие фосфолипнды) (2), 

где 3,23 и 2,5 — соответствующие коэффициенты пересчета. 

МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ТРИАЦИЛГЛИЦЕРИНОВ 
В СЫВОРОТКЕ КРОВИ 

В последние годы все больше внимания уделяется исследованию 
трнацилглицерииов в сыворотке крови, для чего применяются наря-
ду с косвенными (вычислительными) химические методы определе-
ния. Первые основываются на разнице результатов исследования раз-
личных лнпидных фракций (общих липидов, холестерина, фосфоли-
пидов). Использование этих методов ограничено, так как они слож-
ны, включают много операций, каждая из которых молсет быть ис-
точником ошибок. 

Химические методы определения обычно включают 3 основных 
этапа: экстракцию трнацилглицерииов растворителем, химический 
(или ферментативный) гидролиз экстракта, количественное установ-
ление (при помощи абсорбционной фотометрии, флюориметрии, фер-
ментов) образовавшегося в результате гидролиза глицерина. 

Наиболее специфичными, исключительно точными и простыми в 
исполнении, но труднодоступными для широкого использования из-
за дороговизны и дефицитности необходимых реактивов являются 
ферментные методы исследования. Среди них распространен способ 
Буколо и Дэвида — двуступенчатый тест, в котором ферментативный 
гидролиз трнацилглицерииов сочетается с энзиматическим определе-
нием глицерина. Это так называемый полностью энзиматический ме-
тод, в котором применяются липаза и эстераза. Ферментативный ме-
тод определения трнацилглицерииов приспособлен также для про-
ведения автоматизированных исследований на некоторых типах ав-
тоаиализаторов. Даже те энзиматические методы, которые основыва-
ются на исследовании глицерина после щелочного омыления жиров 
сыворотки, более удобны, чем чисто химические способы, за счет ис-
ключения этапов экстракции липидов, адсорбции фосфолипидов. 

Для получения хорошо воспроизводимых результатов следует 
строго соблюдать условия проведения опыта и время инкубации. 
При использовании ферментных способов экстинкцию измеряют на 
спектрофотометре. 

Наиболее распространенными являются химические методы с ко-
лориметрическим и флюориметрическим завершением, состоящие в 
экстракции липидов, адсорбции фосфолипидов, неферментативном ги-
дролизе триацилглицерннов с освобождением глицерина, окислением 
его до формальдегида и последующим фотометрическим определени-
ем формальдегида. Для этой цели обычно применяют две реакции: с 
хромотроповой кислотой (реакция Ламберта — Нейша, на которой 
основаны равнозначные методы Карлсона и Ганделя — Знльверсми-
та) и с ацетилацетоиом, предложенная Гаитшем. На последней бази-
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руется исследование триацнлглицеринов сыворотки крови па автоана-
лизаторе «Techпicon А. А. II», в триацилглицериновом канале кото-
рого используют реакцию образования способного к флюоресценции 
комплекса между формальдегидом и ацетилацетоном. Автоанализа-
торы этого типа распространены в кардиологических центрах рес-
публик для стандартизованного определения холестерина и триацнл-
глицеринов. 

Для проведения специальных исследований используют хрома-
тографнческие способы определения (прежде всего методы тонко-
слойной, газовой хроматографии), позволяющие анализировать мно-
гие другие компоненты. 

Сейчас для клииико-биохимических исследований предложено 
множество различных способов определения триацнлглицеринов. 
Вместо утвержденного ранее трудоемкого модифицированного мето-
да Карлсона в качестве унифицированного применяют способ 
Gottfried и Rosenberg (1973), в котором для экстракции триацнлгли-
церинов используют гептан. В этом методе устранен трудоемкий этан 
экстракции по Фольчу, исключена адсорбция фосфолипидов кремние-
вой кислотой или силикагелем, вместо нестабильного цветного реак-
тива (хромотроповой кислоты) используют стабильный ацетилаце-
тоновый реактив. 

Мы предлагаем также другие специфичные, точные и вместе с 
тем относительно простые способы определения триацнлглицеринов. 

Для исследования триацнлглицеринов могут быть применены 
поставляемые фирмой «Лахема» (ЧССР) наборы реактивов. 

Определение триацнлглицеринов в сыворотке крови 
по цветной реакции с хромотроповой кислотой 
(модификация метода Ганделя и Зильверсмита) 

Принцип. Триацилглицерины гидролизуются с освобождением 
глицерина, который окисляется перйодатом натрия до формальдеги-
да. Образующиеся при этой йодаты и непрореагировавшие перйода-
ты восстанавливаются избытком гидросульфита натрия, после чего 
формальдегид определяют по цветной реакции с хромотроповой 
кислотой. 

Реактивы. I. Хлороформ х. ч. или для наркоза. 
2. Метанол х. ч. 
3. 0,4 г/100 мл спиртовой (этанольный) раствор KOH (готовят 

ex tempore). 
4. Раствор перйодата натрня (натрия йоднокислого, NaJO4). 

0,5 г перйодата натрия растворяют в мерной колбе на 100 мл в не-
большом количестве воды и доводят дистиллированной водой до мет-
ки. Раствор стабилен около года, если хранить его при комнатной 
температуре в посуде из темного стекла. 

5. Раствор гидросульфита натрия. 5 г гидросульфита натрия (или 
метабисульфита натрня) вносят в 100 мл дистиллированной воды. 
Реактив стабилен, если хранить его при комнатной температуре в 
течение месяца. 

6. Раствор хромотроповой кислоты. 1 г чистой динатриевой соли 
хромотроповой кислоты (1,8-диоксинафталин-3,6-дисульфоновой кис-
лоты динатриевой соли) растворяют в 100 мл дистиллированной 
воды, раствор фильтруют, добавляют 300 мл концентрированной сер-
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ной кислоты и i50 мл дистиллированной воды. Реактив стабилен 
в течение трех недель при хранении в холодильнике в посуде из 
темного стекла. 

7. 0,7 моль/л раствора серной кислоты. К небольшому количест-
ву дистиллированной воды, внесенной в мерную колбу на 100 мл, 
приливают 3,7 мл концентрированной серной кислоты, содержимое 
колбы смешивают и после охлаждения доводят объем дистиллиро-
ванной водой до метки. 

8. Кремниевая кислота водная, очищенная и активированная. 
К 500 г водной кремниевой кислоты (ч. или ч. д. а.) добавляют 2 л 
дистиллированной воды, содержимое колбы тщательно размешивают 
и оставляют стоять полученную суспензию на 1 ч. Верхний слой от-
сасывают водоструйным насосом, нижний слой фильтруют (фильтро-
вание можпо производить и сразу). Кремниевую кислоту промывают 
3 раза абсолютным метанолом и несколько раз хлороформом. Очи-
щенную кремниевую кислоту активируют в сушильном шкафу при 
температуре + I l O 0 C в течение 12 ч. Хранят в герметично закрытой 
посуде. Перед работой кремппевую кислоту вновь активируют на 
протяжении 1 ч при температуре +IOO0C. 

9. Основной стандартный раствор трнбутирииа (2,3 ммоль/л пли 
200 мг/100 мл). 200 г трнбутнрипа растворяют в небольшом коли-
честве хлороформа в мерной колбе на 100 мл и доводят хлорофор-
мом до метки. 

Ход определения. Для приготовления опытной пробы в пробир-
ку с притертой пробкой вносят 0,5 г активированной кремниевой ки-
слоты, 0,5 мл сыворотки (или плазмы) и К) мл хлороформа. Смесь 
энергично встряхивают и оставляют при комнатной температуре иа 
ночь или на суткп (можно и на 4 ч). Затем содержимое пробирки 
еще раз встряхивают и фильтруют через бумагу, промытую хлоро-
формом. Экстракт выпаривают досуха и растворяют его в 0,5 мл до-
бавленного хлороформа. Начиная с этого этапа, готовят стандартную 
и контрольную пробы, внося в отдельные чистые пробирки по 0,5 мл 
стандартного раствора и по 0,5 мл хлороформа (соответственно). 
В каждую пробирку доливают по 0,5 мл спиртового раствора KOII и 
содержимое их помещают иа 20 мин в водяную башо, нагретую до 
температуры +60—70 °С. После этого в пробирки вносят по 0,5 мл 
раствора H2SO4 и ставят их (на половину длины) в кипящую водя-
ную баню до тех пор, пока не исчезнет запах алкоголя (па что обыч-
но уходит 20 мин). Пробирки охлаждают и добавляют в каждую из 
них по 0,05 мл (1 каплю) раствора перйодата натрия, встряхивают и 
через 10 мин приливают по 1 капле раствора гидросульфита натрия, 
еще раз перемешав содержимое пробирок. Спустя 10 мин добавля-
ют по 5 мл хромотроповой кислоты и пробирки энергично встряхива-
ют (пока раствор не станет прозрачным). Затем их помещают на 
30 мин в кипящую водяную баню для развития окраски, интенсив-
ность которой измеряют на ФЭКе с зеленым светофильтром в кюве-
те с шириной слоя 3 мм (длина волны 500—560 нм). Результаты 
сравнивают с аналогичными данными контрольной пробы. 

Расчет производят по формуле: 

Содержание трнацилглицерииов (ммоль/л) =Есш./Е с т . -2,3, 

где 2,3 — показатель концентрации стандартного раствора трнацил-
глицерииов. 
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Норма содержания триацнлглицеринов в сыворотке крови — 
0,56—1,69 ммоль/л (50—150 мг/100 мл). 

П р и м е ч а н и я : 1. Исследование у больного необходимо проводить 
натощак после 12-часового голодания. 

2. Пробирки для работы должны быть абсолютно чистыми и сухими. 
Нужно после обычного мытья тщательно прополаскивать нх дистиллирован-
ной водой и спиртом (этанолом или метанолом). 

Определение триацилглицеринов 
в сыворотке крови колориметрическим методом 
(по Gottfried и Rosenberg, 1973) 

Принцип. Триацилглицерины экстрагируют из сыворотки крови. 
Освобожденный в результате щелочного гидролиза глицерин окисля-
ют до формальдегида с помощью метаперйодата натрия. Образовав-
шийся формальдегид дает с ацетилацетоном 3,5-диацетил-1,4-диги-
дролютидип, интенсивность окраски которого пропорциональна со-
держанию триацнлглицеринов. 

Реактивы. 
1. Гептан. 
2. Изопропиловый спирт. 
3. Серная кислота — 0,04 моль/л. 2,2 мл концентрированной сер-

ной кислоты доводят до 1 л дистиллированной водой. 
4. Раствор едкого кали — 6,25 моль/л. 17,5 г KOH растворяют 

в 50 мл дистиллированной воды. 
Реактив стабилен в течение 2—3 мес, если хранить его в посу-

де из темного стекла при комнатной температуре. 
5. Перйодатный реактив. 0,6 г натрия йоднокислого мета 

(NaJO4) вносят в 100 мл раствора уксусной кислоты (5 г/100 мл). 
Реактив пригоден в течение 2—3 мес, если его содержать в посуде 
из темного стекла при комнатной температуре. 

6. Раствор ацетата аммония — 2 моль/л. 154 г уксуснокислого 
аммония растворяют в небольшом количестве дистиллированной во-
ды и доводят ею объем до 1 л (рН 8,6). 

7. Ацетилацетоновый реактив. 1,5 мл ацетилацетона доливают до 
200 мл 2 моль/л раствором ацетата аммония. Реактив стабилен при 
хранении его в холодильнике на протяжении 2—3 мес в посуде из 
темного стекла. 

8. Стандартный раствор трнолеииа — 200 мг/100 мл 
(2,3 ммоль/л). В мерной колбе на 100 мл растворяют 200 мг трно-
леииа в изопропиловом спирте. 

Ход определения. К 0,5 мл сыворотки крови добавляют 2,0 мл 
гептана, 3,5 мл изопропилового спирта и 1,0 мл раствора серной кис-
лоты. Содержимое пробирки тщательно перемешивают 20 с, остав-
ляют стоять в течение 5 мин и центрифугируют 10 мин. 

К 0,4 мл верхнего слоя жидкости приливают 2,0 мл изопропи-
лового спирта и 1 каплю раствора КОН. Содержимое пробирки пе-
ремешивают иа протяжении 15 с. Пробирку закрывают пробкой и 
нагревают на водяной бане в течеиие 10 мин при + 7 0 0C. После ее 
охлаждения добавляют по 0,2 мл перйодатпого и 1,0 мл ацетилаце-
тонового реактивов, содержимое пробирки смешивают, закрывают 
ее пробкой и вновь нагревают в течение 10 мин на водяной бане при 
+ 7 0 °С, после чего измеряют оптическую плотность пробы на ФЭКе 
с синим или фиолетовым светофильтром (длина волны 410—430 нм) 
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в кювете с толщиной слоя 5 мм. Результаты сравнивают с анало-
гичными данными контрольной пробы. 

Контрольную пробу ставят так же, как опытную, но вместо сы-
воротки берут 0,5 мл воды. 

Стандартную пробу проводят так же, как опытную, но вместо 
сыворотки используют 0,5 мл калибровочного раствора. 

Расчет производят по формуле: 
Еоп. / Ест. • 2,3=а ммоль/л, 

где 2,3 — концентрация трнацилглицерииов в стандартном растворе 
(ммоль/л). 

П р и м е ч а н и я : 1. Исследование необходимо проводить у больного 
после 12—14-часового его голодания. 

2. Пробирки для определения должны быть абсолютно чистыми и сухими. 
3. Измерение оптической плотности можпо осуществлять на спектрофо-

тометре прн 425 им. 
4. Оптическую плотность проб следует измерять прн условии, что про-

бирки еще теплые, сразу после их нагревания при +70 "С. Окраска стабиль-
на в течение нескольких часов. 

5. При концентрации триацилглнцеринов больше 300 мг/100 мл пробы 
необходимо разводить физиологическим раствором. 

6. Слабый гемолиз не влияет на определение. 
7. При отсутствии натрия йоднокнелого мета (NaJO^) его можно заме-

нить эквивалентным количеством KJO4. 
8. Во время приготовления перйодатного реактива нужно обращать вни-

мание на качество ледяной уксусной кислоты. 
9. Прн примепеняи наборов реактивов фирмы «Лахема» (ЧССР) мы ре-

комендуем в процессе расчета пользоваться коэффициентом 3.45 (вместо при-
веденного в инструкции значения 300). что позволяет получать результаты 
исследования в требуемой размерности ммоль/л. 

Определение трнацилглицерииов в сыворотке крови 
по цветной реакции с ацетилацетоном 
(метод Gottfried и Rosenberg, 1973, 
в модификации Н. Л. Асланяна, В. М. Шухяна, Л. А. Бабаяна, 
1977) 

Ход определения. К 0,5 мл сыворотки крови добавляют 2 мл 
гептана, 3,5 мл изопропнлового спирта и 1 мл 0,1 н серной кислоты. 
Содержимое пробирки встряхивают в течение 30 с и оставляют на 
10—15 мин для расслаивания. Экстракцию проводят в биологиче-
ских пробирках со шлифами. Отбирают 0,8 мл из верхнего слоя (геп-
тан), доливают 2 мл изопропнлового спирта и 2 капли 6,25 н раст-
вора едкого кали. Смесь инкубируют при + 7 0 0C на водяной бане на 
протя?кеннн 10 мин. Затем добавляют 0,4 мл раствора натрия мета-
перйодата (600 мг натрия метапернодата растворяют в 50 мл воды, 
доливают 5 мл ледяной уксусной кислоты и доводят объем водой 
до 100 мл) и 2 мл реактива ацетнлацетона (1,5 мл ацетилацетона в 
200 мл 2 моль/л уксуснокислого аммония), все хорошо перемешива-
ют и еще раз инкубируют прн + 7 0 0C на водяной бане в течение 
15 мин. Если после прилнвания натрия метаперйодата получаются 
две фазы, то верхний слой удаляют. 

Мы рекомендуем наряду с опытпыми проводить I—2 стандарт-
ные пробы. Для этого вместо 0,5 мл сыворотки в пробирку можно 
внести 0,5 мл раствора трибутнрина в пзопропиловом спирте 
(100 мг/100 мл). Стандартным раствором допустимо пользоваться в 
течение недели при храпении его па холоде. Для приготовления 
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контрольной пробы вместо сыворотки применяют 0,5 мл дистиллиро-
ванной воды. Если для настройки фотоэлектроколориметра требу-
ется две холостые пробы, то необходимо двойное количество всех 
реагентов. 

После охлаждения растворы колорнметрируют на ФЭКе с си-
ним светофильтром (длина волны 360—460 нм). Результаты сравни-
вают с аналогичными данными контрольной пробы. 

Расчет производят по формуле: 
Соп. (ммоль / л) =Eon. / Еот. • 1,13, 

где 1,13— фактор пересчета в ммоль/л, соответствующий концентра-
ции триацнлглицеринов 100 мг/100 мл. 

Прн концентрации триацнлглицеринов в сыворотке крови более 
3,4 ммоль/л (300 мг/100 мл) ее следует развести. 

При анализе крови, взятой через 10—12 ч после последнего 
приема больным пищи, концентрация триацнлглицеринов колеблется 
в пределах от 0,45 до 2,5 ммоль/л (40—220 мг/100 мл), составляя 
в среднем 1,37 ммоль/л, причем средние величины у женщин равны 
1,39 ммоль/л, у мужчин — 1,34 ммоль/л (эти различия, вероятно, свя-
заны с особенностями питания). 

Возрастная динамика содержания холестерина и триацнлглице-
ринов у детей следующая. 

Возраст (годы) 5 6 7 8 9 W 11 12 13 14 
Холестерин 
(ммоль/л) 4,3 4,3 4,5 4 ,2 4,3 4,6 4,6 4,3 4 ,2 4 ,3 
Триацилглице-
рины 
(ммоль/л) 0,53 0,55 0,59 0,60 0,63 0,75 0,64 0,79 0,89 0,86 

П р и м е ч а н и е . При использовании диагностических наборов реакти-
вов фирмы «Лахема» (ЧССР), позволяющих определять содержание триацил-
глнцерииов методом, основанным на образовании окрашенного комплекса 
прн взаимодействии формальдегида с ацетнлацетоном, следует результат ис-
следовании выражать в новой размерности единиц. Преобразование размер-
ности мг/100 мл в ммоль/л может быть достигнуто заменой в рекомендован-
ной инструкцией формуле расчета коэффициента 300 на 3,45. 

Клинико-диагностическое значение 
определения содержания 
триацилглицеринов в сыворотке крови 

Увеличение концентрации нейтральных жиров (гипертриацил-
глицеринемня) наблюдается при эссенцнальной гиперлипемии и при 
первичной (семейной) гиперлипопротеидемни. Считают, что опреде-
ление триацилглицеринов является одним из решающих показателей 
для диагностики отдельных типов врожденного нарушения обмена 
липидов. 

Симптоматическое возрастание концентрации триацилглицеринов 
отмечается при беременности, диабете, панкреатите, нефротическом 
синдроме, гипотиреозе, жировой инфильтрации и при ряде других 
заболеваний печени (желчный цирроз), при атеросклерозе. 

У больных с гипертонической болезнью и ншемической болезнью 
сердца выявлено значительное повышение содержания тряацилглице-
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рннов в сыворотке крови—до 9,0—11,3 ммоль/л (800— 
1000 мг/100 мл). У больных с ревматическими пороками сердца за-
метного возрастания рассматриваемого показателя не обнаружено. 

Г1о данным 3. Б. Токарской (1980), прн ишемической болезни 
сердца гипертриацилглицеринемия наблюдается в 48 % случаев. 

СОСТАВ И СВОЙСТВА ЛИПОПРОТЕИДОВ 
СЫВОРОТКИ КРОВИ 

Большинство липидов обнаруживается в кровн не в свободном 
состоянии, а в составе белково-лнпидных комплексов (представлен-
ных, в частности, хиломикронами, а- и Р-липопротеидами), для раз-
деления которых с успехом могут быть использованы методы элект-
рофореза. 

а - и р-липопротенды отличаются не только молекулярной мас-
сой, но и процентным содержанием отдельных липндных компонен-
тов (табл. 32). Так, для а-липопротеидов, отличающихся большим 

Табл. 32. Состав и некоторые свойства липопротеидов 
сыворотки кровн 

Типы липопротеидов 

Критерии оценки я-липо-
протеиды 
(ЛПВП) 

р-ЛИПО-
протеиды 
(ЛПИП) 

пре-Р-липо-
протеиды 
(ЛПОНП) 

Хило-
лппопротеидоп (ЛП) 

я-липо-
протеиды 
(ЛПВП) 

р-ЛИПО-
протеиды 
(ЛПИП) 

пре-Р-липо-
протеиды 
(ЛПОНП) 

микроны 

Плотность (кг/л) 1,063—1,21 1,01 — 1,063 1,01—0,93 0,93 
Молекулярная 
масса липопротеи-
дов (дальтоны) 

от 180 000 
до 380 000 

2 200 000 3 000000— 
128 000 000 

— 

Размер молекул и 
частиц (им) 7,0—10,0 10,0—30,0 200,0 > 2 0 0 , 0 

Всего белков ( % ) 50—57 2 1 - 2 2 5 - 1 2 2 

Всего липидов ( % ) 4 3 - 5 0 78—79 8 8 - 9 5 98 
Свободный холе-
стерин ( % ) 2 - 3 8 - 1 0 3 - 5 2 
Эстерифициро-
ванный холестерин 
т 1 9 - 2 0 3 6 - 3 7 1 0 - 1 3 4 - 5 
Фосфолипнды ( % ) 22—24 2 0 - 2 2 1 3 - 2 0 4 - 7 

Холестерин 
(общий) 1,0 2,3 0,9 1,1 
Фосфолипнды 
Триацилглице-
рииы ( % ) 4—8 11—12 5 0 - 6 0 84—87 
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количеством белка, характерна и более высокая плотность. Что каса-
ется р- и нре-р-липопротеидов, то в связи со значительным содер-
жанием в них липидов, достигающим 95 % от всей молекулярной 
массы, плотность этих липопротеидных комплексов оказывается срав-
нительно низкой. Поэтому становится возможным разделение упомя-
нутых липопротеидных фракций различными методами. 

МЕТОДЫ ФРАКЦИОНИРОВАНИЯ ЛИПОПРОТЕИДОВ 

Для выделения отдельных фракций липопротеидов применяют 
методы электрофореза иа бумаге, ацетатцеллюлозе, в агаровом, крах-
мальном, полиакриламидном гелях. 

Лнпопротеиды могут быть разделены и путем ультрацеитрифу-
гировапия в солевых растворах различной плотности. При этом вы-
деляются хиломикроны и липопротеиды разной плотности: очень низ-
кой (ЛПОНП, пре-Р-липопротеиды), низкой (ЛПНП, Р-липопротен-
ды), высокой (ЛПВП, а-лнпопротеиды) и другие. 

Используют также алкогольное фракционирование липопротеи-
дов при низкой температуре (этаноловый метод Кона и его моди-
фикации) . 

Для обнаружения хиломикропов ВОЗ рекомендует метод наблю-
дения или выдерживания плазмы (1971). Он основывается на том, 
что прн содержании хиломикронов или пре-Р-липопротеидов 
(ЛПОНП) в плазме в концентрации 300 мг/100 мл и более из-за 
рассеяния частицами света проба делается мутной или приобретает 
молочную окраску. Если плазму содержать в пробирке при темпе-
ратурном интервале от 0 до + 4 0C в течение 18—24 ч, то хиломи-
кроны поднимаются на поверхность, образуя видимый слой крсмо-
образного вещества. Пре-Р-лплопротеиды (ЛПОНП) остаются во 
взвешенном состоянии, что делает пробу мутной во всем объеме про-
бирки, и эта диффузная мутность свидетельствует о повышенной 
концентрации пре-р-липопротендов (ЛПОНП). 

Иммунохимнческие способы исследования липопротеидов, радио-
иммуииое определение и изоэлектрическое фокусирование большого 
распространения не получили. 

Гораздо большее применение нашли химические (турбидиметри-
ческие) методы определения концентрации липопротеидов. Большин-
ство из них базируется на образовании гепаринлииопротеипового 
комплекса, способного осаждаться без денатурации в присутствии 
некоторых электролитов: хлористого кальция (Бурштейн и Самай, 
1956) или хлористого марганца (О. Н. Никольская и В. П. Тихонов, 
1968). В первом случае осаждаются почти чистые Р-липопротеиды, 
во втором—вся фракция липопротеидов. По разнице этих опреде-
лений можно найти содержание а-липопротеидов. Наибольший инте-
рес представляет простой и доступный для любой лаборатории тур-
бидиметрический способ исследования p-липопротеидов по Бурштейну 
и Самаю, который в настоящее время является унифицированным. 
Нужно лишь отметить, что, по мнению ряда авторов, гепарин спосо-
бен осаждать не только P-, но и пре-Р-липопротеиды (и даже хило-
микроны). Кроме того, в качестве осаждающего средства можно ис-
пользовать декстран-сульфат, амилопектин, полнвинилпирролндии и 
другие вещества. Однако названные способы широко не применяются. 

К турбидиметрическим способам относятся и непрямые методы 
определения липопротеидов, которые включают в себя установление 
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содержания Р-лиПоНротеидов по Бурштениу и Самага И холестери-
на— но реакции Либермаиа— Бурхарда (метод Илька с сотр. и др.). 
Использование прн этом различных коэффициентов часто приводит к 
ошибочным результатам. 

Разделение липопротеидов методом 
зонального электрофореза 

Принципы электрофоретнческого фракционирования. Электрофо-
рез липопротеидов иа бумаге — первый рутинный метод фракцио-
нирования липидно-белковых комплексов. 

Техника постановки электрофореза липопротеидов на бумаге ма-
ло чем отличается от таковой при электрофоретическом разделении 
белков. Однако для фракционирования липопротеидов берут в 2—3 
раза большее количество сыворотки, поскольку липиды окрашивают-
ся труднее, чем белки. Обычно для проведения электрофореза реко-
мендуется употреблять 0,05 мл сыворотки. 

После высушивания бумажных лент их окрашивают растворами 
различных жирных красителей (судаи черный, судан II, III, IV, ос-
миевая кислота и другие). В лабораториях преимущественно исполь-
зуют судаи черный Б. Большую часть красителей применяют в вод-
но-спиртовом растворе (50—60 мл/100 мл). 

В последнее время ряд авторов предлагает прибавлять краси-
тель (судан черный) к испытуемой сыворотке перед осуществлением 
бумажного электрофореза. 

В лнпопротеидограмме, полученной методом электрофореза на 
бумаге, как правило, различают три основные зоны. 

Первая зона находится в месте расположения а-глобулинов (а-
липопротсиды), вторая—в области р-глобулинов (Р-липопротеиды), 
третья — недалеко от черты нанесения сыворотки (в зоне у-глобули-
нов). Последняя содержит хиломикроны, которые не передвигаются 
под влиянием электрофореза, к называется липидным остатком. 

Во фракции «-липопротеидов сосредоточивается примерно 2/3 
фосфолипидов и 40 % холестерина; во фракции Р-липопротеидов на-
ходится около 60 % холестерина и 1/3 фосфолипидов. Липидный ос-
таток представлен преимущественно нейтральными жирами. Приме-
чательно, что добавление к вероиал-мединаловому буферному раст-
вору рH 8,6 (см. подраздел «Определение липопротеидов в сыворот-
ке крови методом электрофореза на бумаге» — Реактивы) 1 % (от 
объема буфера) кристаллического человеческого альбумина и три-
лона Б (из расчета 0,37 г на 1 л раствора) улучшает качество раз-
деления, позволяя получить и фракцию пре-Р-липопротеидов. Весьма 
хорошее разделение происходит и при применении буфера ТЭБ 
(трис-ЭДТА-борная кислота), в особенности если в него внести 1 % 
бычьего альбумина. 

Электрофорез на ацетатцеллюлозных пленках в настоящее вре-
мя широко используют в клинико-диагностических лабораториях за 
рубежом. Преимуществом его является четкое разделение липопро-
теидов на фракции и непродолжительность фракционирования. 

Для осуществления электрофореза большое значение имеет вы-
бор буфера и способ окраски. Одни авторы используют барбитало-
вый буфер (рН 8,6), Другие предпочитают добавлять в барбчтало-
вый буфер ЭДТА. 
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Б последние годы появились работы о применении трис-глици-
нового н трис-барбнталового буферов при проведении зонального 
электрофореза. 

Способы выявления лнпидно-белковых комплексов на электро-
форсграммах. Для окраски липопротеидов, разделенных способом 
электрофореза на пленках нз ацетатцеллюлозы, используют реактив 
Шиффа, масляный красный О (Oil red О), жировой красный 7В (Fat 
red 7В) н судап черный Б. Большинство исследователей отдает пред-
почтение масляному красному О (краску растворяют либо в смеси 
метанол-вода либо в смеси этаиол-вода, взятых в разных соотноше-
ниях). Существенный недостаток метода — длительность выявления 
липидио-белковых комплексов. Более быстро происходит окрашива-
ние жировым красным 7В. Хорошие результаты получены с исполь-
зованием масляного красного О и Судана IV. Считают, что предва-
рительная окраска Суданом черным Б делает невозможным электро-
форетическое разделение липопротеидов на пленках нз ацетатцеллю-
лозы. 
! Оценивают полученные данные иа денситометре н результат вы-
ражают в процентах по отношению к общему количеству фракций. 

Большинство авторов отмечают высокую чувствительность, удо-
влетворительную воспроизводимость и хорошую разделительную спо-
собность электрофореза в агарозном геле. Для фракционирования 
липопротеидов, как правило, применяют агарозный гель с концентра-
цией ниже 1 %; разделение осуществляют чаще всего в барбитало-
вом буфере с добавлением альбумина; фракции окрашивают Суданом 
черным Б или Суданом III. 

Разделение при помощи диск-электрофореза в полиакриламид-
иом геле липопротеидов сыворотки крови, предварительно окрашен-
ных Суданом черным Б, основано не только на различной величине 
заряда молекул, но и иа различных размерах частиц липопротеидов. 
Первые сообщения об использовании диск-электрофореза (ДЭФ) в 
ПААГ для определения фракций липопротеидов были опубликованы 
Narayan с соавт. (1965), указанные авторы применяли гель с одно-
родной величиной пор. При сравнении способа электрофореза в двух-
слойном геле с концентрацией по акриламиду 3,125 и 4 г/100 мл бы-
ла достигнута хорошая корреляция результатов с таковыми, полу-
ченными методом ультрацентрифугнрования. Из других модифика-
ций можно отметить методы Е. Я. Маграчевой, использовавшей че-
тырехслойпый и трехслойный гель, Т. Ф. Пироговой и Б. Л. Дундуре 
(1972, 1974, 1980), применивших свой вариант способа диск-электро-
фореза в ПААГ для разделения липопротеидов сыворотки крови. От 
метода Е. Я. Маграчевой их способ фракционирования липопротеи-
дов отличается особенностями формирования разделительного геля, 
а именно: использованием более длинного его слоя, иной величиной 
пор, изменением в способе полимеризации, увеличением длины кон-
центрирующего геля. Все это позволило выявлять большее число лн-
нидно-белковых фракций: б—10 фракций в зоне ЛПВП, 1—4 фрак-
ции в зоне ЛПНГ1, 1—3 фракции в зоне ЛПОНП. 

Широкое внедрение в клиническую практику диск-электрофоре-
тического исследования сывороточных липопротеидов сдерживается 
трудностью оценки гелеграмм. 

Количественный учет всех обнаруженных фракций мы произво-
дим путем обработки денситограмм, полученных при записи днек-
электрофореграмм липопротеидов сыворотки крови иа микроденсн-
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тометре в проходящем свете. Содержание каждой фракции мбЯкеФ 
быть выражено в процентах по отношению к суммарному их пред-
ставительству в геле. Допустимо также оценивать результаты на 
денситометре БИАН-170, ERI-65, если изменить устройство каретки и 
приспособить ее для денситометрии гелей в стеклянных трубках. 
Jl. В. Джикия предложил дсиситометрировать (БИАН-170) отдель-
но две половины гелевого столбика и складывать полученные значе-
ния для каждой фракции. Некоторые авторы рекомендуют осущест-
влять элюирование из ПААГ связанного с липидами красителя с по-
мощью тритона X-IOO и твииа-80. При проведении электрофореза в 
прерывистом двухслойном геле можно производить количественную 
оценку результатов элюированием смесыо этанол — ледяная уксусная 
кислота (3 : 1). 

Мы осуществляли запись электрофореграмм гелей в тех же стек-
лянных трубках, которые помещали в аппарат для разделения ли-
попротеидов. С этой целью использовали универсальный микроден-
ситометр, собранный па базе микроскопа, источника высоковольтно-
го стабилизированного напряжения типа ВС-22, ФЭУ-35, усилителя 
постоянного тока И-37, согласованного с самописцем Н-37. 

Большое значение для проведения электрофореза имеет правиль-
ное взятие крови у больных. Рекомендовано у них брать кровь после 
12—14-часового голодания утром натощак. Можно исследовать сы-
воротку или плазму крови. Наилучшим является осуществление 
электрофореза в день взятия крови. 

Сыворотку или плазму можно хранить при + 4 °С в течение 4 
или 5 дней (с добавлением к крови ЭДТА, рекомендованного в ка-
честве консерванта). В. Н. Титовым с соавт. (1978) было показано, 
что уже па 4-й день хранения сыворотки ( + 4 °С) в процессе элект-
рофореза липопротеидов на агарозе отмечаются качественные изме-
нения спектра по сравнению с таковым при применении свежей сы-
воротки. Добавление в свежую сыворотку крови ЭДТА (1 мг дина-
трисвой соли ЭДТА на каждый мл сыворотки) способствует стаби-
лизации фракций липопротеидов. Однако и прн соблюдении указан-
ного условия не следует хранить сыворотку крови более 3 дней. По 
вопросу о замораживании пробы нет единого мнения. Некоторые 
авторы считают, что однократное замораживание и хранение пробы 
при —70 cC больше 1 мес не вызывает изменений во фракциях. Дру-
гие авторы полагают, что замороженные пробы нельзя использовать, 
так как липопротеиды очень низкой плотности и хиломикроны при 
этом агрегируют и подвергаются разрушению. 

Определение липопротеидов 
в сыворотке крови методом электрофореза 
на бумаге (Сван, 1953; Л. К. Бауман, 1961; В. Г. Колб, 1970) 

Принцип метода сводится к электрофоретическому разделению 
на фракции предварительно окрашенных Суданом черным липопро-
теидов сыворотки крови с последующим определением оптической 
плотности извлеченной краски и вычислением процентного соотно-
шения между а- и Р-липонротеидами. 

Реактивы. 1. Вероиал-мединаловый буфер, рН 8,6. 10,32 г меди-
нала и 1,84 г веронала растворяют в 1 л дистиллированной воды. 

2. Насыщенный раствор судана черного. 100 мг судапа черного 
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растворяют в 3 мл 96 0 этилового спирта (хранить в темной склянке 
иа холоде). 

3. Смесь абсолютного этилового спирта с ледяной уксусной кис-
лотой в соотношении 4 : 1 . 

4. Бумага марки «хроматографическая быстрая». 
Ход определения. В центрифужную пробирку вносят 0,5 мл све-

жеполучеппой (негемолизированной) сыворотки, добавляют 0,05 мл 
раствора судана черного. При необходимости можно увеличить или 
уменьшить количество сыворотки для анализа, но соотношение 1 0 : 1 
должно быть строго соблюдено. Пробу перемешивают и оставляют 
на 1 ч при комнатной температуре. Окрашенную сыворотку центри-
фугируют при 2500 об/мин в течение 30 мин, сливают с осадка и 
0,05 мл ее наносят у катода на горизонтально расположенную по-
лоску хроматографнческой бумаги шириной 5 см так, чтобы сыво-
ротку не доводить до краев ленты на 1 см. Лучше помещать окра-
шенную сыворотку на смоченные в веронал-мединаловом растворе 
ленты, просушенные между двумя листами фильтровальной бумаги. 

Камеру закрывают и аппарат включают в сеть. Электрофорез 
проводят при напряжении 250—300 В и силе тока 0,25 мА иа 1 см 
ширины полоски бумаги в течение 4—4,5 ч. За процессом можно сле-
дить визуально — по характеру продвижения окрашенных фракций 
а- и Р-липопротеидов. По окончании электрофореза ленты сушат на 
воздухе, а затем в течение 15 мин — в сушильном шкафу, предвари-
тельно нагретом до +100°С. После этого бумажные полоски разре-
зают на фракции и измельчают на маленькие кусочки. Для контроля 
вырезают кусочек фона ленты. Полоски, содержащие опытные и 
контрольную пробы, переносят в отдельные пробирки, которые зали-
вают 5 мл смеси этапола с уксусной кислотой и выдерживают в те-
чение 1 ч (периодически встряхивая). Колорнметрируют на спектро-
фотометре или ФЭКе (длина волны 595 нм), в последнем случае ис-
пользуют кюветы с шириной слоя 5 мм. 

Сумму экстинкции двух фракций принимают за 100 %, а каж-
дой — за х. Результаты выражают в относительных процентах. 

По данным В. Г. Колба, средние значения содержания а- и р-
липопротеидов (при проведении электрофореза у 33 доноров) состав-
ляют 28,5 и 71,5 %. 

Определение липопротеидов сыворотки крови 
методом электрофореза в полиакриламидном геле 
(по Е. Я. Маграчевой, 1973) 

Реактивы. Приготовление реактивов описано в подразделе «Ме-
тодика диск-электрофоретического фракционирования белков сыво-
ротки крови». 

Для формирования гелей используют растворы 1, 2, 3, 4 (с 
ТЕМЕД вместо 1 моль/л Il3PO4), 5, 6, 7. Кроме того, применяют: 
1. Насыщенный раствор Судана черного Б в этиловом спирте. 100 мг 
препарата растворяют в 10 мл спирта (размешивают стеклянной па-
лочкой, центрифугируют 30 мин прн 3000 об/мин и фильтруют че-
рез бумажный фильтр, смоченный спиртом). 

2. Трисглицнновый буфер, рН 8,3 (основной раствор): трнс — 
6,0 г, глицин — 28,8 г, H2O дистиллированная—до 1000 мл. 

В работе применяют рабочий буферный раствор, приготовленный 

231 



10-кратным разведеиием основного раствора буфера. Для этого 
200 мл основного раствора доводят дистиллированной водой до 
2000 мл, 1 л рабочего буферного раствора вливают в верхнюю ка-
меру, 1 л — в нижнюю. Верхний и нижний буферные растворы нель-
зя сливать вместе, их следует хранить в отдельных сосудах в холо-
дильнике. Рабочие буферные растворы годны для использования до 
3 раз! Основные растворы держат в холодильнике на протяжении 
4 мес. 

Ход определения. Стеклянные трубочки перед заполнением их 
гелем хорошо обезжиривают (для чего моют теплой водой с мылом) 
и высушивают. Устанавливать их в штативе нужно строго верти-
кально. 

1-й слой гелей — с концентрацией по акриламиду 10 г/100 мл, 
объем его, приходящийся иа каждую трубочку,— 0,75 мл. 

Пропись приготовления геля. 2 мл реактива 1 (1 объем), 5,6мл 
реактива 2 (2,8 объема), 0,4 мл дистиллированной воды (0,2 объе-
ма), 8 мл реактива 3 (4 объема). 

Иа поверхность нижнего слоя очень осторожно (с помощью 
шприца) наносят (медленно, по стенке трубочки) 0,2 мл дистилли-
рованной воды, чтобы предупредить образование мениска. Этот слой 
геля полимеризуют при комнатной температуре в обычных услови-
ях. Параллельно готовят разделяющий гель с концентрацией по ак-
рнламнду 5 г/100 мл. 

2-й слой гелей — с концентрацией акриламида 5 г/100 мл, объ-
ем смеси, приходящийся на каждую трубочку,— 0,53 мл. 

Пропись приготовления геля. I1 мл реактива 1 (1 объем), 1,36 мл 
реактива 2 (1,36 объема), 1,64 мл дистиллированной воды (1,64 объ-
ема), 4 мл реактива 3 (4 объема). 

После того как нижний слой геля заполимеризуется (при этом 
будет видна граница раздела), резким движением вытряхивают во-
ду из трубочек, приливают в каждую трубочку приблизительно по 
0,2 мл раствора для формирования 2-го геля и смывают им воду, 
то есть после внесения его удаляют. И лишь затем доливают по 
0,53 мл 2-го геля в трубочку для полимеризации. IIa поверхность 
этого геля из шприца, соединенного с полихлорвпниловым капилля-
ром, очень осторожно наносят по 0,2 мл дистиллированной воды и 
оставляют колонки при комнатной температуре для полимеризации 
в обычных условиях. 

С целью образования в трубках 1-го и 2-го геля используют од-
ну и ту же niineTKy (для разделяющего геля). 

3-й слой гелей—с концентрацией акриламида 3 г/100 мл, объ-
ем его — 0,33 мл на каждую трубочку. 

Пропись приготовления геля. 1 мл реактива I (1 объем), 2 мл 
реактива 5 (2 объема), 1 мл реактива 6 (1 объем), 4 мл реактива 7 
(4 объема). 

Поверх третьего слоя геля наносят 0,2 мл дистиллированной 
воды. Воду следует наслаивать осторожно (как и гели), иначе по-
верхность гелей окажется неровной. Трубочки с гелями устанавлива-
ют под лампу дневного света на 1,5 ч. После полимеризации воду 
резким движением удаляют и наслаивают 4-й слой концентрирующе-
го геля. 

4-й слой гелей — с концентрацией акриламида 3 г/100 мл. Объ-
ем смеси, приходящийся на каждую трубочку,— 0,30 мл. 

Пропись приготовления геля. I мл реактива 4 (1 объем), 2 мл 



реактива 5 (2 объема), 1 мл реактива 6 (1 объем), 4 мл реактива 7 
(4 объема). 

Поверх слоя концентрирующего геля наносят из шприца по 
0,2 мл дистиллированной воды и полнмеризуют его под лампой днев-
ного света в течение 1,5 ч. Штатив с трубками устанавливают на 
расстоянии 30 см от самой лампы. 

К 0,3 мл сыворотки добавляют 0,15 мл реактива 7 (сахарозы), 
I каплю (0,05 мл) реактива 4 и 3 капли Судана черного Б (каждую 
каплю (0,05 мл) наносят из обычной пипетки). Пробы хорошо встря-
хивают и оставляют на 1 ч при комнатной температуре. Затем цент-
рифугируют 30 мин при 3000 об/мин. 0,05 мл окрашенной сыворотки 
очень осторожно (при помощи пипетки с грушей на 0,1 мл) спуска-
ют по внутренней поверхности стеклянной трубки на концентрирую-
щий гель. В блокнот записывают номер сыворотки (или фамилию 
больного) и соответствующий ей номер трубочки. Сверху трубочки 
осторожно заполняют рабочим раствором буфера. Затем их помеща-
ют в аппарат, заливают снизу и сверху трисглпциновым буфером по 
1000 мл. Электрофорез длится сначала 15 мин при силе тока 2 мА 
на трубочку, затем 50 мин при силе тока 5 мА на трубочку. Аппа-
рат выключают, стеклянные трубочки с гелями вынимают, помещают 
в лоток, заливают буферным раствором и оставляют стоять на сутки 
для более четкого разделения фракций. 

Количественная оценка диск-электрофореграмм 
липопротеидов сыворотки крови 
(В. С. Камышников, В. Г. Колб, 1976) 

Необходимость объективной оценки диск-электрофореграмм ли-
попротеидов обусловливается все более широким внедрением метода 
Davis и Orstein в модификации Е. Я. Маграчевой и других авторов в 
клиническую практику. Простота исследования, возможность исполь-
зования доступных приборов и реактивов, выпускаемых отечествен-
ными предприятиями и фирмой «Реанал», выделение большего коли-
чества (чем при проведении электрофореза на бумаге) уже иденти-
фицированных фракций позволяют рассматривать этот способ как 
весьма перспективный для опенки спектра липопротеидов сыворотки 
крови. Немаловажно, что им обнаруживаются все те компоненты, ко-
торые необходимы для типнрования гниерлипопротеицемнй но реко-
мендованной экспертами ВОЗ и принятой у нас в стране классифи-
кации. 

Опыт работы показывает, что тнпирование гиперлнпопротенде-
мий возможно даже путем визуальной оценки выраженности некото-
рых из разделяемых фракций, что само по себе создает предпосылки 
для более широкого распространения данного метода в условиях 
обычных клинико-диагностических лабораторий. Вместе с тем указан-
ный способ учета результатов, не лишенный элементов субъективиз-
ма, не позволяет установить количественные закономерности в изме-
нении спектра липопротеидов и как бы оставляет вне поля зрения 
ряд других фракций, могущих представлять интерес для клиницис-
тов. Отсюда становится понятным, насколько важна разработка про-
стого и надежного способа количественной оценки липопротеидо-
грамм, получаемых при диск-электрофорезе в полиакриламидном геле. 
Применение метода элюцни отдельных липопротеидных фракций (с 
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предварительным разрушением структуры полиакриламндного геЛй 
додецнлсульфатом натрия или другими веществами) затрудняется 
тем, что прн извлечении из стеклянной трубки многослойного геля 
происходит его разрушение. 

Для количественной оценки липопротеидограмм мы воспользова-
лись одним из классических методов обработки денситограмм при-
менительно к полученным при записи па микроденснтометре фрак-
циям липопротеидов. Кривую делили на ряд участков, соотносящихся 
с отдельными фракциями. На однородной, плотной, полупрозрач-
ной бумаге тонко отточенным карандашом делали копии кривых с со-
ответствующими разметками. Намеченные участки бумаги вырезали 
и взвешивали иа торсионных весах. Полученную сумму принимали 
за 100 % и по известной пропорции рассчитывали массу каждого пи-
ка бумаги, характеризующего ту или иную фракцию. Ответ давали 
в относительных процентах, аналогично выражению результатов спо-
собом проведения электрофореза па бумаге. 

Средние значения всех выделенных фракций липопротеидов со-
ставляют: для альбуминов, связанных с неэстерифицированиыми жир-
ными кислотами (НЭЖК),—12,94, а-липопротеидов (а-ЛП) — 44,98, 
p-лнпопротеидов (Р-ЛП) —27,40, хиломикронов— 14,68 %. Небезын-
тересно, что у здоровых людей фракцию пре-р-липопротеидов (ире-Р-
ЛП) мы практически не выявляли. Фракция а-ЛГ1 оказалась нераз-
деленной на подфракции всего лишь у 6 (5 %) из 118 человек. У 94 
( 8 0 % ) из 118 человек она разбилась на две подфракции — а и b — 
со средними значениями соответственно 23,83 и 21,24 %. У 18 
(15 %) из 118 доноров фракция а-ЛП разделилась иа три подфрак-
ции: а, Ь, с со средними значениями 18,29; 10,94 и 15,75 %. Фракция 
р-ЛП оказалась однородной у 49 (41,5%) из 118 человек. У 68 
(57,6%) из 118 доноров фракция р-ЛП разбилась на две подфрак-
ции: а и b со средними значениями 23,00 и 5,90 %, и лишь у одного 
человека (0,85 %) она разграничилась на три подфракции— а, Ь, с. 
Распределение а-ЛП и р-ЛП на 2—3 подфракции по обе стороны 
границы слоев полиакриламндного геля с различной концентрацией 
может быть проявлением молекулярной гетерогенности липопротеи-
дов. При сравнении спектров липопротеидов сыворотки кровн здо-
ровых мужчин и женщин у первых отмечено более высокое содер-
жание Р-ЛП. Существенных различий во фракционном составе ли-
попротеидов сыворотки крови у обследованных разного возраста не 
выявлено. 

Учитывая, что при проведении диск-электрофореза фракция хи-
ломикронов иногда обнаруживается в виде воронкообразно изменен-
ной полосы, несколько искажающей результаты денситометрического 
учета электрофореграмм, мы сочли целесообразным в дальнейшем не 
принимать в расчет указанный компонент, который к тому же не яв-
ляется, по нашему мнению, липопротеидом в строгом смысле этого 
слова. Действительно, формируясь в клетках слизистой оболочки ки-
шечника, хиломикроны представляют собой довольно крупные час-
тицы, имеющие своеобразную архитектонику: в полости, отграничен-
ной от окружающей среды белково-липидным слоем, содержится ог-
ромное количество молекул трнацилглицерииов и некоторых других 
липидов. Вместе с тем нам кажется вполне возможным отмести к ди-
попротеидам фракцию белков, связанных с иеэстерифицированными 
жирными кислотами (НЭЖК). Таким образом, в дальнейшем мы 
оценивали диск-электрофореграммы липопротеидов на основании учс-
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та содержания альбуминов, комплектованных с НЭЖК; фракций (и 
подфракций) а-липопротеидов; фракций (и подфракций) Р-липо-
иротеидов; фракций пре-р-липопротеидов н некоторых других, выяв-
ляемых лишь прн патологических состояниях и занимающих место 
либо впереди, либо несколько позади фракции нре-Р-липопротеидов. 

Разумеется, на результатах количественной оценки диск-электро-
фореграмм липопротеидов сыворотки крови в норме и при патологи-
ческих состояниях не могли не сказаться особенности выделения 
фракций липидно-белковых комплексов в многослойном полнакрила-
мндиом геле, условия осуществления их денситометрической записи, 
конструкция регистрирующего прибора и способ количественного уче-
та результатов. Однако мы склонны считать, что при одинаковых 
условиях проведения анализа получаемые относительные величины 
позволяют гораздо более объективно (в сравнении с визуальным 
контролем) оценить изменения в распределении липидно-белковых 
комплексов сыворотки крови, что открывает большие возможности 
для установления количественных закономерностей в сдвигах соот-
ношений между фракциями липопротеидов под влиянием патологи-
ческого процесса. 

При исследовании натощак 118 практически здоровых людей 
(75 мужчин и 43 женщины в возрасте от 18 до 55 лет) было выяв-
лено, что содержание в сыворотке кровн альбуминов, связанных с 
НЭЖК, составляет у доноров 15,1 ± 0 , 3 %, а-ЛП — 52,5±0,6 %, 
р-ЛП — 32,6±0,8 %. Фракцию пре-Р-ЛП у здоровых людей мы не 
обнаружили. Фракция u-ЛП оказалась неразделенной на подфрак-
ций у 6 из 118 человек (5 %) . У 94 нз 118 доноров (80 %) она сгруп-
пировалась на две подфракций — а и b — со средними значениями 
28,3±0,9 и 24,2± 1,2 % соответственно. У 18 из 118 человек (15,2 %) 
фракция а-ЛП разделилась на три подфракций — a, b и с со средин-
ми значениями 21,6±1,9 %; 12,8±1,5 % и 18,6±2,0%. Фракция Р-ЛП 
оказалась однородной у 49 из 118 доноров (41,5 %) . У 68 из 118 че-
ловек (57,6 %) фракция р-ЛП сгруппировалась на подфракций а и 
b со средними значениями 27,2±0,75 % и 7,5±0,54 %, и лишь у од-
ного исследуемого (0 ,85%) она разделилась иа три подфракций — а 
(38,1 %) , b (6 ,5%) и с ( 3 ,2%) . 

Сравнение спектра липопротеидов сыворотки крови здоровых 
мужчин и женщин не выявило существенных половых и возрастных 
различий. 

И. А. Людвичек с соавт. (1979), также фотометрируя диск-элект-
рофореграммы липопротеидов непосредственно в трубках с помощью 
отечественного микрофотометра ИФО-451, показали, что количествен-
ным критерием фракций липопротеидов может служить только пло-
щадь, ограниченная кривой изменения светового потока. При исполь-
зовании денситометра обычной конструкции и обработке деисито-
грамм по полученным кривым амплитуда и ширина пиков линопро-
теидограммы оказываются менее информативными. Интересно, что 
проведение авторами фотометрирования с помощью лазерной уста-
новки, состоящей из оптического квантового генератора ЛГ-56 с дли-
ной излучения 632,8 нм, механизма перемещения электрофореграммы, 
фоторегистрируюшего прибора и шлейфового осциллографа H-117, 
приводило к получению таких электрофореграмм, в которых обнару-
живалась высокая степень корреляции с данными биохимического 
анализа как площади, ограниченной кривой изменения светового по-
тока, так и ширины фракции. Использовав в своей работе оптнчс-
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ский квантовый генератор ЛГ-52-3 для денситометрнрованпя диск-
электрофореграмм глнкопротендов, мы вполне разделяем мнение ав-
торов о том, что данный метод заслуживает самого серьезного вни-
мания и нуждается в дальнейших исследованиях. 

Определение фракционного состава 
липопротеидов сыворотки крови 
в геле одной концентрации (В. Г. Колб, А. Д. Таганович, 
Г. Л. Гуревич, 1979) 

В основу настоящей методики мы положили принцип разделения 
основных фракций липопротеидов в геле одной концентрации с ис-
пользованием в качестве концентрирующего геля предварительно на-
бухшего сефадекса. 

Реактивы и гели. 1. Необходимо иметь хорошо очищенный реак-
тив акриламида. В случае неудовлетворительных результатов акри-
ламид перекристаллизовывают: 1 г акриламида растворяют в 100 мл 
хлороформа при +50°С . Горячий раствор профильтровывают, ох-
лаждают до комнатной температуры, а затем ставят на несколько ча-
сов в холодильник. Выпавшие кристаллы отфильтровывают через 
бюхнеровскую воронку, промыв их затем несколькими порциями 
охлажденного хлороформа. Сушат их на воздухе. Водный раствор 
из перекристаллизоваиного акриламида имеет рН 5,1—5,3. При рН 
ниже 4,7 акриламид следует снова перекристаллизовывать, так как 
акриловая кислота, снижающая рН, уменьшает электрофоретическую 
подвюкиость JIП. 

2. NN'-метилеибисакриламнд (МБА, или БИС). Недостаточно 
чистый препарат также должен быть перекрпсталлнзован: 10 г по-
рошка растворяют в 1 л ацетона при нагревании смеси в водяной 
баие с температурой +45—50 0C. Горячий раствор фильтруют, охла-
ждают, ставят в холодильник. Выпавшие кристаллы отфильтровыва-
ют и промывают ацетоном. Сушат их иа воздухе. 

3. Трис(оксиметил)амннометан (трис). 
4. N N N' N'-тетрамстилэтилендиамин (ТЕМЕД). 
5. 1 и раствор HCl. 
6. Раствор персульфата аммония (140 мг в 100 мл дистиллиро-

ванной воды). 
7. Электродный буфер. 0,6 г триса и 2,88 г глицина растворяют в 

1 л дистиллированной воды (рН 8,3). рН 500 мл буфера доводят 
до 9,2 1 и NaOH. 

8. Сефадекс G-200. 
9. Этиловый спирт. 
10. Насыщенный раствор судаиа черного Б в этиловом сппрте. 

1 г препарата растворяют в 10 мл этилового спирта. Полученный 
раствор переливают в центрифужную пробирку и центрифугируют 
25—30 мин при 3000 об/мин. После этого надосадочный раствор пе-
реливают в темную посуду и хранят прн комнатной температуре. 

Все растворы после приготовления фильтруют и держат в склян-
ках из темного стекла при + 4 0C до 2—3 мес, кроме персульфата 
аммония, который хранят не более 7—8 дней. Состав растворов для 
получения гелей приведен в табл. 33. 

Если рН растворов А и Б окажется выше обозначенного в 
табл. 33, доливают несколько капель 1 и HCl для доведения рН ра-
створа до нужной величины. 
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Табл. 33. Состав растворов для приготовления гелей 

1 н HCl — 2 4 мл 1 H HCl — 48,0 мл Акриламид — 12,0 г 
Трис — 18,3 г Трис — 5,98 г БИС-акриламид — 
ТЕМЕД — 0,23 мл ТЕМЕД — 0,46 мл 0,6 г 
H2O диет.— до 100 мл, Ii2O диет.— до 100 мл, Ii2O диет.—до 100 мл 
рН 8,9 рН 6,7 

Рабочий раствор готовят нз исходных растворов непосредствен-
но перед использованием (исходные реагенты предварительно нагре-
вают до комнатной температуры). Схема приготовления рабочего 
раствора: 1 объем раствора А, 1 объем раствора В, 1 объем раство-
ра персульфата аммония—0,25 г/100 мл, 1 объем дистиллированной 
воды. 

В качестве концентрирующего геля можно использовать сефа-
декс, замоченный в течение 1—2 сут в разбавленном в 8 раз растворе 
Б. Основным достоинством этого способа является то, что в таком 
геле прн проведении электрофореза никогда не образуется воронки. 
При надобности (например, перед денситометрированяем) его легко 
можно удалить из трубочки струей обычной водопроводной поды, 
не повредив прн этом разделяющего геля. 

Заполнение стеклянных трубочек происходит следующим обра-
зом. Рабочий раствор, состав которого описан выше, пипеткой или 
шприцем с длинной иглой разливают равными объемами (2 мл) в вер-
тикально укрепленные стеклянные трубочки (длина — 100 мм, диа-
метр— 6 мм). Если отсутствует специально приспособленная для 
этих целей подставка фирмы «Реанал», необходимо герметично за-
крыть нижний конец трубочки и после этого укрепить ее в верти-
кальном положении. На слой формируемого геля приливают дистил-
лированную воду на уровень 3—4 мм (для получения горизонталь-
ной поверхности), которую отсасывают после окончания полимери-
зации геля. Гель полимеризуют при комнатной температуре в тече-
ние 30—35 мин. После окончания этого процесса и отсоса воды шпри-
цем с длинной иглой наслаивают на поверхность геля предваритель-
но набухший сефадекс объемом 0,2 мл. 

Ход исследования. К 0,2 мл сыворотки добавляют 0,06 мл раст-
вора Б и 1 каплю насыщенного раствора судаиа. После этого пробы 
оставляют на 3 ч при комнатной температуре в темноте. Затем ок-
рашенные сыворотки центрифугируют при 3000 об/мин 25 мин. После 
этого надосадочную жидкость переливают в другую пробирку. 

Электрофорез проводят в приборе фирмы «Реанал». При отсут-
ствии фабричного прибора склеивают прямоугольную камеру из орг-
стекла, в дне которой по окружности прожигают круглые отверстия 
диаметром 12 мм, чтобы в них могли войти резиновые пробки с от-
верстиями для трубок. Аналогичное отверстие делают для электрода. 
В качестве нижней камеры используют стеклянный сосуд, глубиной 
превышающий длину трубок. 

Электрод для осуществления электрофореза может иметь в ка-
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Раствор А Раствор Б Раствор В 

н HCl — 24 мл 1 н HCl — 48,0 мл Акриламмд— 12,0 г 
рис — 18,3 г Трис — 5,98 г БИС-акриламид — 
ЕМЕД —0,23 мл ТЕМЕД — 0,46 мл 0,6 г 

2 0 днст.— до 100 мл, I I2O днст.— до 100 мл, II2O днст.—до 100 мл 
H 8,9 рН 6,7 



честве анодного копна тонкую платиновую проволоку (толщина — 
0,1 мм, длина — 3 см), а на катодном конце — аналогичную по раз-
мерам стальную или платиновую проволоку. Готовый электрод, по-
мещенный в стеклянную трубочку диаметром 5—6 мм, герметично за-
крывают на анодном (нижнем) конце. Катод и анод выводят из сте-
клянной трубочки иа выпрямитель тока. 

Для проведения электрофореза трубочки с гелями укрепляют в 
электрофоретической камере. Подготовленную смесь, содержащую ок-
рашенную сыворотку, осторожно наслаивают па верхний гель, а ос-
тавшуюся часть трубочки заполняют электродным трисглициповым 
буфером (рН 9,2) так, чтобы образовался выпуклый мениск. Затем 
осторожно заливают всю верхнюю камеру. Нижнюю камеру запол-
няют буфером предварительно (рН 8,3). Разделение ведут от катода 
к аноду. Сила тока — 5 мА на трубочку. Смешивать катодный и 
анодный буфер не рекомендуется. Буфер может быть использован до 
10 раз. 

В результате электрофореза в течение 45—60 мин липопротеиды 
разделяются на основные фракции: хиломикроиы остаются на стар-
те с избытком красителя; пре-|3-ЛП располагаются па расстоянии 
2—4 мм от входа в разделяющий гель; за ними на расстоянии 1 — 
2 см находятся р-ЛП. Дальше всего от старта локализуются а-ЛП. 
Иногда р-ЛП делятся на две подфракции. 

Находящиеся в стеклянных трубочках диск-электрофореграммы 
липопротеидов подвергали прямой денситометрии. Содержание липо-
протеидных фракций у 50 доноров в сыворотке крови, взятой нато-
щак, для пре-р-ЛП составляло 11,58±0,67%, для р-ЛП — 52,11± 
± 1 , 7 8 % , для а-ЛП — 36,31 ±0,95 %. 

Электрофорез липопротеидов в геле агарозы 
(В. Н. Титов, И. Г. Кантраджян, И. К. Филиппов, 1978) 

Характерными особенностями данного метода являются: 1) ок-
рашивание липопротеидов сыворотки крови до проведения электро-
фореза, 2) использование буфера с коммерческим (а потому доступ-
ным) альбумином, содержащим жирные кислоты, 3) применение для 
разделения липопротеидов отечественного прибора ПЭФ-3 и отече-
ственных реактивов. 

Реактивы. 1) веронал, 2) мединал, 3) лиофилизнроваииый альбу-
мин человека, 4) агароза марки «А» отечественного производства, 
5) судан черный Б, 6) этнлеигликоль, 7) уксусная кислота ледяная, 
8) этиловый спирт 96°. 

Для приготовления буфера 1,34 г веронала растворяют в 600 мл 
дистиллированной воды, добавляют 10,3 г мединала. После остыва-
ния раствора объем доводят водой до 1 л (рН буфера 8,6, ионная 
сила 0,05). 

Для получения раствора альбумина 1 г лнофнлизированиого аль-
бумина человека вносят в 200 мл вероналового буфера. 

Для приготовления геля агарозы 0,32 г агарозы марки «А» раст-
воряют в 20 мл дистиллированной воды прн кипячении. После этого 
стакан с раствором агарозы помещают в водяной термостат с тем-
пературой + 50—55 0C, доливают в него 20 мл раствора альбумина 
и все содержимое перемешивают. 3 мл раствора агарозы наносят 
пипеткой на предварительно обезжиренное и горизонтально установ-
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ленное предметное стекло. Для образования лунки в агарозным геле 
в еще не застывший гель помещают металлический стержень длиной 
20 мм и диаметром 2 мм, который после застывания геля удаляют 
магнитом. 

Для получения красящего раствора 200 мг Судана Б растворяют 
в 20 мл этнленгликоля, помещая сосуд в кипящую водяную баню. 
Насыщенный раствор Судана Б, не давая ему остыть, фильтруют че-
рез бумажный фильтр и храпят длительное время в сосуде из тем-
ного стекла. 

Ход проведения исследования. 1. Окраска липопротеидов сыво-
ротки крови и нанесение ее на слой агарозы. К 0,3 мл сыворотки в 
пробирке добавляют 3 капли насыщенного раствора красителя, со-
держимое пробирки перемешивают и оставляют в темном месте на 
1 ч. По истечении указанного времени к окрашенной пробе доливают 
0,2 мл теплого раствора агарозы, смесь прогревают в термостате при 
температуре +50—55 0C и капиллярным концом подогретой пипетки 
наносят в желобок в агарозном геле, заполняя его полностью, после 
чего дают пробе застыть. 

2. Фракционирование липопротеидов. Восемь штук предметных 
стекол помещают в электрофоретическую камеру слоем агарозы вниз, 
при этом слой сыворотки крови иа стекле располагают у катода. 
Разделение проводят в камере, находящейся в холодильнике в тече-
ние 1 ч (напряжение— 100 В, сила тока — 40—45 мА на все 8 сте-
кол). Непосредственно после фореза в геле четко видны фракции ли-
попротеидов. Фореграммы фиксируют в уксусной кислоте (5 г/100 мл) 
на протяжении 1 ч, затем стекла располагают па 20 мни между дву-
мя листами фильтровальной бумаги, смоченной 96° этанолом, после 
чего их оставляют сохнуть. Буфер, помещенный в электрофоретиче-
скую камеру, может быть использовав многократно, однако при этом 
желательно менять полярность погруженных в него электродов. 
Электрофореграммы сохраняются неограниченно долго. 

3. Количественная обработка диск-электрофореграммы. Авторы 
метода осуществляли денситометрию иа отечественном денситометре 
БИАН-170. Указанная модель денситометра снабжена интегратором, 
что позволяет рассчитать процентное соотношение фракций липопро-
теидов. Таким образом, модифицированный способ электрофореза ли-
попротеидов позволяет использовать серийно выпускаемое оборудо-
вание и доступные реактивы. Этот метод по сравнению с разделени-
ем липопротеидов в геле полиакриламида менее трудоемок, электро-
фореграммы могут храниться неограниченно долго. 

Разделение липопротеидов в агарозном геле дает возможность 
идентифицировать все основные классы белково-липидиых комплек-
с о в — хиломикроны, Р-ЛП, пре-Р-ЛП и быстрее всех движущиеся 
а-ЛП, а также феиотипировать гиперлипопротеидемии (см. «Клини-
ко-диагностическое значение исследования липопротеидов в сыворот-
ке крови»). 

Метод определения холестерина 
липопротеидов высокой плотности (а-холестерина) 

Принцип. Метод основан на способности липопротеидов низкой 
и очень низкой плотности в противоположность липопротеидам вы-
сокой плотности образовывать нерастворимые комплексы с гепарином 
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и присутствии ионов марганца. В надосадочной жидкости, оставшей-
ся после осаждения Р-ЛП и пре-Р-ЛП и заключающей фракцию а-
ЛП, определяют содержание а-ХС. 

Реактивы. 1. 1 моль/л раствора хлористого марганца (19,791 г 
MnCI2• 4Н20 растворить в 100 мл дистнллированиой воды). 

2. Гепарин с содержанием 5000 ЕД в 1 мл (гепарин фирмы «Ге-
деон Рихтер», Венгрия). 

3. Все реактивы, необходимые для проведения цветной реакции 
Либермаиа — Бурхарда по методу Abell или Илька (см. описание 
методики в разделе «Холестерин»), 

Кровь для анализа а-ХС берут у обследуемого утром натощак 
через 12—14 ч после последнего приема пищи. В течение двух недель 
до взятия крови необходимо исключить использование больным ле-
карственных препаратов, влияющих на липидный обмен. 

Для анализа можно применять как сыворотку крови, так и плаз-
му. Для получения плазмы крови берут этилендиаминтетрауксусную 
кислоту (ЭД'ГА) в качестве антикоагулянта (I мг сухой дииатрие-
вой соли ЭДТА на I мл крови). ЭДТА связывает ионы тяжелых ме-
таллов, стимулирующие аутоокисление липидов. Взятая цельная 
кровь может храниться при + 4 0C не более 3 ч. Плазму получают 
центрифугированием при 1500 g в течение 30 мин. Ее можно дер-
жать в холодильнике при + 4 0C до семи суток. Замораживание плаз-
мы не влияет на определение общего холестерина и триацилглнцери-
пов, но является нежелательным при разделении разных фракций ли-
попротеидов с целью последующего исследования а-липоиротеидно-
го холестерина. 

Ход определения. 1. К I мл плазмы с помощью стеклянной ми-
кропипетки (класса А) добавляют 0,04 мл раствора гепарина, содер-
жимое пробирки перемешивают в течение 10 с путем ее встряхива-
ния вручную или с помощью автоматического смесителя. 

2. К смеси доливают 0,05 мл раствора MnCI2, после чего ее не-
медленно начинают перемешивать на протяжении 10 с. 

3. Содержимое пробирки оставляют в ледяной бане на 30 мин, 
затем пробирки центрифугируют ( + 4 0C) в течение 30 мин при 
1500 g. Для расчета числа оборотов при заданном числе g (ОЦУ) ис-
пользуют формулу: 

где п — число оборотов в мин; г—радиус ротора центрифуги (см); 
980 (см-с - 1)—гравитационная постоянная g; ОЦУ — относительное 
центробежное ускорение, выражаемое количеством g (в данном слу-
чае 1500); я — константа (3,14), 

Следует обратить внимание на то, чтобы температура, при ко-
торой идет преципитация Р-ЛП и пре-Р-ЛП, не была ниже O0C во 
избежание замораживания раствора и нарушений в структуре ЛП, 
приводящих к ошибкам в определении а-холестерина. Возрастание 
температуры при центрифугировании выше + 4 0C может также спо-
собствовать неполному осаждению. 

4. После центрифугирования осторожно отсасывают надосадоч-
ную жидкость, содержащую а-ЛП. При выполнении этой процедуры 
рекомендуется пользоваться пастеровской пипеткой с оттянутым кои 
цом и резиновым наконечником. 
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5. 0,5 мл полученной таким образом надосадочной жидкости при-
меняют для установления в ней а-ХС методом Abell с соавт. При 
этом возможно использование как ручного метода AbelI с соавт., так 
и определение XC на автоанализаторе «Technicon А. А. II». В кли-
нических исследованиях может быть применен метод Илька. 

6. При окончательном расчете результаты умножают на попра-
вочный коэффициент 1,09, учитывающий степень разведения плазмы 
прн добавлении к ней реактивов в указанных выше количествах во 
время преципитации пре-Р-ЛП и Р-ЛП. 

7. При работе с липемическими сыворотками осаждение может 
быть неполным, чтобы избежать этого, плазму нужно разбавлять в 
2 раза физиологическим раствором (0,85 г/100 мл) NaCl. 

Определение содержания P- и пре-Р-липопротеидов 
сыворотки крови турбидиметрическим методом 
(по Бурштейну и Самаю) 

Принцип метода. В присутствии CaCl2 и гепарина нарушается 
коллоидная устойчивость белков сыворотки крови, в связи с чем оса-
ждаются P- и пре-Р-липопротеиды. Гепарин способен образовывать с 
р-липопротеидами комплекс, который под действием хлористого 
кальция выпадает в осадок. По степени помутнения раствора и судят 
о концентрации р- и пре-Р-липопротеидов в сыворотке. 

Реактивы. 1. 0,025 моль/л раствора CaCI2. Этот реактив может 
быть приготовлен из амнулированиого раствора хлористого кальция 
или путем доведения 9,7 мл 10 г/100 мл раствора CaCl2 (19,4 мл 
5 г/100 мл раствора CaCl2) дистиллированной водой до 350 мл. Сле-
дует лишь помнить, что большинство ампул содержит препарат кри-
сталлического хлористого кальция (CaCl2 • 6Н20) в концентрации 
10 г/100 мл, который фактически содержит 5 г CaCi2 в 100 мл жид-
кости. К 1 мл 10 г/100 мл раствора кристаллической соли добавля-
ют 17 мл воды. 

2. Гепарин активностью 1000 ЕД в I мл. 
Ход определения. В правую и левую кювету фотоэлектроколо-

риметра с шириной рабочего слоя 5 мм вносят по 2,0 мл раствора 
CaCl2 и после прогревания прибора устанавливают нулевую точку 
ФЭКа с красным светофильтром (720 нм). Затем в правую кювету 
приливают 0,2 мл сыворотки и после перемешивания содержимого 
стеклянной палочкой или полоской рентгеновской пленки отмечают 
экстиикцию, которая обычно составляет 0,01; 0,02; 0,03. Потом в эту 
же кювету добавляют 0,04 мл гепарина и после повторного переме-
шивания ее содержимого точно через 4 мин вновь отмечают экстиик-
цию (время засекают секундомером). 

Результат выражают в единицах экстинкции (Е=Е0ц.—Ек .) или 
в условных фотометрических единицах, вычисляемых путем умноже-
ния значений экстинкции на 100. 

В норме проба Бурштейна и Самая составляет 0,35—0,55 ед. эк-
стинкции, или 35—55 усл. ед. 

П р и м е ч а н и я : 1. Кровь для анализа нужно брать у обследуемого 
обязательно натощак. 

2. Сыворотка стойка в течение двух суток, если содержать ее в холо-
дильнике или прн комнатной температуре. 

3. В случае если прн измерении экстинкции не хватает шкалы правого 
барабана, определение можно веств в 0,1 мл сыворотки (с последующим 
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Умножением конечного результата па &) или на левом барабане ФЭКа-М, 
ФЭКа-Н-57. 

4. Прн исследовании лнпемнческих сывороток следует измерять мутность 
раствора до н после добавления гепарина. Во всех остальных случаях из по-
казаний экстинкции опытных проб сразу же вычитают 0,02 (среднее значе-
ние показаний контрольных проб) или же от конечного результата, выражен-
ного в условных единицах, отнимают две фотометрические единицы. Это от-
носится и к желтушным сывороткам, которые благодаря значительному раз-
бавлению дают такую же поправку — 0,02 ед. экстинкции (2 усл. ед.). 

Определение патологической фракции липопротеидов 
(липопротеида-Х) в сыворотке крови 

В 1955 г. Eder с соавт. при спиртовом фракционировании липо-
протеидов сыворотки установили, что последние у лиц с застоем жел-
чи отличаются от липопротеидов сыворотки здоровых людей. Затем 
Etienne с соавт. (1966), Dangerfield с соавт. (1967) у больных с ме-
ханической желтухой удалось изолировать фракцию липопротеидов, 
имеющую электрофоретическую подвижность (З-липопротеидов, но 
обладающую иммунологическими свойствами и аминокислотным со-
ставом, отличающимся от липопротеидов сыворотки здоровых людей. 
Данная фракция имела свойство не осаждаться сульфосалициловой 
кислотой. Как установила Wehr (1970), этот липопротенд содержит 
меньше белка, а больше липидов, особенно свободного холестерина 
и фосфолипидов. 

В настоящее время выяснено, что на долю белка этого липопро-
теида приходится 6 % , фосфолипидов — 66 %, неэстерифицироваиио-
го холестерина—22%. эфиров холестерина — 3%, трнацилглицери-
иов— 3 %. Lemaire с соавт. (1965) объясняют наличие этой липо-
протеидной фракции в сыворотке крови у больных при застое жел-
чи проникновением ее в кровь из желчи. Wehr (1970) считает, что 
образование этой фракции липопротеидов вызывается необходимо-
стью транспортировки холестерина из печени вследствие повышения 
его синтеза при застое желчи, в результате чего формируются специ-
альные высокоиасыщенные холестерином липопротеиды, поддержи-
вающие стеролы в растворе. Однако указанные работы посвящены в 
основном химическому анализу патологической фракции липопротеи-
дов, в доступной нам литературе не обнаружено обстоятельных ра-
бот по изучению возможности применения этой пробы в клинической 
практике. 

Референтным методом исследования липопротеида-Х является 
иммунологический. Важная его особенность — высокая подвижность 
этого комплекса к катоду при электрофорезе на агаровом геле. 

Наиболее распространен в клинической практике метод Wehr 
(1970). 

Реактивы. J. Раствор хлорида натрия — 0,9 г/100 мл. 
2. Раствор сульфосалициловой кислоты — 1 0 г/100 мл. 
3. 1 моль/л раствора надхлорной кислоты. 
Ход определения. При комнатной температуре к 1 мл сыворот-

ки крови в центрифужной пробирке прибавляют 1 мл раствора хло-
ристого натрия и по каплям 1 мл раствора сульфосалициловой кисло-
ты. Содержимое пробирки перемешивают стеклянной палочкой и 
центрифугируют 30 мин при 3000 об/мин. К 1 мл надосадочной жид-
кости доливают 1,5 мл раствора надхлорной кислоты. Через 15 мин 
измеряют степень помутнения раствора на фотоэлектроколориметре-
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нефелометре при длине волны 660 нм в кювете с шириной слоя 5 мм. 
Компенсационной жидкостью служит дистиллированная вода. Ре-
зультаты измерения выражают в единицах оптической плотности, ум-
ноженных иа 100. 

Хранение сыворотки при + 4 0C в течение 4 дней не влияет иа 
результат анализа, прн более длительном ее содержании наблюдает-
ся снижение величины показателя измерения. 

Исследование липопротеидлипазной активности 
плазмы крови 

Образующиеся в печени лнпнЯно-белковые комплексы секрети-
руются в кровь в виде ЛПОНП, которые более чем на 60 % состоят 
из триацилглицеринов. 

Активируемая гепарином липопротендлипаза (ЛПЛ; КФ 3.1.1.34), 
гидролизуя триацилглицерины, способна превращать ЛПОНП в 
ЛПНП за счет увеличения содержания холестерина и фосфолипидов 
и возрастания плотности частиц. Ингибнрованне же ЛПЛ приводит 
к накоплению в плазме крови ЛПОНП, что характерно для гиперли-
попротеидемий I, 116, IV, V типов по классификации Фредриксона. 
Поэтому исследование активности этого энзима может облегчить ти-
пироваиие гнперлнпопротеидемнй, а также способствовать лучшему 
пониманию характера нарушения липидиого обмена при патологии. 

Большинство описанных в литературе методов исследования ли-
попротеидлипазной активности в биологическом материале основано 
па установлении конечных продуктов лнполнтической реакции — выс-
ших жирных кислот. При этом на первом этапе во всех способах 
инкубируют различные субстраты с исследуемой плазмой, а затем 
после экстракции анализируемого продукта из реакционной смеси оп-
ределяют жирные кислоты либо титрованием, либо колориметриче-
ски, а при использовании С'4 меченого субстрата — по радиоактив-
ности. Некоторые авторы, применяя рН-стат, прослеживают образо-
вание жирных кислот непосредственно в реакционной смеси методом 
потенцнометрического титрования при постоянном рН. 

Общим недостатком всех этих способов является их трудоем-
кость, необходимость использования для экстракции и регистрации 
жирных кислот дорогостоящих реактивов и оборудования. Кроме 
того, отсутствие в указанных методах контроля уровня жирных кис-
лот, выделившихся за счет неспецифического гидролиза субстратов, 
снижает чувствительность рассмотренных способов и не исключает 
действия других липолптических ферментов. 

Предлагаемый метод выявляет уровень жирных кислот непо-
средственно в инкубационной смеси. При этом изменение рН, вызван-
ное освободившимися в результате зизиматического гидролиза суб-
страта жирными кислотами, определяют потеициометрически, этот по-
казатель является мерой активности фермента. 

Кровь забирают до (контрольная проба) и через 20 мин после 
(опытная проба) внутривенного введения гепарина в дозе 150 ЕД/кг 
массы. Кровь смешивают с гепарином в отношении 1 : 10, центрифу-
гируют, плазму используют немедленно или замораживают при 
—20 0C. 

Реактивы. I. В качестве субстрата применяют интралнпид 
(«Vitrum», Швеция). 
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2. Аммиачный буфер (рН 8,7). Готовят смешиванием 31 объема 
0,1 моль/л NlI4CI и 30 объемов 0,1 моль/л NII4OH. Чтобы умеш. 
шить силу буфера, перед использованием его разводят водой 
в 4 раза. 

3. Раствор бычьего альбумина в разведенном буфере — 70 мг/мл. 
Ход определения. В две маленькие пробирки отмеряют по 1 мл 

забуференного раствора альбумина и по 0,1 мл интралипида, про 
бирки помещают в термостат на 10 мни при температуре + 2 9 "С, 
После этого в одну пробирку добавляют 0,4 мл плазмы, взятой до 
введения обследуемому гепарина (контрольная проба), а в другую - -
0,4 мл постгепарнновой плазмы (опытная проба). рН обеих проб за-
меряют в микроячейке рН-метра и ставят их снова в термостат па 
2 ч (температура + 2 9 0C). По истечении срока инкубации вновь он 
ределяют рН опытной и контрольной пробирок. При температуре ни 
кубации + 2 9 0C имеет место максимальное освобождение жирных 
кислот и в то же время уменьшается возможность действия других 
липолитичееких ферментов, активируемых гепарином. 

Для получения данных к построению калибровочного графика 
используют растворы этилового спирта, содержащие в ОД мл 10, 20, 
30 и т. д. мкмоль стеариновой кислоты. Последнюю берут в качсет 
ве стандарта. Ее вносят в инкубационную смесь вместо плазмы, за-
меряют рН и строят калибровочный график. 

По калибровочному графику устанавливают, какому количеству 
мкмоль стеариновой кислоты соответствует полученный в опытной 
и контрольной пробах сдвиг рН. За единицу активности фермента 
принимают то количество мкмоль жирной кислоты, которое освобож 
дается в условиях опыта за 1 ч в пересчете па 1 мл плазмы крови но 
сравнению с контрольной пробой. 

C 0 - 2 , 5 ' C k - 2 , 5 
АЛ = — ^ 2 - - j ^ > 

после преобразования А Л = 1,25 (C 0 - -C l i . ) , где АЛ — активность ли 
поп р отен длин азы (мкмоль стеариновой кислоты на 1 мл плазмы при 
инкубации 1 ч); 2,5 — пересчет па 1 мл плазмы; 2 — время инкуба 
ции в ч; С — количество стеариновой кислоты ("мкмоль), освободив 
шееся под действием фермента в опытной (С(1П.) и контрольной 
(Ск.) пробирках (устанавливают по калибровочному графику). 

Мы определили по указанной методике лппопротендлипазную ак-
тивность плазмы крови у 30 здоровых людей. 

Средняя величина активности фермента составляет 19,9± 
±0,87 мкмоль жирных кислот/ ( ч . мл). 

Клинико-диагностическое значение исследования 
липопротеидов в сыворотке крови 

Выяснение вида нарушений обмена липопротеидов, то есть тип» 
гиперлипопротеидемин у больных, обычно проводят в соответствии с 
классификацией Фредриксона с соавт. (1965, 1971), в основу кото-
рой положены не только характер фракционного распределения липо-
протеидов, но и содержание в сыворотке трнацилглицерииов и холе-
стерина. При гиперлипопротеидемин выделяют 5 основных типов от 
клонения липидного обмена от нормы. 
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Тип I—гиперхиломикроиемия. Ему свойственны наличие боль-
шого количества хиломнкронов, нормальное или слегка повышенное 
содержание пре-Р-липопротеидов и резкое увеличение уровня триа-
цнлглицеринов. Клинически проявляется ксантоматозом. 

«Молочная» сыворотка, если содержать ее в течение суток при 
температуре + 4 0C1 становится прозрачной, с обильным сливкооб-
разным слоем хиломнкронов сверху (тест для обнаружения хило-
мнкронов положителен, еслн хиломикроны или ЛПОНП присутствуют 
и пробе в повышенной концентрации). 

Первичная гиперлнпопротеидемня I типа встречается редко и 
проявляется уже у больных в раннем возрасте. Как вторичный при-
знак наблюдается у больных с диабетом, красной волчанкой, иногда 
с нефрозом, гипотиреозом, панкреатитом, при злоупотреблении ал-
коголем. Обнаруживается ожирением. 

Тип II — гипер-Р-липопротеидемия — обусловлен высоким содер-
жанием в крови p-липопротеидов. Распадается на подтипы IIa и 116. 
Первый характеризуется высоким уровнем Р-липопротеидов, нор-
мальным содерлсаиием пре-Р-липопротендов, а также возрастанием 
концентрации холестерина при нормальном содержании триацилгли-
церинов; второй сопровождается увеличением содержания р-липо-
протеидов, пре-Р-липопротеидов, холестерина и триацилглицеринов. 

Клинически тип II проявляется атеросклеротическнми наруше-
ниями. 

Первичная гиперлипопротеидемия II типа встречается более час-
то и наблюдается уже у новорожденных. Часто связана с прогрес-
сирующим атеросклерозом. Как вторичная гиперлипопротеидемия от-
мечается при нефрозах, заболеваниях печени, мнеломной болезни, ма-
кроглобулинемни. 

Тип III — гипер-р-гиперпре-р-липопротеидемия. Эта широкопо-
лосная Р-липопротеидемия сопровождается повышением уровня хо-
лестерина и триацилглицеринов. Часто обнаруживается у больных 
атеросклерозом, сочетающимся с развитием коронарной недостаточ-
ности. 

Вторичная гиперлипопротеидемия бывает у больных с системной 
красной волчанкой и диабетическим кетоацидозом. 

Тип IV — гинерпре-Р-липопротепдемия — обусловлен значитель-
ным увеличением пре-Р-липопротеидов. Характеризуется также повы-
шением уровня триацилглицеринов при нормальном или слегка уве-
личенном содержании холестерина. Выявляется у больных диабетом, 
ожирением, ишемической болезнью сердца, а также при нефротиче-
ском синдроме, гипотиреозе. Первичная гиперлипопротеидемия IV 
типа обнаруживается развитием атеросклероза у больных после 20 
лет. Характеризуется ишемической болезнью сердца. Вторичная ги-
перлипопротеидемия наблюдается при диабете, нефрозе, гипотиреозе, 
панкреатите, алкоголизме. 

Тип V — гиперпре-Р-липопротеидемия с гиперхиломикронемией. 
Ему свойственны увеличение богатых трнацилглицеринами пре-Р-ли-
попротеидов и хиломнкронов. Содержание холестерина и триацилгли-
церинов в кровн возрастает. 

Прн стоянии сыворотка расслаивается па верхний — сливкооб-
разный и нижний — мутный слон. 

Обнаруживается у больных, страдающих ксантоматозом. Ишеми-
ческой болезни при этом типе не наблюдается. 

Первичная гиперлипопротеидемия V типа проявляется у боль-
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ных после 20—30 лет. Вторичная гиперлипопротендемия отмечается 
при диабете, нефрозе, гипотиреозе, панкреатите, алкоголизме. 

Итак, как вторичные состояния гнперлипонротёидемии I, IV. 
V типов одинаковы. Атерогенными являются гиперлипопротеидемин 
II, III и IV типов. 

Типы гиперлипопротеидемин удобно определять, используя мс 
тод электрофореза липопротеидов в полиакриламидном геле (пи 
Е. Я. Маграчевой, 1973). на отечественном аппарате и фабричном 
приборе, выпускаемом фирмой «Реанал» (Венгрия). Оценку резуль 
татов разделения можно давать визуально (описательно) или регн 
стрируя их на микроденситометре. 

Однако при отсутствии специальной аппаратуры тнпы гиперли-
попротеидемин допустимо устанавливать и косвенно, по содержанию 
холестерина и трнацилглицерииов в сыворотке крови, учитывая прн 
этом, что около 40 % холестерина приходится иа p-липопротеиды, ;i 
50—60 % и 84—87 % трнацилглицерииов — на пре-р-липопротеиды и 
хнломнкроны соответственно. Типированню может помочь и способ 
наблюдения или выдерживания плазмы. 

В настоящее время более правильно говорить не о типах гипер 
лнпопротендемий, а о типах дислинопротеидемий, поскольку измене 
ния в спектре отдельных фракций липопротеидов не всегда сопро 
вождаются гиперлнпопротеидемнеи. 

Выявление типов днелипопротендемнй (ДЛИ) проводят по прии 
ципам, общим с типированнем гиперлипопротеидемин по Фредрикео 
ну, однако добавочно к нему вводят обнаружение типов с гипераль-
фа- и гнпоальфалнпопротеидемиямн, гипобеталипопротеидемией. Ос-
новным современным подходом в титровании ДЛИ является оцен-
ка уровня каждого из классов липопротеидов плазмы: ЛПОПП, 
ЛПНП, ЛПВП — по уровню холестерина, входящего в состав этих 
фракций. 

Уменьшение содержания альфа-липопротеидов наблюдается прн 
остром гепатите, циррозе печени и застойной желтухе. В последнем 
случае оно выражено настолько резко, что может привести к полно-
му исчезновению альфа-фракции. 

Увеличение уровня альфа-липопротеидов отмечается иногда при 
хроническом гепатите. 

Возрастание содержания бета-липопротеидов — наиболее часто 
встречающееся в липограмме отклонение от нормы. Оно бывает прн 
атеросклерозе, диабете, гипотиреозе, монопуклеозе, некоторых острых 
гепатитах, бетагплазмоцитоме, при резкой гипопротеинемни, глико-
генов ой болезни, ксаитоматозе и других патологических состояниях, 

Уменьшение бета-лнпопротеиновой фракции описано при бет 
плазмоцитоме. 

Увеличение липидного остатка наблюдается у больных с алимен-
тарной гиперлипемиеЙ и в особенности с эссепциальной гиперлн 
пемией. 

Повышение уровня липопротеидов в кровн тесно связано с гн 
перхолестеринемией, поскольку холестерин входит в состав главным 
образом бета-липопротеидов. 

Диспротеинемическая проба Бурштейна имеет значение не толь 
ко прн гиперлипемических состояниях, но и как функциональная не 
ченочная проба. При сопоставлении с тимоловой пробой этот пока-
затель, несмотря на свою неспецифичность, особенно ценен. Тимоло-
вая проба более чувствительна к расстройствам в начальной фазе, и 
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проба Вурштейна — в конечной фазе острого геНатНта. Особую рОЛЪ 
играет липопротеииовая проба в оценке постгепатитного состояния. 
И этом случае она часто является единственной флокуляционной 
пробой, улавливающей повреждение печени. В сочетании с тимоло-
пой она имеет большое значение для дифференциации механической 
желтухи от паренхиматозной. При паренхиматозной желтухе обе про-
бы положительны либо тимоловая положительна, а проба на р-липо-
нротеиды отрицательна. При механической желтухе тимоловая проба 
отрицательна (если нет вторичного гепатита), проба Бурштейна — 
резко положительна. 

При механической желтухе обнаруживается также значительное 
увеличение содержания патологической фракции липопротеидов (ли-
попротеида-Х), выявляемое описанным методом Wehr. 

У больных с неспецифическими пневмониями происходят значи-
тельные изменения не только в качественном, но и в количественном 
распределении липидно-белковых комплексов сыворотки крови. При-
чем у больных с острой очаговой пневмонией, по нашим предвари-
тельным данным, в меньшем проценте случаев обнаруживается пато-
логическое распределение липопротеидов, чем у больных с хрониче-
ской пневмонией. Если при острой очаговой пневмонии наблюдается 
склонность к нормализации спектра липопротеидов, то при хрониче-
ской пневмонии таковая не выявляется. Все это свидетельствует о 
более глубоких изменениях в спектре липопротеидов у больных хро-
нической пневмонией по сравнению с таковыми у больных, страдаю-
щих острой очаговой пневмонией. 

Состав липопротеидов сыворотки крови резко меняется и в ост-
ром периоде вирусного гепатита (Ж. Л. Лобановекая с соавт., 1980). 
Методом электрофореза в полиакриламидном геле обнаружено сни-
жение содержания а-ЛП, а иногда и полное их исчезновение. При 
среднетяжелом и тяжелом течении определяются патологические 
фракции а-ЛП, обладающие иной электрофоретической подвиж-
ностью. В этот период полосы (5- и пре-Р-ЛП интенсивные, часто двой-
ные. Прн снижении гипербилнрубинемии, отражающей функциональ-
ное состояние печени, на диск-электрофореграмме обнаруживается бо-
лее выраженная фракция а-ЛП с восстановлением (по качеству рас-
пределения фракций) спекла липопротеидов, хотя соотношения а-
Л П / р - Л П и в III фазе заболевания еще достоверно отличаются от 
нормы. IIo и к моменту выписки больных с острым гепатитом в 27 % 
случаев отсутствует нормализация соотношения фракций а-
ЛП /р-лп. 

Приведенные клинические примеры показывают важность ис-
пользования метода электрофоретического фракционирования липо-
протеидов в полнакриламилном геле (с качественной и количествен-
ной оценкой выявляемых изменений в распределении липидно-белко-
вых комплексов) для улучшения диагностики заболеваний и контро-
ля за эффективностью проводимого лечения. 

В ряде эпидемиологических исследований определено наличие 
отрицательной корреляционной зависимости между содержанием хо-
лестерина фракции липопротеидов высокой плотности (а-лнпопротеи-
дов) в плазме крови и частотой распространения ишемической болез-
ни сердца. 

В клинической практике также отмечено снижение концентрации 
а-липопрогеидного холестерина у больных с ишемической болезнью 
сердца, обусловленной коронарным атеросклерозом. 
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Установлено, что каждый из известных риск факторов космиче-
ской болезни сердца (ожирение, курение и недостаток физической 
активности) сопряжен со снижением содержания холестерина во 
фракции а-липопротеидов. 

У людей с наследственной гиперальфахолесте| и. ем ней, наоборот, 
реже, чем у остальных, наблюдается ншемичсекая болезнь сердца и 
инфаркт миокарда. 

Смертность от заболеваний сердечно-сосудистой системы прн вы-
соком уровне а-липопротеидиого холестерина меньшая, чем при низ-
ком. У лиц, занимающихся систематическими физическими трениров-
ками, содержание холестерина во фракции а-лнпопротеидов повыше-
но, а ншемическая болезнь сердца отмечается реже, чем в контроль-
ной группе. Предполагается, что гиперальфахолестеринемия являет-
ся антириск-фактором, а гипоальфахолестеринемия — независимым 
риск-фактором в развитии ишемической болезни сердца, вызванной 
коронарным атеросклерозом. 

Следует иметь в виду, что низкая концентрация а-ЛП в плазме 
приводит к изменению соотношения концентрации неатерогенных и 
атерогенных липопротеидов в сторону относительного преобладания 
последних. Для характеристики этого соотношения предложен пока-

ХСобщнй — х с л п в п _ 
затель ^ r • Возрастание его и свидетельствует об 

л Ч п п в п 
атерогенности липопротеидного спектра. 

Как видно из приведенной формулы, это может иметь место как 
при нормальных величинах XC лпвп > 110 повышенном уровне Р-или 
пре-Р-ЛП (относительная гипоальфалипопротеидемия), так и при сни-
жении уровня Х С л П В П . Таким образом, гипоальфалипопротеиде-
мия является одним из случаев дислипопротеидемии. Определение 
содержания а-липопротеидного холестерина представляет интерес в 
эпидемиологических исследованиях для выявления лиц с низким и 
высоким уровнем этого показателя с целью перспективных наблюде-
ний за ними, а также играет известную роль в клинической практике. 

Г л а в а Х 

ИССЛЕДОВАНИЕ ПИГМЕНТНОГО ОБМЕНА 

По данным современных исследований, срок жизни эритроци-
тов в среднем составляет ПО—130 дней. По окончании этого пе-
риода опи разрушаются в клетках ретикулоэндотелиальной систе-
мы костного мозга, печени, селезенки и некоторых других органов. 
Процессу распада подвергается и содержащийся в эритроцитах ге-
моглобин. 

Вначале происходит разрыв метииового мостика между I и I I 
пиррольными ядрами иорфиринового кольца с одновременным окис-
лением двухвалентного железа в трехвалентное. Образующийся та-
ким образом пигмент зеленого цвета получил название вердоглобнн 
(вердогемоглобин, холеглобин, псевдогемоглобнн). Дальнейшие 
превращения приводят к потере вердоглобином железа и глобина, 
в результате чего порфириновое кольцо разворачивается в цепь и 
формируется желчный пигмент зеленого цвета — биливерднн. Почти 
весь биливерднн ферментативным путем восстанавливается в основ-
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нон и важнейший красно-желтый пигмент желчи — билирубин, яв-
ляющийся нормальной составной частью сыворотки кровн. Этот сво-
бодный (несвязанный) билирубин (линейный тетрапиррол) в силу 
нерастворимости в воде не переходит в мочу и дает непрямую реак-
цию ван ден Берга (то есть реагирует с дназореактивом лишь после 
предварительного растворения в спирте). Следовательно, непрямой 
билирубин представляет собой свободный билирубин. Последний в 
клетках печени под влиянием фермента трансферазы связывается с 
глюкуроновой кислотой, что сообщает ему хорошую растворимость 
в воде. Благодаря этому связанный билирубин легко выделяется с 
мочой и реагирует с дназореактивом сразу же после прибавления 
его к сыворотке желтушных больных. Установлено, что связанный 
билирубин (прямой) представлен двумя пигментами: моно- н ди-
глюкуронидом; последний составляет 75—80 % выделяемого желчью 
пигмента. Таким образом, бплнрубннглюкурониды — это прямой би-
лирубин. 

МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ БИЛИРУБИНА 
В СЫВОРОТКЕ КРОВИ 

В настоящее время для определения билирубина в сыворотке 
крови используют: 

I. Колориметрические диазометоды, основанные па образовании 
азобнлирубина (красно-розового цвета) прн добавлении к сыворот-
ке дназофенилсульфоиовой кислоты (и других дназосоединеннй). 
К ним относятся: 1. Метод ван ден Берга. 2. Способы с применени-
ем аксслераторных веществ, обладающих свойством ускорять реак-
цию между непрямым билирубином я дназореактивом в водной сре-
де путем повышения растворимости свободного билирубина или ка-
талитическим способом. В качестве акселераторов используют: ме-
тиловый спирт, кофеин и бензоат натрия, кофеин и мочевину, бен-
зоат натрия и мочевину, ацетамнд (дифилин), уксусную кислоту. 

II. Спектрофотометрическне методы, базирующиеся на том, что 
общий билирубин дает характерную абсорбционную зону при 450— 
460 им. 

JII. Хроматографические методы. 
IV. Способы, осиованные иа распределении фракций билируби-

на в различных растворителях. 
V. Флюорнметрнческне и другие методы. 
Большинство колориметрических способов определения билиру-

бина базируется на реакции ван ден Берга. Она протекает в две 
стадии. Вначале под воздействием соляной кислоты разрывается 
тетрапирроловая цепь и образуются два днпиррола. Затем два ди-
пнрроловых производных диазотируются дназофенилсульфоиовой 
кислотой с превращением их в азобилирубип. 

Оригинальным методом ван ден Берга устанавливают лишь ха-
рактер реакции (прямая, непрямая, замедленная), то есть отмечают 
преобладание в сыворотке кровн того или иного билирубина. 

Метод йендрашика, Клеггорпа и Грофа дает возможность фрак-
циоиио устанавливать содержание билирубина. Он прост, удобен, 
не связан с применением дефицитных реактивов и является наибо-
лее приемлемым для практических лабораторий. 

Оказалось весьма затруднительно выбрать общий уннфициро-
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ванный метод для исследования всего диапазона наблюдаемых в 
норме и при патологии концентраций билирубина. Для определения 
билирубина в плазме новорожденных наиболее приемлем способ 
Маллоя и Эвелина в модификации Дате и Рутвеиа, поскольку он 
оказывается нечувствительным к гемовым пигментам. 

Йендрашик с соавт. указывают, что для исследования билиру-
бина в сыворотке крови существуют нейтральные, щелочные и кис-
лотно-щелочные азометоды. Наиболее чувствительны модификации 
способа с определением на конечном этапе кислого или щелочного 
азопигмеита. Кислый азозелеиый, образующийся при рН 0,8, обла-
дает гораздо более высоким коэффициентом молярной экстинкции по 
сравнению с таковым розового азопнгмента. Однако в кислой среде 
очень часто наблюдается появление мутности. 

Типичный азобилирубин появляется только в слабокислой или 
в нейтральной среде. В сильнокислой же или щелочной среде ход 
реакции иной. Поэтому нельзя утверждать, что при щелочном или 
кислом рН полученный продукт идентичен азобилирубнну. 

В щелочной среде розовый азопигмент превращается в стабиль-
ный продукт зеленого цвета, интенсивность окраски которого изме-
ряется при длине волны 600—610 им. В этой зоне спектра желтые, 
красные и коричневые пигменты имеют крайне незначительную аб-
сорбцию, что в большой степени повышает специфичность метода. 
Йендрашик с соавт. предпочитают щелочной способ кислому также 
потому, что при его использовании удается избежать осаждения 
белков. Считается, что во многих случаях весьма удобным является 
упрощенный нейтральный метод определения билирубина в сыворот-
ке крови с колориметрией прн длине волны 530 им. Однако при 
этом необходимо учитывать низкую чувствительность диазореакции, 
которая к тому же может не давать стойких величин абсорбции; 
при постановке способа очень важно следить за рН среды. Пробы 
могут давать помутнение (особенно в диапазоне рН 3,5—6,0 — кис-
лая среда), зависящее от белков сыворотки. 

Разделение билирубина на фракции (ди-, моиоглюкуроииды) 
методом хроматографии или с применением органических раствори-
телей позволяет подойти к более глубокой оценке процессов, проис-
ходящих в печени. Однако сложность технического исполнения ука-
занных способов затрудняет распространение их в клинической 
практике. 

Определение рекомендуется осуществлять сразу же после забо-
ра проб, чтобы избежать окисления билирубина па свету. Гемолиз 
сыворотки снижает количество билирубина пропорционально присут-
ствию гемоглобина. Следовательно, сыворотка крови не должна 
быть гемолизирована. 

Для избежания ошибки, связанной с появлением мутности, ре-
комендуется ставить контрольные пробы на каждую сыворотку. 

В качестве унифицированного метода для определения билиру-
бина и его фракций в сыворотке крови предложен способ Йепдра-
шика, Клеггорна и Грофа с измерением оптической плотности 
азопнгмента в нейтральной или слабокислой среде при зеленом све-
тофильтре (530 нм). 

Методом выбора может служить щелочной способ с измерением 
оптической плотности зеленого (или синего) азопигмеита при крас-
ном светофильтре (600—610 нм). 

Отечественной промышленностью освоено широкое производи 

50 



uo наборов для определения билирубина в сыворотке кройн Но Ме-
тоду Йендрашика, Клеггориа, Грофа. 

Помимо выбора наиболее приемлемого метода определения би-
лирубина необходимо было унифицировать и построение калибро-
вочных кривых. В качестве стандарта принято использовать билиру-
бин фирмы «Мерк» (ФРГ), «Лахема» (ЧССР). 

На окраску билирубина оказывает существенное влияние нали-
чие белка в пробе, поэтому все стандартные растворы билирубина 
должны содержать белок. Правда, в поддержании постоянной кон-
центрации белка нет особой необходимости, поскольку окраска азо-
бнлирубнна не меняется даже при 50-кратном разведении белка. 
Цвет азобилирубнна в белковых растворах оказывается интенсив-
нее, чем окраска билирубина в слабых щелочных растворах. Вот по-
чему способы приготовления стандартных проб билирубина на бел-
ковых растворах являются наиболее правильными. К ним относится 
получение билирубнпового стандартного раствора в буферированной 
сыворотке человека по Шеллоигу и Венде. 

Очень простой и удобный способ приготовления билирубнпового 
стандарта предложила Комиссия по стандартизации и автоматиза-
ции биохимических исследовательских методов Чехословакии. 

Фирма «Лахема» выпускает готовые наборы реактивов, пред-
назначающиеся для определения билирубина («Билирубин») и по-
строения калибровочной кривой («Билирубин-эталон»), Последние 
содержат препараты лиофилизнрованпого билирубина и альбумина. 

Построение калибровочной кривой по Шеллоигу и Венде и спо-
собом, предлол<енным Комиссией по стандартизации в ЧССР, приво-
дится при изложении метода колориметрического определения били-
рубина и его фракций. 

Наиболее высокой чувствительностью обладает флюориметрн-
ческий способ исследования билирубина. 

Определение содержания билирубина и его фракций 
в сыворотке крови колориметрическим 
диазометодом (по Йендрашику, Клеггорну, Грофу) 

Принцип. При взаимодействии сульфаниловой кислоты с азо-
тистокислым натрием образуется диазофенилсульфоиовая кислота, 
которая, реагируя со связанным билирубином сыворотки, дает ро-
зово-фиолетовое окрашивание. По интенсивности его судят о кон-
центрации билирубина, вступающего в прямую реакцию. При добав-
лении к сыворотке крови кофеинового реактива несвязанный били-
рубин переходит в растворимое диссоциированное состояние, благо-
даря чему он также вызывает розово-фиолетовое окрашивание ра-
створа со смесью диазореактивов. По интенсивности последнего фо-
токолориметрически определяют концентрацию общего билирубина. 
По разнице между общим и связанным билирубином находят содер-
жание несвязанного билирубина, дающего непрямую реакцию. 

Реактивы. 1. Кофеиновый реактив. 5 г чистого кофеина, 7,5 г 
бепзойиокислого натрия (CeIisCOONa), 12,5 г кристаллического 
уксуснокислого натрия (CH3COONa) растворяют в 90 мл дистилли-
рованной воды, нагревают содержимое колбы до +50—OO0C н хо-
рошо перемешивают. После охлаждения доводят дистиллированной 
водой до 100 мл (некоторые авторы рекомендуют доводить объем 
до 200 мл или до 1 л). Раствор годен в течение двух недель. 
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2. Физиологический раствор (раствор NaC!, 9 г/л). 
3. Диазосмесь: а) диазореактив I. 5 г сульфаииловой кислоты 

растворяют при подогревании в 300—400 мл дистиллированной 
воды, прибавляет 15 мл концентрированной соляной кислоты (плот-
ность 1,19 кг/л). Если часть сульфаииловой кислоты остается в 
осадке, колбу помещают в теплую воду и ее содержимое помешива-
ют. Только после полного растворения сульфаииловой кислоты и 
охлаждения раствора объем колбы доводят дистиллированной во-
дой до 1 л. Реактив стойкий, хранится в посуде из темного стек-
ла; б) диазореактив II. Раствор азотистокислого натрия (NaNO2, 
0,5 г/100 мл). Реактив нестойкий, содержится в склянке темного 
стекла около 2—3 недель. Первый признак его непригодности — по-
явление желтого оттенка. 

Перед работой смешивают 10 мл дназореактива I и 0,3 мл диа-
зореактива II. 

Ход определения. В три пробирки (для определения общего би-
лирубина, связанного билирубина и постановки контрольной реак-
ции на цвет сыворотки) вводят реактивы согласно схеме (табл. 34). 

Табл. 34. Данные для определения билирубина I 
в сыворотке крови 

Реактив ОбщиЛ 
билирубин 

СпязанныЛ 
билирубин 

Контрольная 
проба 

Сыворотка 0,50 0,50 0,50 
Кофеиновый реактив 1,75 — 1,75 
Физиологический раствор — 1,75 0,25 
Диазосмесь 0,25 0,25 — 

При определении общего билирубина пробу для развития окрас-
ки оставляют стоять на 20 мни. При дальнейшем стоянии пробы 
окраска не изменяется. 

Для исследования связанного билирубина колорнметрировапне 
осуществляют спустя 5—10 мин после добавления дназосмеси, так 
как при длительном стоянии пробы в реакцию вступает свободный 
билирубин. 

Контрольную пробу на мутность сыворотки ставят для каждой 
опытной пробы. 

Колорнметрнруют растворы на фотоэлектроколорнметре прн зе-
леном светофильтре (длина волны 500—560 им) в кювете с шири-
ной слоя 5 мм. 

Расчет производят по калибровочному графику, построение ко-
торого дано в подразделе «Построение калибровочной кривой для 
определения билирубина сыворотки крови». Находят содержание 
общего и связанного билирубина в мкмоль/л. Для определения уров-
ня несвязанного (свободного) билирубина из цифры общего его 
содержания вычитают показатель связанного билирубина (прямого). 

Содержание общего билирубина составляет в норме 8,55— 
20,52 мкмоль/л (0,5—1,2 мг/100 мл). 7 5 % приходится на долю сво-
бодного билирубина. 
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Средние величины содержания различных фракций билирубина: 
общий билирубин — 11,12 мкмоль/л (0,65 мг/100 мл) 
связанный билирубин — 2,57 мкмоль/л (0,15 мг/100 мл) 
свободный билирубин — 8,56 мкмоль/л (0,50 мг/100 мл) 
П р и м е ч а н и я : 1. Некоторые авторы рекомендуют после развития 

окраски вперед этапом колориметрирования) добавлять в пробы по три кап-
ли раствора NaOH, 300 г/л: цвет раствора при этом изменяется на зеленый 
(при большой концентрации щелочи — на синий), часто наблюдается исчез-
новение мутностн. Пробы с полученной окраской следует колорнметриро-
вать прн краспом светофильтре. 

2. В случае большой концентрации билирубина сыворотку нужно раз-
вести физиологическим раствором в два раза. 

Определение билирубина в малом объеме 
сыворотки крови 

Прн выявлении гипербнлирубниемии у новорожденных в род-
домах, в детских учреждениях можно применять микрометод в мо-
дификации Т. Б. Доброседовой и А. С. Циркиной. 

Количество сыворотки, необходимое для исследования общего, 
связанного и свободного билирубина, составляет 0,4 мл. Сыворотку 
разводят равным объемом физиологического раствора. Дальнейшее 
определение проводят согласно схеме (табл. 35). 

Табл. 35. Данные для определения билирубина 
в малом объеме сыворотки крови 

Реактивы Общий 
билирубин 

Билирубин 
связанный 

Контрольная 
проба 

Сыворотка, разведенная физио-
логическим раствором 1:1 0,25 0,25 0,25 
Кофеиновый реактив 2,00 — 2,00 
Физиологический раствор — 2,00 0 ,25 
Диазосмесь 0,25 0,25 — 

И т о г о . . . 2,50 2 ,50 2 ,50 

Колориметрию и расчет производят так же, как это рекоменду-
ется в унифицированном методе; поскольку сыворотки взято в опыт 
0,125 мл, полученный результат умножают на 4 (при учете разведе-
ния). 

Норма — д о 20,52 мкмоль/л (1,2 мг/100 мл) общего билируби-
на, из которого до 25 % может составлять связанный билирубин. 

П р и м е ч а н и е . Реактивы готовят так же, как и в унифицированном 
методе йендрашика, Клеггориа, Грофа. 

В связи с тем что билирубин сыворотки крови обладает харак-
терной зоной светопоглощення в области 450 им, в последние годы 
были предложены прямые фотометрические методы его определения. 
Их использование особенно валено в практике экспресс-анализа гн-
пербилирубииемий. Л. Г. Чеховской и А. С. Циркиной был предло-
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M колориметрический экспресс-метод без применения каких-либо 
реактивов, состоящий в установлении содержания билирубина пу-
тем фотометрии проб иа ФЭКе с синим светофильтром (длина вол-
ны 450 нм является оптимальной). Этот способ может быть эффек-
тивен для быстрой ориентировочной оценки уровня билирубина в 
сыворотке крови при массовых обследованиях населения. 

IIefeI (1978), исследовав визуально 1691 сыворотку, нашел, что 
вначале необходимо провести тщательную визуальную оценку сы-
воротки и что количественно билирубин следует определять только 
в иктеричных сыворотках. 

Для полуколичествепного установления билирубина в сыворот-
ке крови Schyfz разработал «Bilur Test» (ФРГ). В основе его лежит 
цветная реакция взаимодействия билирубина с диазоипевой солыо 
2,6-дихлор-бензол-флюоборатдназомия. Через 1 мин после пропиты-
вания полоски сывороткой появляющуюся окраску сравнивают с 
приданной цветной шкалой. С помощью этих полосок можно быст-
ро ориентироваться в степени гипербилирубинсмни. 

Построение калибровочной кривой для определения 
билирубина сыворотки крови 

1. Метод Шеллоига и Венде (I960) с использованием стабили-
зирующего свойства белка сыворотки крови. 

Реактивы для построения калибровочной кривой. 1. 15 мл све-
жей исгсмолизироваиной сыворотки практически здорового челове-
ка (или смесь сывороток здоровых доноров). 

2. Основной стандартный раствор билирубина. В колбе ем-
костью 50 мл растворяют 40 мг билирубина (имеющийся в продаже 
билирубин реагирует непрямо) в 30—35 мл 0,1 моль/л раствора 
углекислого натрия (10,6 г безводного Na2CO3 доводят до 1 л ди-
стиллированной водой). Содержимое колбы хорошо взбалтывают, 
пе допуская образования пузырьков, доводят до метки 0,1 моль/л 
раствором Na2CO3 и все несколько раз перемешивают. Полученный 
раствор (80 мг/100 мл) стоек в течение 10 мин от начала приготов-
ления. В дальнейшем происходит окисление билирубина. 

3. Рабочий раствор билирубина. К 7 мл свежей негемолнзиро-
вапной сыворотки доливают 1,0 мл свежеприготовленного раствора 
билирубина (80 мг/100 мл или 1370 мкмоль/л) и 0,05 мл (1 каплю) 
4 и раствора уксусной кислоты (22,6 мл ледяной уксусной кисло-
ты доводят до 100 мл дистиллированной водой). Все тщательно 
перемешивают. При этом выделяются пузырьки углекислого газа. 
Рабочий раствор стоек в холодильнике не более суток. Он содержит 
точно на 10 мг/100 мл (171 мкмоль/л) билирубина больше, чем в 
сыворотке, взятой для приготовления раствора. Чтобы исключить 
при расчете количество билирубина, содержащееся в этой сыворот-
ке, в процессе стандартизации пользуются соответствующей компен-
сационной жидкостью. 

Для приготовления компенсационной жидкости смешивают 7 мл 
той сыворотки, которую использовали для получения рабочего стан-
дартного раствора билирубина, 1,0 мл 0,1 моль/л раствора Na2CO3 
и 0,05 мл (1 каплю) 4 н раствора уксусной кислоты. 

Для построения калибровочных кривых обычно делают 5—6 
разведений с различным содержанием билирубина (табл. 36). 
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Табл. 36. Данные для построения калибровочной кривой 
по методу Шеллонга и Венде 

Рабочий 
раствор 

билирубина 
(мл) 

Физиологи-
ческий 

раствор (мл) 

Количество 
билирубина (мг) 
в пробе (0,5 мл) 

Концентрация 
билирубина 
(мг/100 мл. 

мкмоль/л) 

1 0,05 0,45 0,005 1 17 
2 0,10 0,40 0,010 2 34 
3 0,15 0,35 0,015 3 51 
4 0,20 0,30 0,020 4 68 
5 0,25 0,25 0,025 5 85 

Стандартные пробы (0,5 мл) обрабатывают параллельно, по 
вышеописанному методу, причем пробы одинаковой концентрации 
исследуют 4—5 раз. Из данных всех определений выводят среднее 
значение экстинкции для рабочего раствора билирубина какой-либо 
одной концентрации. 

При построении калибровочного графика к каждой пробе добав-
ляют по 1,75 мл кофеинового реактива, так как в качестве стан-
дартного используют свободный билирубин. Контролем служит ком-
пенсационная жидкость, из которой готовят разведения аналогично 
стандартным пробам, то есть берут 0,05; 0,10; 0,15; 0,20; 0,25 мл ее 
и доводят физиологическим раствором до объема 0,5 мл. Далее кон-
трольные пробы обрабатывают так же, как опытные (или стандарт-
ные) пробы. 

Калибровочную кривую строят, откладывая на оси ординат раз-
ность оптических плотностей опытных и контрольных проб, а на оси 
абсцисс — соответствующие цифры концентрации билирубина в 
мкмоль/л. 

II. Построение калибровочной кривой по способу, предложенно-
му Комиссией по стандартизации и автоматизации биохимических 
методов (ЧССР), осуществляется согласно инструкции, прилагае-
мой к набору реактивов. Для перевода значений концентрации би-
лирубина из размерности мг/100 мл в мкмоль/л пользуются факто-
ром пересчета 17,104. 

Ультрамиирометод определения билирубина 
в капиллярной крови (по Rote) 

Кровь берут из прокола пальца обследуемого в микрогемато-
крнтиую трубку, обработанную гепарином, и центрифугируют. Труб-
ку разламывают в том месте, где находится граница между эритро-
цитами и плазмой, и плазму отсасывают. Для проведения анализа 
0,01 мл плазмы добавляют к 0,04 мл 4 г/100 мл раствора сыворо-
точного альбумина, смешивают с 0,6 мл 85 г/100 мл II3PO4. После 
инкубации пробы при 0° С в течение 3 мин к ней добавляют 3 мл во-
ды и не позднее чем через 15 мин измеряют флюоресценцию с длиной 
волны возбуждения 420 им и длиной волны эмиссии 480 им. Уста-
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новлеио, что при тщательной работе можно избежать ошибочного 
занижения результатов, вызываемого гемолизом проб. Показано, что 
содержание билирубина в капиллярной крови увеличивается после 
рождения младенца, достигая максимального значения 137—308 
мкмоль/л на 3—6-й день жизни, и затем быстро снижается. 

Клинико-диагностическое значение определения 
билирубина в сыворотке (плазме) крови 

Определение общего билирубина и его фракций имеет большое 
клиническое значение. Отмечено, что желтуха появляется тогда, 
когда уровень билирубина в крови превышает 27—34 мкмоль/л (To-
доров, 1968). 

Возрастание содержания свободного билирубина в крови на-
блюдается при так называемых надпеченочных желтухах, к кото-
рым относятся гемолитические анемии разнообразного происхожде-
ния, а также функциональные гнпербилирубииемии: постгепатитная 
гипербнлирубинемия, болезнь Жильбера, желтуха новорожденных 
(физиологическая), семейная негемолитическая желтуха новорож-
денных (синдром Криглера — Найара). Свободный билирубин в 
моче не появляется. Содержание уробилина в моче и стеркобнлнна 
в кале при гемолитических анемиях повышено, при остальных фор-
мах надпеченочных желтух оно нормально или понижено. 

У больных с печеночными желтухами в крови повышен уровень 
связанного билирубина. Как известно, печеночные желтухи, парен-
химатозные повреждения печени с их исходами — это и синдром Ду-
бина — Джонсона и синдром Ротора. В моче появляется билирубин. 
Количество стеркобилипа в кале понижено. Характер уробилинурии 
различен. 

При подпеченочиых желтухах, к которым относится механиче-
ская желтуха, в крови возрастает содержание как связанного, так и 
свободного (в меньшей степени) билирубина, в моче обнаруживает-
ся билирубин, в кале понижено содержание стеркобилипа. 

В настоящее время широко известно понятие «функциональные 
гнпербилирубииемии», под которыми понимают несколько типов 
желтух, отличающихся доброкачественным течением и протекающих 
без выраженного поражения паренхимы печени, без признаков вне-
или внутрипечепочиой закупорки желчных ходов, а также без по-
вышенного гемолиза. В зависимости от того, иа каком этапе нару-
шается обмен билирубина, различают две основные формы гиперби-
лирубипемий, характеризующихся: 

1) увеличением содержания в сыворотке кровн свободного би-
лирубина; 

2) накоплением в сыворотке кровн преимущественно связанного 
билирубина. 

К первому типу функциональных гипербилирубинемий, сопро-
вождающихся повышением концентрации свободного билирубина, 
относится форма, описанная Жильбером, а также постгспатнтиая 
гипербилирубинемия, физиологическая желтуха новорожденных 
и семейная негемолитическая желтуха новорожденных Криглера— 
Найара. Эти заболевания протекают без повышенного гемолиза, с по-
ниженным содержанием стеркобилипа и уробилина. 

Полагают, что при указанном виде гипербилирубинемии ухуд-
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шается конъюгация билирубина и печеночной клетке вследствие сни-
жения активности глюкурониловой траисферазы или нарушения 
захвата билирубина печеночной клеткой. Последнее может быть 
обусловлено и внепеченочными факторами. 

Увеличение концентрации связанного и отчасти свободного би-
лирубина свойственно желтухам, возникающим в результате пора-
жения паренхимы печени факторами инфекционного и токсическо-
го характера. Помимо нарушения экскреции связанного билирубина 
в желчные капилляры, вследствие чего он попадает непосредствен-
но в кровь, отмечается ослабление конъюгации свободного билиру-
бина и поступление его в печеночную клетку. Это влечет за собой 
повышение уровня и свободного билирубина в плазме крови у та-
ких больных. 

Характерно возрастание связанного билирубина для второй груп-
пы функциональных гипербнлирубииемий, к которым относятся бо-
лезнь Дубина—Джонсона и синдром Ротора. Развитие подобных 
желтух вызвано нарушением транспорта связанного билирубина пе-
ченочной клеткой. 

Г л а в а XJ 
ИССЛЕДОВАНИЕ МИНЕРАЛЬНОГО ОБМЕНА 

Все элементы, входящие в состав человеческого тела, по пред-
ложению В. И. Вернадского, принято делить на макроэлементы, 
содержание которых достигает Ю - 2 % и выше (калий, натрий, каль-
ций, магинй, железо, алюминий и другие), микроэлементы — от Ю - 3 

до IO - 5 % (цинк, медь, марганец, литий, йод и другие) и ультра-
микроэлементы— IO -5 % и менее (золото, ртуть, радий и другие 
радиоактивные элементы). 

В диагностических целях очень важно определять в различных 
биологических жидкостях электролиты (катионы, анионы). Среди 
макроэлементов особого внимания заслуживает исследование содер-
жания натрня и калия в эритроцитах и плазме кровн. Для исследо-
вания концентрации этих электролитов используют: 

1. Химические методы: а) определение натрня гравиметриче-
ским, титрометрическим, колориметрическим способами; б) установ-
ление калия комплексонометрическим титрованием, колориметриче-
ским и другими методами. 

2. Пламенная спектрофотометрня: а) атомно-эмиссионная, 
б) атомно-абсорбциопная. 

3. Рентгеновская спектроскопия. 
4. Нейтронактивациоииый анализ. 
5. Потенциометрнческое определение. 
6. Пламенная фотометрия. 
Химические методы определения натрия, основанные на осаж-

дении его сложной тройной солыо ураннлмарганцанатрияацетата 
или урапилмагнияиатрияацетата. трудоемки и неточны. 

Большинство химических способов исследования калия чаще 
всего базируется на образовании сложных комплексных солей ка-
лия. Калий в основном осаждают в форме: I) кобальтиннтрита, из 
которого затем выделяют кобальтат. Последний титруют с по-
мощью комплексона (двунатриевой соли этилепдиамнптетраацета-
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та) в присутствии мурексида; 2) купрогексаиитрита — о содержании 
калия судят по количеству связанного нитрита. 

Наиболее надежными из химических методов определения ка-
лия в биологических жидкостях являются методы комплексономет-
рического титрования. 

Метод атомио-эмиссионной спектрофотометрии основан на ис-
пускании света атомами под действием высокой температуры. 

Способ атомно-абсорбционной спектрофотометрии базируется 
иа поглощении света атомами исследуемого элемента. 

Все эти способы определения калия требуют применения доро-
гой аппаратуры. 

Методы рентгеновской спектроскопии, иейтропактивациониый 
анализ отличаются простотой техники и более высокой чувстви-
тельностью, чем другие, однако они не получили широкого распро-
странения из-за необходимости использования очень высокой тем-
пературы. 

Для потенциометрического определения калия и натрия отече-
ственной промышленностью в последнее время освоен выпуск ноно-
меров. 

ИССЛЕДОВАНИЕ ЭЛЕКТРОЛИТОВ В КРОВИ 
И МОЧЕ МЕТОДОМ ПЛАМЕННОЙ ФОТОМЕТРИИ 

Метод пламенной фотометрии основан иа способности элемен-
тов возбуждаться и испускать лучи света определенной длины вол-
ны при сжигании солей минеральных веществ в пламени. Излуче-
ния различных элементов выделяют посредством специальных све-
тофильтров. Попадая на фотоэлемент, световой поток возбуждает 
фототок, который регистрируют гальванометром. 

Пламенная фотометрия характеризуется высокой точностью, 
чувствительностью, быстротой (если химические методы осущест-
вляются в течение 1,5 ч, то пламенная фотометрия — всего за 10 
мин), надежностью, простотой определения, что очень важно прн 
массовых обследованиях. Особое преимущество рассматриваемого 
метода заключается в том, что для реакции требуется минималь-
ное количество исследуемого материала, которое может быть недо-
статочным для определения химическими методами. Благодаря это-
му стали возможными исследования минерального обмена в дет-
ской практике, хирургии (искусственная почка), при динамическом 
наблюдении за больным в процессе лечения. 

Поэтому в качестве унифицированных для определения натрия 
и калия в биологических жидкостях предлагаются методы пламен-
ной фотометрии (с построением калибровочных кривых). В низко-
температурном пламени ( + 1200° С: смесь светильный газ-воздух) 
практически возбуждаются лишь атомы щелочных и щелочноземель-
ных металлов. В высокотемпературном пламени (4-2300° С: смесь 
ацетилен-кислород воздуха; +2500—2700° С: водород-кислород и 
+ 3000—3500° С: ацетилен-кислород) возбуждаются также атомы 
ряда тяжелых металлов. 

Определение концентрации исследуемого элемента можно осу-
ществлять двумя способами: непосредственным — по данным изме-
рения абсолютной интенсивности излучения или же по методу внут-
реннего стандарта, в котором излучение исследуемого элемента 
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сравнивают с излучением другого элемента, добавляемого к пробе 
в определенной концентрации и служащего внутренним стандартом 
(элементом для сравнения). 

Применение метода внутреннего стандарта до некоторой степе-
ни уменьшает величину погрешностей, вызываемых различием со-
става анализируемого н стандартного растворов, изменением режи-
ма сгорания аэрозоля. Во все пробы и в калибровочные растворы 
вводят всегда одинаковое количество родственного элемента (эле-
мента для сравнения) —лития. При построении калибровочных гра-
фиков па оси ординат откладывают не показания прибора по иссле-
дуемому катиону, а отношение показаний по этому элементу к по-
казанию но литию; на ось абсцисс наносят значения концентрации 
изучаемого катиона (натрия или калия). Определение методом вну-
треннего стандарта можно проводить только на приборах, имеющих 
светофильтр для лития. 

Поэтому на практике в стандартные растворы кроме исследуе-
мого электролита вводят некоторые другие компоненты биологиче-
ских жидкостей в их естественных концентрациях. Так, при приго-
товлении стандартных растворов для определения натрия в моче 
(в противоположность исследованию плазмы крови) в их состав вво-
дят калий, так как величина отношения K/Na в моче значительно 
выше, чем в плазме крови. 

Определение электролитов в крови и моче 
методом пламенной фотометрии 

Исследование ионов К и Na в цельной крови не может служить 
достаточно достоверным показателем минерального обмена, так как 
сдвиги, происходящие в содержании электролитов в форменных эле-
ментах н в сыворотке крови, часто идут в противоположных на-
правлениях. В связи с этим для постановки анализа более правиль-
но определять концентрацию электролитов в плазме кровн. 

Как известно, концентрация калия в эритроцитах значительно 
превышает таковую в плазме крови. Поэтому калий выходит из 
эритроцитов даже через неповрежденную оболочку. Исходя нз это-
го определять уровень калия в плазме нужно не позже 3/4—1 ч 
после взятия у обследуемого крови. Содержание калия и натрия в 
эритроцитах можно исследовать двумя способами — прямым и кос-
венным. 

При косвенном вычисляют разницу между содержанием элек-
тролитов в цельной крови и плазме. Предпочтительнее электролиты 
определять непосредственно в эритроцитах (прямым путем). 

Подготовка биологического материала к анализу. Установле-
ние интересующих компонентов проводят в разведенных водных ра-
створах плазмы крови и отцеитрифугированной суточной моче. При 
этом допустимо применять следующие разведения: для определения 
в крови натрия — 1 : 100; калия — 1 :10 , 1 : 20 и 1 : 100; кальция — 
1:10 или 1:20; уровня натрия и калия в моче—1:200. Спинномозго-
вую жидкость, экссудаты, транссудаты разводят так же, как плаз-
му. Желудочный сок разбавляют дистиллированной водой в 50 раз 
и затем делают разведения, как и при анализе плазмы крови. 

При определении электролитов в эритроцитах в качестве анти-
коагулянта обычно применяют гепарин, добавляемый из расчета 1 
капля (0,02 мг) на 5—10 мл крови; можно также распылять мелко-
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дисперсный порошок щавелевокислого аммония (оксалата аммония) 
на стенках центрифужной пробирки. 

Гепариинзированпую кровь центрифугируют, отделяют плазму, 
эритроциты гемолизируют и используют для анализа. 

Существует много модификаций, касающихся режимов центри-
фугирования и способов гемолиза эритроцитов. Последний вызыва-
ют различными методами: 1) дистиллированной водой; 2) раство-
ром уксусной кислоты с последующим разведением дистиллирован-
ной водой; 3) замораживанием в холодильнике с быстрым размо-
раживанием. После двух замораживаний наступает полный ге-
молиз.. 

В зависимости от времени и скорости центрифугирования кон-
центрация ионов калия и натрия в эритроцитах меняется в широких 
пределах: для калия — от 76,8 (нижние границы) до 205,3 ммоль/л 
(верхние границы); для натрия — от 11,3 до 34,8 ммоль/л. 

Центрифугирование необходимо проводить в строго определен-
ных условиях (количество оборотов в минуту, продолжительность 
процесса). Оптимальный режим—центрифугирование в течение 
15 мин при 3000 об/мин; затем плазму с верхним слоем эритроци-
тов отсасывают и осуществляют вторичное центрифугирование па 
протяжении 30 мин при 3000 об/мни. 

Следует заметить, что рекомендации относительно режима цен-
трифугирования зачастую не могут- быть использованы из-за ука-
зания не величины фактора разделения, а скорости вращения рото-
ра центрифуги. Данное обстоятельство усугубляется и тем, что в 
лабораториях, как правило, отсутствует постоянный тахометриче-
скнй контроль за режимом работы центрифуг. 

Для выбора оптимального режима центрифугирования крови 
можно рекомендовать простой методический прием, апробирован-
ный в лаборатории биохимии Харьковского НИИ общей и неотлож-
ной хирургии В. И. Губским и В. И. Проценко. Сущность его состо-
ит в построении графика зависимости концентрации электролитов 
в эритроцитах от частоты вращения ротора центрифуги при посто-
янной экспозиции, равйой 30 мин. Оказалось, что частота вращения 
ротора центрифуги, достаточная для максимально полного отделе-
ния плазмы и получения стабильных результатов при определении 
натрия, должна быть не менее 4000 об/мни. 

Для измерения концентрации калия в эритроцитах режим цен-
трифугирования не должен превышать 5000 об/мин, поскольку при 
больших скоростях вращения регистрируется снижение эритроци-
тарного содержания калия. 

После первичного отделения эритроцитов удается установить 
для каждой центрифуги режим работы, достаточный для оконча-
тельного отделения эритроцитов от плазмы, и одновременно избе-
жать разрушения клеток. Работа на выявленном плато позволяет 
получить стабильные результаты и предотвратить ошибки, обус-
ловленные недостаточной обработкой крови. При обследовании 
доноров авторами были найдены средине значения концентрации 
натрия в эритроцитах, равные 14,14±0,45 ммоль/л, с индивидуаль-
ными колебаниями от 12,5 до 16,6 ммоль/л и средние величины кон-
центрации калия, составившие 83,91 ±1,00 ммоль/л, с индивидуаль-
ными колебаниями от 73,0 до 91,0 ммоль/л. 

Эритроциты гемолизируют дистиллированной водой и разводят 
для исследования натрия 1:26, калия — 1:260. 
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Приготовление стандартных растворов для определения элек-
тролитов. Основные стандартные растворы получают из дважды 
перекристаллнзованиых химически чистых солей хлористого натрня, 
хлористого калия и углекислого кальция, высушенных до постоян-
ного веса (NaCl можно прокалить и охладить в эксикаторе). 

Стандартные растворы готовят исходя из используемого раз-
ведения биологической жидкости. Для компенсации ионного воз-
действия в стандартные растворы для калия добавляют натрий. 
Указанные растворы для натрия однокомпонентны, так как содср-
жание калия и кальция после разведения практически не влияет на 
результаты исследования. 

Приготовление основных стандартных растворов: 1) раствор 
соли натрня — 1 г/л. 2,5418 г хлористого натрня х. ч., высушенного 
до постоянного веса, вносят в мерную колбу емкостью 1000 мл, ра-
створяют и доводят до метки дистиллированной водой. 1 мл раст-
вора содержит 1 мг натрия; 

2) раствор соли калия— 1 г/л. 1,9069 г хлористого калия х. ч., 
высушенного до постоянного веса, помещают в мерную колбу ем-
костью 1000 мл, растворяют и доливают до метки дистиллирован-
ной водой. 1 мл раствора содержит 1 мг калия; 

3) раствор соли кальция — 1 г/л. 2,4970 г углекислого кальция 
х. ч., высушенного при + I O O - ^ O 0 C до постоянного веса, раство-
ряют в 50 мл 1 н раствора соляной кислоты и доводят дистиллиро-
ванной водой до 1000 мл в мерной колбе. 1 мл этого раствора со-
держит 1 мг кальция. 

Рабочие стандартные растворы для определения калия в плаз-
ме крови готовят, беря за основу средний уровень калия (18 мг/ 
100 мл; 4,62 ммоль/л) и натрия в плазме (310 мг/100 мл; 134,8 
ммоль/л), а также используя разведение плазмы (1:20). В 5 мер-
ных колб емкостью 100 мл вносят соответственно 0,6; 0,8; 1,0; 1,2; 
1,4 мл раствора калия, а затем в каждую из них добавляют по 
16,5 мл основного стандартного раствора хлористого натрия и ука-
занное в табл. 37 количество раствора углекислого кальция. 

Рабочие стандартные растворы для определения натрия в плаз-
ме крови готовят, учитывая применяемое разведение плазмы 
(1:100) и средний уровень в ней натрия (134,8 ммоль/л). В 7 мер-
ных колб емкостью 100 мл вносят соответственно 2,6; 2,8; 3,0; 3,4; 
3,8; 4,0; 4,2 мл раствора натрия и доводят объем до метки дистил-
лированной водой (табл. 38). 

Одиокомпонентный характер рабочих стандартных растворов 
натрия объясняется тем, что в плазме крови калия и кальция со-
держится значительно меньше, чем натрня, и их присутствие прак-
тически не влияет на результаты исследования. 

Приготовление рабочих стандартных растворов для установле-
ния калия и натрия в эритроцитах показано в табл. 39,40. 

Для исследования электролитов в моче из отмеренного суточ-
ного ее количества отбирают около 100—150 мл. Мочу центрифуги-
руют и разводят в 200 раз. 

Рабочие стандартные растворы для определения калия в моче 
готовят, используя применяемое разведение мочи (1:200) и средний 
уровень в ней калия (200 мг/100 мл; 51,2 ммоль/л) и натрия (350 
мг/100 мл; 152,2 ммоль/л). В 5 мерных колб емкостью 100 мл вно-
сят соответственно 0,2; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 мл раствора калия, в каж-

261 



Табл. 37. Д а н н ы е к п р и г о т о в л е н и ю р а б о ч и х с т а н д а р т н ы х р а с т в о р о в д л я о п р е д е л е н и я к а л и я в п л а з м е к р о в и 

Основные стандартные 
Концентрация 

р а с т в о р ы ( м л ) Д и с т и л л и -
рованная 

калия кальция 

KCl NaCl CaCO3 

100 мл в рабочем 
растворе 

( м г / 1 0 0 мл) 

в плазме с учетом 
разведения 1 : 20 

( м г / 1 0 0 мл, ммоль/л) 

в рабочем 
растворе 

(мг /ЮО мл) 

в плазме с учетом 
разведения 1 : 20 

(мг /ЮО мл, ммоль/л) 

0 , 6 1 6 , 5 0 , 2 8 2 , 7 0 , 6 12 3 , 0 7 0 , 2 4 1 , 0 

0 , 8 1 6 , 5 0 , 4 8 2 , 3 0 , 8 1 6 4 , 1 0 0 , 4 8 2 , 0 

1 , 0 1 6 , 5 0 , 5 8 2 , 0 1 , 0 2 0 5 , 1 2 0 , 5 10 2 , 5 

1 , 2 1 6 , 5 0 , 6 8 1 , 7 1 . 2 2 4 6 , 1 5 0 , 6 12 3 , 0 

1 , 4 1 6 , 5 0 , 8 8 1 , 3 1 , 4 2 8 7 , 1 7 0 , 8 16 4 , 0 

П р и м е ч а н и е . Стандартные растворы электролитов желательно содержать в полиэтиленовой посуде (бутылях стакан-
чиках). 



Табл. 38. Данные к приготовлению рабочих стандартных растворов 
для определения натрия в плазме крови 

Основной 
стандартный 

раствор NaCl (мл) 

Дистиллиро-
ванная вода 

(мл) 

Концентрация натрия 
Основной 

стандартный 
раствор NaCl (мл) 

Дистиллиро-
ванная вода 

(мл) 
в стандартном 

растворе 
(мг/100 мл) 

с учетом разведения 
плазмы в /00 раз 

(мг/100 мл, ммоль/л) 

2,6 97,4 2,6 260 ИЗ, I 
2,8 97,2 2,8 280 121,8 
3,0 97,0 3,0 300 130,5 
3,4 96,6 3,4 340 147,9 
3,8 96,2 3,8 380 165,3 
4,0 96,0 4,0 400 174,0 
4,2 95,8 4,2 420 182,6 

Табл. 39. Данные к приготовлению рабочих стандартных растворов 
для определения калия в эритроцитах 

Основной 
стандартный 
раствор (мл) 

Д и с т и л л и р о -
ванная вода 
(до 1 0 0 мл) 

Концентрация калия 
Основной 

стандартный 
раствор (мл) 

Д и с т и л л и р о -
ванная вода 
(до 1 0 0 мл) 

в стандартном 
растворе 

( м г / 1 0 0 мл) 

с учетом разведения 
эритроцитов 1 : 2 6 0 

( м г / 1 0 0 мл, м м о л ь / л ) 

1,1 98,9 1,1 286 73,2 
1,2 98,8 1,2 312 79,8 
1,3 98,7 1,3 338 86,5 
1,4 98,6 1,4 354 90,8 
1,5 98,5 1,5 390 JOO1O 
1,6 98,4 1,6 416 106,1 

Табл. 40. Данные к приготовлению рабочих стандартных растворов 
для определения натрия в эритроцитах 

Основной Основной Дистил-
Концентрация натрия 

Основной Основной Дистил-
стандартный стандартный лирован- в стандарт- с учетом разведения 

раствор раствор ная вода ном растворе эритроцитов 1 : 2 6 
NaCl (мл) KCl (мл) до 100 мл ( м г / 1 0 0 мл) ( м г / 1 0 0 мл, ммоль /л) 

0 , 4 14 8 5 , 6 0 , 4 1 0 , 4 4 , 5 

0 , 5 14 8 5 , 5 0 , 5 1 3 , 0 5 , 6 

1 , 0 14 8 5 , 0 1 , 0 2 6 , 0 1 1 , 3 

1 , 5 14 8 4 , 5 1 , 5 3 9 , 0 1 6 , 9 

2 , 0 14 8 4 , 0 2 , 0 5 2 , 0 2 2 , 6 

2 , 5 14 8 3 , 5 2 , 5 6 5 , 0 2 8 , 3 
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дую из них добавляют по 1,75 мл раствора натрия, после чего дово-
дят объем дистиллированной водой до метки (табл. 41). 

Рабочие стандартные растворы для исследования натрия в мо-
че получают исходя из разведения мочи (1:200) и среднего содер-
жания в ней натрия (350 мг/100 мл; 152,2 ммоль/л) и калия (200 
мг/100 мл; 51,2 ммоль/л). В б мерных колб емкостью 100 мл влива-
ют соответственно 0,2; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 мл раствора натрия, в 
каждую добавляют по 1,0 мл раствора калия и доводят до метки 
дистиллированной водой (табл. 42). 

Для повседневного построения калибровочных кривых с учетом 
разных биологических жидкостей требуется много времени и опре-
деленных навыков. Это неудобно при проведении срочных анализов 
в плазме, эритроцитах, моче, диализате и т. д. 

В. Г. Барииов (1973) предложил упрощенный вариант калиб-
ровки пламенного фотометра. Метод заключается в следующем. 

Табл. 41. Данные к приготовлению рабочих стандартных растворов 
для определения калия в моче 

Основной Основной 
Концентрация калия 

Основной Основной 
H1O до 
100 мл 

стандартный 
раствор 
KCl (мл) 

стандартный 
раствор 

NaCl (мл) 

H1O до 
100 мл 

в стандарт-
ном растворе 
(мг/100 мл) 

с учетом разведения 
мочн 1 : 200 

(мг/100 мл, ммоль/л) 

0,2 1,75 98,05 0 ,2 40 10,2 
0 ,5 1,75 97,75 0 ,5 100 25,6 
1,0 1,75 97,25 1,0 200 51,2 
1,5 1,75 96,75 1,5 300 76,8 
2,0 1,75 96,25 2,0 400 102,4 

Табл. 42. Данные к приготовлению рабочих стандартных растворов 
для определения натрия в моче 

Основной 
стандартный 

раствор 
NaCl (мл) 

Основной 
стандартный 

раствор 
KCl (мл) 

HssO ДО 

100 мл 

Концентрация натрия 

в стандарт-
ном растворе 
(мг/100 мл) 

с учетом разведения 
мочи I : 200 

(мг/100 мл, ммоль/л) 

0,2 1,0 98,8 0 ,2 40 17,4 
0 ,5 1,0 98,5 0,5 100 43,0 
1,0 1,0 98,0 1,0 200 87,0 
2,0 1,0 97,0 2,0 400 174,0 
3,0 1,0 96,0 3,0 600 261,0 
4,0 1,0 95,0 4,0 800 348,0 
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Ход исследования. Для каждой из биологических жидкостей 
(плазмы, эритроцитов, мочи) готовят основные и рабочие стандарт-
ные растворы но общепринятым способам. Аппарат настраивают на 
стандартный режим, поочередно пропускают рабочие растворы для 
определения калия и натрия в плазме, эритроцитах и моче. Одно-
кратно строят кривые для перечисленных жидкостей. Эти кривые 
взаимно контролируют друг друга и отражают настройку аппара-
та, что дает возможность в дальнейшем отказаться от выведения 
повседневных кривых для каждого биологического субстрата от-
дельно и пользоваться только стандартным раствором для плазмы. 
Таким образом, чтобы исследовать электролиты в плазме, эритроци-
тах и моче, достаточно осуществить юстировку аппарата по стан-
дартному раствору для плазмы, после чего произвести определение 
солей в соответствующей биологической жидкости. 

В норме концентрация калия у взрослых практически здоровых 
людей составляет: в цельной крови—38,4—64,0 ммоль/л (150— 
250 мг/100 мл), в плазме (сыворотке)—3,6—6,2 ммоль/л (14— 
24 мг/100 мл), в эритроцитах — 79,4—112,6 ммоль/л (310—440 мг/ 
100 мл). 

Поскольку содержание калия в эритроцитах намного выше, чем 
в плазме, исследуемая плазма (сыворотка) не должна иметь даже 
следов гемолиза. Причем сыворотку выделяют не позже чем через 
2 ч после взятия крови. 

По данным исследований Р. М. Заславской, Л. П. Радчеико 
(1976) и других авторов, у здоровых лиц разного возраста суще-
ствует определенная ритмичность суточных колебаний показателей 
натрия и калия. У здоровых людей молодого (от 20 до 27 лет) 
возраста установлено статистически достоверное повышение содер-
жания калия в плазме днем (4,74±0,14 ммоль/л против 3,91 ± 
±0,21 ммоль/л в 2 ч ночи) и в эритроцитах вечером (93,85±1,22 
ммоль/л против 88,32±1,60 ммоль/л в 7 ч утра). Экскреция натрия 
и калия минимальная в ночные часы (соответственно 134,48±8,28 
и 35,85±4,36 ммоль/л против 176,96±6,67 и 44,10±5,11 ммоль/л в 
12 ч дня). 

У здоровых людей зрелого, среднего и пожилого (от 36 до 76 
лет) возраста выявлено снижение в плазме кровн содержания ка-
лия в ночные часы (4,36±0,14 ммоль/л против 4,82±0,16 ммоль/л 
в 7 ч утра). Колебания уровня натрия в плазме в течение суток 
несущественны. В эритроцитах концентрация натрия значительно 
снижается в дневные и вечерние часы (14,02±1,02 ммоль/л и 
13,36±0,98 ммоль/л против 17,97±1,45 ммоль/л в 7 ч утра и 18,11± 
±0,29 ммоль/л в 2 ч ночи). 

Отмеченные различия в суточном ритме обмена калия и натрия 
у здоровых лиц разного возраста, по-видимому, связаны с возраст-
ными особенностями нейро-эндокринных механизмов, и прежде все-
го с функцией надпочечников. 

Клинико-диагностическое значение исследования 
содержания калия и натрия в крови 

Гипокалиемия приводит к тяжелым нарушениям в организме 
человека. При ней наступают слабость и гипотония мышечной тка-
ни, а в некоторых тяжелых случаях исчезают рефлексы, появляют-
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ся вялые параличи. Наблюдаются нарушения в области пищевари-
тельного тракта (потеря аппетита, рвота, ослабление перистальтики 
вплоть до паралитического плеуса). Сердечно-сосудистая система 
реагирует расширением сердца, тахикардией, возникновением систо-
лического шума. 

Гиперкалисмня сопровождается сердечными симптомами: кол-
лапсом, тахи- и браднкардией, часто аритмиями. При концентрации 
калия 10 ммоль/л наступает внутрижелудочковая блокада с мерцани-
ем желудочков. При гииеркалнемии порядка 13 ммоль/л сердце 
останавливается в диастоле. Изменения выявляются в электрокар-
диограмме, когда концентрация калия падает ниже 3 ммоль/л или 
поднимается выше 6—7 ммоль/л. Гнперкалиемия представляет со-
бой большую опасность, чем гипокалиемия, так как может быстро 
наступить прекращение деятельности сердца. 

Гииокалиемии отмечаются: 
1. При недостаточном приеме калия с пищей, например после 

тяжелых операций. 
2. При усиленном выделении калия с мочой, например при ги-

перфункции коры надпочечников и передней доли гипофиза, первич-
ном альдостероиизме (синдром Копна), вторичном альдостероиизме, 
при усиленной секреции антидиуретического гормона, передозировке 
А1\ТГ, препаратов коры надпочечников и других. 

3. При рвотах и алкалозе. Желудочный сок содержит калия в 
3—5 раз больше, чем сыворотка крови, поэтому при рвотах насту-
пает значительная потеря калия, которая приводит к гипокалиеми-
ческому состоянию (до 1,5 ммоль/л). Сопутствующий алкалоз уве-
личивает эту гипокалиемию. При алкалозах, для того чтобы сохра-
нить Н+-ион, организм усиленно выделяет с мочой K + . 

4. Прн поносах и ацидозах. Прн тяжелых поносах, особенно 
при токсикозах, организм теряет много внеклеточной жидкости. Для 
сохранения осмотического давления из клеток начинают посту-
пать ноны калия, которые быстро выделяются почками, вследствие 
чего и происходит гипокалня. Место вышедшего из клетки калия 
занимает натрий и наступает ацндоз. Оценивая результаты, следует 
помнить о том, что гипокалиемия не всегда отождествляется с ги-
покалией, то есть уровень калия в кровн не всегда показывает со-
держание калия в тканях: при гипокалии допустимо существование 
и гиперкалиемии. Это обусловлено тем, что при сгущении крови мо-
жет возникнуть относительная гнперкалиемия; к тому же при на-
рушении функции почек (уменьшение объема плазмы) и олигурии 
выделение K + еще более затрудняется, что ведет к гиперкалиемии. 

Токсикозы детского возраста, как правило, протекают со зна-
чительной гипокалиемией. Поэтому при них рекомендуется вводить 
в организм калий, но только после восстановления функции почек, 
так как введение калия при нарушенной функции почек способст-
вует развитию гиперкалиемии. Гипокалиемию вызывает не только 
ацидоз, сопутствующий токсикозам, но и другие формы ацидоза, 
так как в этом случае происходит переход Н+-иоиа в клетку, выде-
ление K + в экстрацеллюлярную (внеклеточную) жидкость с после-
дующим выведением его из организма. 

5. При сахарном диабете. В этих случаях гипокалиемия возни-
кает вследствие нескольких причин. С одной стороны, это ацидоз и 
обезвоживание, с другой — нарушение углеводного обмена клетки, 
поскольку для нормального обмена углеводов необходим калий, а 
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ой выходит в экстрацеллюлярную жидкость. Введение в организм 
инсулина при диабете только увеличивает существующую гипокали-
емшо—за счет улучшения углеводного обмена в клетке. Однако 
из-за поглощения дополнительного количества калия и без того бед-
ной этим элементом крови наступает резкая гипокалиемия. Некото-
рые авторы наблюдали падения уровня калия до 0,51 ммоль/л, при-
водившие к смерти. Поэтому необходимо вместе с инсулином вво-
дить достаточное количество калия. 

6. Прн парентеральном введении жидкостей, не содержащих ка-
лий, как, например, растворов поваренной соли, глюкозы и других. 
Это способствует «вымыванию» калия нз клеток и развитию гипо-
калин и гипокалиемии. 

7. При гормонально обусловленной гипокалиемии вследствие по-
вышенного выделения альдостерона, АКТГ, антидиуретииа. 

8. При пароксизмальном параличе мышц гипокалиемия тесно 
связана с заболеванием. В этих случаях отмечали падение калия 
до 2,05 ммоль/л (8 мг/100 мл). 

Гиперкалиемия встречается реже гипокалиемии. Наиболее важ-
ные состояния, связанные с гиперкалиемией, следующие: 

1. Увеличенный прием калия, приводящий к гиперкалиемии 
только при нарушенной функции почек. Поэтому впрыскивание раст-
воров, богатых калием, особенно опасно для больных с недостаточ-
ностью почек. 

2. Повышенный распад клеток и тканей (гемолитические ане-
мии, опухоли, некрозы). При этом калий разрушенных клеток посту-
пает в кровь. 

3. Почечная недостаточность, например различные формы оли-
гурии, анурии, хронических нефритов. В этих случаях гиперкалие-
мия появляется из-за нарушенного выделения калия. 

4. Обезвоживание. Концентрация калия в крови увеличивается. 
5. Анафилактический шок, возникающий, вероятно, вследствие 

нарушения ионного обмена мембраны клеток. 
6. Гипофункция коры надпочечников (болезнь Аддисона). 
Гиперкалиемия может сопровождаться гиперкалией (почечная 

недостаточность, гипокортицизм) или гипокалией (дегидратация). 
Количество натрия в крови у взрослых и детей практически 

одинаково. Оно составляет 70,0—98,0 ммоль/л для цельной крови; 
135,0—152,0 ммоль/л для сыворотки (плазмы) и 17,4—21,7 ммоль/л 
для эритроцитов. Клиническими симптомами гипонатриемии являют-
ся апатия, потеря аппетита, тошнота, рвота, нарушение рефлексов, 
тахикардия, психоз, анурия, гипотония с потерей сознания. 

Различают абсолютные и относительные гипонатриемии. 
Абсолютные гипонатриемии являются причиной так называемо-

го синдрома солевой недостаточности. Встречается при поносе, рво-
те, усиленном потеннн, недостаточности почек, прн выделении отеч-
ной жидкости, острой недостаточности надпочечников, кровоизлия-
нии, диабетном ацидозе. 

Относительная гнпонатрнемия бывает при введении в организм 
большого количества жидкости, не содержащей электролитов, что 
способствует разведению плазмы. Наступлению такого состояния 
содействуют недостаток поварепиой соли в пище и нарушение функ-
ции почек. 

Гиперпатриемия клинически сопровождается тяжелым состояни-
ем, повышением температуры и тахикардией. 
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Первичной прн появлении гипернатриемни чаще всего являет-
ся потеря воды. Встречается при больших диурезах, неконтролиру-
емом сахарном диабете, ограниченном приеме жидкости, гиперкор-
тицизме. 

МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ КАЛЬЦИЯ 
В СЫВОРОТКЕ КРОВИ 

Кальций сыворотки крови находится в формах: 1) свободного 
ионизированного кальция; 2) связанного с белками, недиффундиру-
ющего кальция; 3) кальция иедиссоциированного, но способного к 
диффузии через полупроницаемые мембраны. 

Эритроциты содержат приблизительно 0,5 ммоль/л Ca, лейко-
циты—около 2,5 ммоль/л, сыворотка — 4,5—6,0 ммоль/л, цельная 
кровь — 2,5—3,5 ммоль/л. Диагностическое значение имеет опреде-
ление кальция только в плазме (сыворотке), где его концентрация 
более постоянна. 

Химические методы исследования общего кальция в сыворотке 
крови можно разделить на две большие группы: прямые и непря-
мые, состоящие в предварительном осаждении кальция в виде труд-
норастворимых в воде соединений. 

Большинство применявшихся ранее методов определения общего 
кальция в крови основывалось на выделении его оксалатом аммо-
ния в форме щавелевокислой соли, а также на осаждении кальция 
пикролоновой, хлоранилииовой кислотами (либо пикролоиатом, хло-
ранилатом) с последующим исследованием осадка гравиметриче-
ским, колориметрическим или чаще всего титрометрическим (напри-
мер, перманганатометрическим) способами. Методы этой группы от-
личаются плохой воспроизводимостью результатов, большой трудо-
емкостью, многочисленными источниками ошибок, обусловленных не-
обходимостью многократного промывания осадка, его высушивания, 
прокаливания, растворения в минеральных кислотах и т. д. 

В этой связи несравненно больший интерес представляют пря-
мые методы определения общего кальция: колориметрические 
(с глиоксальбнс [2-оксианилом] — реактивом ГБОА, с о-крезолфтале-
иикомплексопом—о-КФК; с мурексидом, с метил-тимоловым сипим 
и другими реактивами), флюориметрические, пламенно-фотометриче-
ские, тнтрометрические (комплексонометрнческие), а также способ 
атомно-абсорбциоиной спектроскопии, признанный всеми как рефе-
рентный. 

Предприятие «Лахема» (ЧССР) предлагает использовать для 
исследования общего кальция спектрофотометрическнй метод, осно-
ванный на цветной реакции с глиоксальбнс[2-окснаиилом]. Проведе-
ние ее затрудняется малой растворимостью ГБОА в воде, а также 
нестабильностью образующегося комплекса в щелочной среде (оп-
тимальные условия для протекания реакции создаются при рН 
11,0—12,6). Достаточную растворимость ГБОА в щелочных раство-
рах обеспечивает добавка метанола или этанола. В неводных сре-
дах разрушение комплекса происходит несколько позднее, чем в во-
де: считают, что он стабилен в течение 15 мин. Фирма «Лахема» 
(ЧССР) поставляет в нашу страну наборы реактивов для определе-
ния кальция указанным методом. 
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о-Крезолфталеинкомнлексон в отличие от реактива ГБОА фор-
мирует комплекс, стабильный в течение нескольких часов и нечувст-
вительный к температурным воздействиям. К сожалению, метод, 
основанный на использовании о-КФК, недостаточно специфичен, по-
скольку магний и соли тяжелых металлов мешают определению 
кальция данным способом. Правда, эта интерференция может быть 
подавлена цианистым калием (ядовит) и некоторыми другими ре-
активами, например сульфатом, ацетатом натрия. 

Колориметрические способы с применением мурекснда или ме-
тил-тимолового синего не получили широкого распространения глав-
ным образом потому, что цветной комплекс кальция с мурексидом 
неустойчив, а таковой с метил-тимоловым синим обнаруживает ма-
лый предел линейности калибровочной кривой (несмотря на высо-
кую чувствительность метода, специфичность и стабильную окраску 
комплекса). 

Определение кальция сыворотки на пламенном фотометре не так 
удобно, как пламенпофотометрическое исследование калия и натрия. 
Оно требует более высоких температур и в большей степени, чем 
определение К+ и Na+ , зависит от содержания других ионов в сы-
воротке, прежде всего натрия, карбонат- и сульфат-ионов. Флюори-
метрические методы точны, но для их исполнения необходима доро-
гостоящая аппаратура. 

В настоящее время наиболее распространенным в клинике ме-
тодом является комплексоиометрическое определение кальция в сы-
воротке крови. В большинстве случаев оно сводится к прямому ти-
трованию разведенной сыворотки комплексоновым раствором при 
подходящих реакции (рН) среды и индикаторе. 

При исследовании кальция в качестве комплексоиа чаще всего 
используют двунатриевую соль этиленднамиитетрауксусной кисло-
ты (трнлон Б, комплексен III, хелатон III, версен), этнленгликоль-
бисамнноэтилтетрауксусную кислоту (обладающую большим срод-
ством к кальцию, чем к магнию), а в качестве индикаторов—мурек-
сид (дает нечеткий переход окраски), флюорексои, кальред, эрио-
хром черный T (этот реактив неустойчив в растворах) и некоторые 
другие. 

Основное неудобство титрометрическпх методов состоит в том, 
что индикаторный переход ие всегда удается зафиксировать точно. 
Для объективизации этого процесса некоторые авторы предлагают 
проводить титрование фотометрически. Однако различие в окраске 
опытных и контрольных проб само по себе служит источником оши-
бок при фотометрической регистрации процесса титрования. 

Используют также методы, базирующиеся на физических свой-
ствах кальция: полярографический, спектрографический, нейтронио-
активационный анализ, абсорбционная пламенная фотометрия. 

Наиболее точным является способ атомно-абсорбциопиой спек-
троскопии, принятый в ряде стран в качестве референтного для 
оценки надежности других методов определения кальция. 

Определение физиологически активного, ионизированного каль-
ция стало возможно с применением ионоселективных электродов, 
для чего используют метод прямого потенциометрнческого измере-
ния. 
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Определение общего кальция в сыворотке крови 
фотометрическим методом, основанным 
на реакции с глиоксальбис12-оксианилом] 

Принцип. Раствор ГБОА образует с ионами кальция в щелоч-
ной среде комплекс красного цвета, интенсивность которого опреде-
ляют фотометрически. 

Реактивы. 1. 0,4 и раствор NaOH (готовят из фнксанала или из 
крепкого раствора NaOH точно известной концентрации, например, 
500 г/л). 

2. Метанол, очищенный дистилляцией. 
3. Раствор глиоксальбис[2-оксиаиила] в метаноле — 0,1 г/100 мл. 
4. Эталонный (стандартный) раствор кальция—100 мг/л, или 

2,50 ммоль/л. Углекислый кальций (СаСОз) высушивают прн темпе-
ратуре + 100—120° С. 0,125 г. CaCO3 растворяют при нагревании в 
30—40 мл 0,1 и раствора HCl. Охлаждают, переливают в колбу на 
500 мл и доводят>объем до метки водой. 

Ход определения. В чистую пробирку вносят 1 мл дистиллиро-
ванной воды, 0,02 мл свежей сыворотки и добавляют 2 мл раствора 
ГБОА. Содержимое пробирки перемешивают и оставляют на 30 мин 
(более длительное стояние также не мешает определению) при ком-
натной температуре. Затем в нее доливают 0,5 мл раствора едкого 
натра и содержимое вновь перемешивают. Одновременно ставят кон-
трольную пробу на реактивы (что необязательно) и пробу со стан-
дартным раствором (0,02 мл его проводят через все этапы методи-
ки). Измерение осуществляют в промежутке между 5 и 15 мин с 
момента добавления щелочи. Экстинкцию опытного и стандартного 
растворов измеряют но отношению к дистиллированной воде (или 
контрольной пробе) на ФЭКе с зеленым светофильтром (длина вол-
ны 540 нм) в кюветах с шириной слоя 10 мм. Результаты оценива-
ют по формуле: 

Еоп. _ _л , _ + + 
—P -2,50 = а ммоль/л Ca , 

где 2,50—показатель концентрации стандартного раствора каль-
ция в ммоль/л (10 мг/100 мл). 

Расчет можно производить и по калибровочной кривой, постро-
енной для интервала концентраций 0,25—3,00 ммоль/л (1—12 мг/ 
100 мл). Верность калибровочной кривой необходимо периодически 
контролировать. 

Норма. 2,25—3,00 ммоль/л (4,50—6,00 мг-экв/л; 9,0—12,0 мг/ 
100 мл). 

Определение общего кальция 
в сыворотке и плазме крови по цветной реакции с о-КФК 

Принцип. Раствор о-КФК образует с кальцием в щелочной сре-
де комплекс красно-фиолетового цвета. Интенсивность окраски про-
порциональна концентрации кальция. 

Реактивы. 1. Калий-боратный буфер. В мерной колбе вмести-
мостью 1 л к 300 мл дистиллированной воды добавляют 200 г бор-
ной кислоты, доливают 580 мл 5 и едкого кали и растворяют при 
+ 56° С. Объем доводят до 1 л дистиллированной водой. 
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2. Глициновый буфер — 2 моль/л. В мерной колбе вместимостью 
50 мл растворяют 7,5 г глицина в 40 мл дистиллированной воды и 
доливают объем до метки. Добавляют 2 капли хлороформа. Хранят 
в холодильнике. 

3. Раствор 8-окснхииолнпа (оксина) в абсолютном спирте — 
I г/100 мл. 

4. Оксиновый буфер. В мерную колбу вместимостью 500 мл вно-
сят 12,5 мл калий-боратного буфера, приливают 5 мл глицинового 
буфера, 300 мл дистиллированной воды; 5 и едким кали доводят рН 
раствора до 10,5—10,6, добавляют 50 мл 1 г/100 мл раствора 8-ок-
енхинолииа и доводят объем до метки дистиллированной водой. 
Проверяют рН. 

5. Рабочий крезолфталсиповый раствор. 10 мг о-КФК растворя-
ют в 100 мл оксинового буфера. Реактив храпят в холодильнике 2— 
3 дня. 

6. Основной калибровочный раствор. 0,2497 г высушенного угле-
кислого кальция растворяют в 5 мл 1 и соляной кислоты в мерной 
колбе вместимостью 100 мл, доливают объем до метки дистиллиро-
ванной водой, накапывают несколько капель хлороформа. 1 мл ра-
створа содержит 1 мг кальция (100 мг/100 мл раствора). Из него 
готовят рабочие калибровочные (стандартные) растворы, содержа-
щие по 5,0; 7,5; 10,0; 12,5; 15,0 мг кальция в 100 мл и по 3 мг маг-
ния. Для этого к 5—15 мл основного калибровочного раствора 
добавляют по 1 мл раствора, содержащего 3 мг магния в 1 мл (2,5 г 
MgCl2 • 6H2O растворяют в дистиллированной воде в мерной колбе 
вместимостью 100 мл), доводят объем водой до 100 мл и доливают 
еще несколько капель хлороформа. 

Ход определения. В пробирку с 3 мл рабочего раствора вносят 
0,05 мл сыворотки, содержимое перемешивают. Через 5 мин изме-
ряют оптическую плотность раствора на ФЭКе с зеленым светофиль-
тром (длина волны 500—560 нм) в кювете с толщиной слоя 5 мм. 
Результаты сравнивают с аналогичными данными контрольной про-
бы. Окраска стабильна в течение нескольких часов после добавле-
ния сыворотки. Параллельно с опытной пробой ставят стандарт-
ную. В контрольную пробу вместо сыворотки добавляют дистилли-
рованную воду. 

Расчет ведут по правилу пропорций или по калибровочному гра-
фику. 

П р и м е ч а н и я : 1. Из-за узких пределов нормы небольшие колебания 
экстинкции стандартной пробы могут влиять на результаты исследования. 
Поэтому предпочтительно параллельно с опытной проводить стандартную 
пробу (Ю мг/100 мл). 

2. Посуду моют обычным способом, затем кипятят несколько минут в 
слабом растворе соляной кислоты и ополаскивают дистиллированной водой. 

Клинико-диагностическое значение определения 
кальция в сыворотке крови 

В цельной крови практически здоровых взрослых людей мини-
мальное значение содержания кальция составляет 2,25, максималь-
ное — 3,00 ммоль/л; в сыворотке здоровых людей в среднем — 2,4— 
2,9 ммоль/л (9,6—11,6 мг/100 мл). В крови у здоровых новорожден-
ных нижний предел концентрации кальция равен 1,75 ммоль/л (у не-
доношенных он более низкий —1,25 ммоль/л); у более взрослых 
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детей содержание кальция такое же, как и у взрослых. Пол не ока-
зывает существенного влияния на рассматриваемый показатель крови. 

Содержание кальция зависит также от возраста, уменьшаясь с 
повышением его: до 20 лет уровень кальция составляет в среднем 
2,9 ммоль/л, от 20 до 45 лет — 2,85—2,87 ммоль/л, выше 50 лет — 
2,7 ммоль/л. 

Гиперкальциемия бывает физиологической и патологической. 
Физиологическая гиперкальциемия имеет место у новорожденных 
после 4-го дня жизни, у недоношенных, а также у некоторых лиц 
после принятия пищи (алимептариая гиперкальциемия). 

В патологических условиях гиперкальциемия встречается при ги-
перпаратнреоидизме (до 7,25 ммоль/л), гипервитаминозе D, осо-
бенно прн назначении чрезмерных доз витамина D, адднсоиовой бо-
лезни, синдроме Иценко — Кушинга, акромегалии, лейкозе, гангрене, 
перитоните (вследствие распада клеток, содержащих кальций), при 
сердечной недостаточности (из-за повышения содержания углекис-
лоты в крови), желтухе и других патологических состояниях. 

Выделяется также иднопатическая гиперкальциемия у грудных 
детей (3,0—4,25 ммоль/л). 

Гипокальциемия отмечается гораздо чаще, чем гиперкальцие-
мия. Особенно большое значение в детском возрасте имеет гипо-
кальциемия при спазмофилии (тетании). При явной спазмофилии 
уровень кальция в крови падает до 1,5 ммоль/л и ниже. При скры-
той форме заболевания уровень кальция варьирует между 1,5— 
2,0 ммоль/л. Необходимо также помнить, что некоторые формы 
спазмофилии протекают без уменьшения количества кальция в сы-
воротке. При спазмофилии падение уровня кальция в сыворотке 
происходит главным образом за счет ионизированного кальция. 

Нередко обнаруживается гипокальциемия в раинем детском воз-
расте при рахнте. Однако снижение концентрации кальция в сыво-
ротке крови в этих случаях, как правило, весьма умеренное (до 
2,12 ммоль/л), в связи с чем оно не имеет большого клинического 
значения. 

Гипокальциемией сопровождаются и некоторые заболевания по-
чек, особенно хронические. При нефрозах гипокальциемия возника-
ет вследствие резкого уменьшения количества белка в плазме (ги-
попротеннемическая гипокальциемия). Уровень кальция в крови 
больных может упасть до 1,25—1,5 ммоль/л, и возможно появле-
ние симптомов тетании. При хронических нефритах уменьшение кон-
центрации кальция до 1,25—1,75 ммоль/л объясняется повышением 
уровня фосфора (до 5,0 ммоль/л), вызываемого задержкой в орга-
низме фосфатов. Гипокальциемия встречается также при гипопара-
тиреоидизме, поносе, целиакни, остром панкрезтите, гипонатриемии 
и т. д. 

Следует заметить, что гипокальциемия при бронхопневмонии — 
почти постоянный симптом, причем степень ее соответствует тяже-
сти процесса. 

ИССЛЕДОВАНИЕ МАГНИЯ В СЫВОРОТКЕ 
(ПЛАЗМЕ) КРОВИ, ЭРИТРОЦИТАХ, МОЧЕ 

Методы определения содержания магния можно разбить па сле-
дующие группы: 
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I. Химические: 1) титрометрнческие: комплексонометрнческое 
титрование, которое подразделяется иа визуальное и фотоэлектри-
ческое; 2) колориметрические, основывающиеся на реакциях с мо-
либдатом, титановым желтым и с магоном. 

II. Методы пламенной фотометрии. 
III. Способ пламенной спектрофотометрии (атомно-абсорбцион-

ный). 
IV. Спектрографические. 
V. Флюориметрическне. 
В методах комплексоиометрического титрования используют 

комплексов IIl (трилон Б); в качестве индикатора применяют эрно-
хром черный, хром темно-синий, мурексид, кальцеии. 

Методом комплексоиометрического титрования определяют сум-
марное содержание кальция и магния и количество кальция; кон-
центрацию магния находят по разности двух определений. Эти ме-
тоды (визуальные и фотометрические) неточны, а потому не могут 
применяться в качестве унифицированных. 

Колориметрические методы можно разделить на прямые и не-
прямые. Первые основаны на образовании окрашенных соединений 
магния в щелочных растворах с титановым желтым и другими ве-
ществами. 

В непрямых методах содержание магния рассчитывают по ко-
личеству связанного реактива. По точности и простоте прямые ме-
тоды предпочтительнее непрямых. Из прямых способов наиболее 
чувствительны те, которые базируются на цветной реакции магния с 
титановым желтым (Колгофф, 1927) и магоном (Боон, 1962). 

Методы этой группы различаются по способу осаждения 
белков. 

Определение магния способом фотометрии пламени не получи-
ло распространения, так как оно возможно лишь иа фотометрах, 
имеющих светофильтр для магния; присутствие других щелочных и 
щелочноземельных металлов мешает исследованию этого элемента. 

В последние годы для определения магния пользуются атомно-
абсорбциониым методом. Одним из основных преимуществ его яв-
ляется простота и высокая чувствительность. Однако в клинических 
исследованиях этот способ используется еще сравнительно мало из-
за дороговизны аппаратуры. 

Спектрографический и люминесцентный методы исследования 
магния с 8-оксихинолином, реактивом «люмомагнезон ИРЕА» и дру-
гими труднодоступны для применения в широкой клинической прак-
тике. 

Таким образом, в качестве унифицированных рекомендуются 
два метода определения магния: по цветной реакции с титановым 
желтым и магоиом. 

Определение магния в сыворотке (плазме) крови 
и эритроцитах по цветной реакции 
с титановым желтым 

Принцип. Магний реагирует с титановым желтым в щелочной 
среде с образованием окрашенных соединений. Интенсивность окрас-
ки пропорциональна концентрации магния. 

Реактивы. 1. Раствор вольфрамовокислого натрия — IO г/'ЮОмл. 
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2. 0,67 Ii раствор серной кпслоты. 
3. Раствор едкого натра — 6 г/100 мл. 
4. 0,2 н раствор едкого натра. 
5. Раствор солянокислого гндроксйламина (2 г/100 мл). Храпят 

в склянке из темного стекла. 
6. Раствор титанового желтого— 0,075 г/100 мл. 18,7 мг тита-

нового желтого растворяют в небольшом количестве дистиллирован-
ной воды в мерной колбе иа 25 мл и доводят дистиллированной во-
дой до метки. Держат в склянке из TGMiioro стекла в холодильнике, 
срок храпения— 10 дней. 

7. Раствор метилового красного в 96° этаноле — 0,1 г/100 мл. 
8. Стандартный раствор. 0,2026 г кристаллического сернокисло-

го магния (MgSO4 • 6Н2О) растворяют в небольшом количестве ди-
стиллированной воды в мерной колбе на 1 л и доливают дистилли-
рованной водой до метки. 1 мл раствора содержит 0, 02 мг магния. 

Ход определения. В центрифужную пробирку вносят 2 мл дис-
тиллированной воды. 1 мл сыворотки (плазмы), 1 мл раствора воль-
фрамовокнслого натрия, содержимое пробирки смешивают, добавля-
ют 1 мл раствора серной кислоты и вновь тщательно перемешивают 
стеклянной палочкой. Через 15 мни пробу центрифугируют при 3,5— 
4 тыс. об/мин в течение 10 мин (или фильтруют через бумажный 
фильтр). Центрнфугат (фильтрат) должен быть прозрачным. К 2,5 мл 
центрифугата (фильтрата), перенесенным в мерную центрифужную 
пробирку на 10 мл, вносят 1 каплю индикатора — метилового крас-
ного и нейтрализуют 0,2 и раствором едкого натра до появления 
желтой окраски. 

К содержимому пробирки добавляют 1 мл 2 г/100 мл гидрокси-
ламина, 1 мл раствора титанового желтого и 2 мл реактива 3 — е д к о -
го натра. Затем объем раствора доводят до 10 мл дистиллированной 
водой, пробу фотометрируют на ФЭКе с зеленым светофильтром 
прн длине волны 500—560 нм в кювете с толщиной слоя 10 мм. 
Результаты сравнивают с данными контрольной пробы. 

Контрольную пробу ставят параллельно опытной, беря вместо 
сыворотки дистиллированную воду. 

Расчет производят по калибровочному графику. Из основного 
стандартного раствора готовят разведения (табл. 43). 

Табл. 43. Данные для построения калибровочного графика 

Основной 
стандартный 
раствор (мл) 

Количество Mg 
в основном 

стандартном 
растворе (мг) 

Дистиллиро-
ванная вода 

до 6 мл 

Концентрация Mg 
в пробе 

(мг/100 мл, ммоль/л) 

0,25 0,005 5,75 I 0,41 

0,50 0,010 5,50 2 0 ,82 
0,75 0,015 5,25 3 1.23 

1,00 0,020 5,00 4 1,65 
1,25 0,025 4,75 5 2,06 
1,50 0,030 4,50 6 2,47 
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Добавляют 1 мл раствора гидроксиламииа, I мл раствора тита-
нового желтого и 2 мл реактива едкого натра (3). 

Измеряют оптическую плотность стандартных проб в условиях, 
описанных для фотометрироваиия опытной пробы. 

По литературным данным, содержание магния в сыворотке и 
плазме в норме составляет 0,78—0,91 ммоль/л (1,9—2,2 мг/100 мл) 
(для преобразования размерности мг/100 мл в мг-экв/л пользуются 
показателем 0, 822, а для превращения ее из мг/100 мл в ммоль/л — 
коэффициентом 0,411). 

Определение магния в эритроцитах 

Геиарииизированиую кровь центрифугируют в течение 30 мин 
при 3000 об/мин. К 0,5 мл (1 объем) эритроцитиой массы долива-
ют 2,5 мл (5 объемов) дистиллированной воды; после гемолиза до-
бавляют 1 мл (2 объема) 0,67 и H2SO1, 1 мл (2 объема) раствора 
вольфрамовокислого натрия (10 г/100 мл). Содержимое пробирки 
тщательно перемешивают, через 15 мни фильтруют. Далее опреде-
ление ведут так же, как в цептрифугате (фильтрате) сыворотки 
(плазмы). 

Исследование магния в сыворотке (плазме) крови и моче по 
цветной реакции с магоном производят готовым набором реактивов, 
выпускаемым фирмой «Лахема» (ЧССР). При этом концентрацию 
магния в биологических жидкостях следует выражать в ммоль/л, 
используя для этого необходимый коэффициент пересчета. 

Клинико-диагностическое значение определения 
магния в сыворотке (плазме) крови 

При токсемии беременных, раке, хронической сердечной недо-
статочности, остром и хроническом панкреатите наблюдается выра-
женное снижение содержания магния в сыворотке крови. 

Увеличение содержания магния в сыворотке отмечается прн ану-
рии, хронической почечной недостаточности и поражении почек, со-
провождаемом гпперкалпемней. Суточная потребность организма че-
ловека в магнии составляет около 10 мг/кг массы тела и обычно 
покрывается за счет пищевых продуктов. 

МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ХЛОРИД-ИОНОВ В КРОВИ, 
МОЧЕ И СПИННОМОЗГОВОЙ ЖИДКОСТИ 

Хлор находится в организме в ионизированном состоянии, пре-
имущественно в виде аниона солей Na, К, Ca, Mg и играет боль-
шую роль в создании осмотического давления, участвует в регуля-
ции кислотно-щелочного состояния организма. В крови хлор встре-
чается главным образом в виде хлористого натрия. Его содержание 
в эритроцитах почти в 2 раза меньшее, чем в плазме крови. Хлориды 
выводятся из организма в основном (на 90 %) с мочой, а также с 
потом и калом. 

Для установления содержания хлорид-ионов в биологических 
жидкостях используются способы исследования, которые в зависи-
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мости от принципа определения можно объединить в несколько 
групп. 

I. Осадочные методы (аргентометрические) основаны на способ-
ности ионов серебра образовывать с ионами хлора нерастворимые 
соли. Количество осаждающего вещества эквивалентно содержанию 
хлорид-иоиов. Конец реакции устанавливают по прекращению выпа-
дения осадка или с помощью индикатора. 

Осадочные методы включают в себя: удаление белка, осажде-
ние ионов хлора и взаимодействие специального реактива с инди-
катором. В зависимости от того, какое вещество применяют в каче-
стве осаждающего реагента или индикатора, осадочные методы 
можно разделить на следующие группы: 

1. Методы, базирующиеся иа принципе Мора. Белок осаждают 
спиртом, ионы хлора связывают азотнокислым серебром; индикато-
ром является хромат калия. В конечной точке титрования формиру-
ется осадок красного цвета Ag2CrO4. 

2. Методы обратного титрования, основанные иа принципе Фоль-
гарда. Белок осаждают любым кпслым осадителем, ионы хлора — 
серебром, его избыток титруют раствором роданистой соли; индика-
тор — железоаммиачные квасцы. В конечной точке титрования жид-
кость окрашивается в красноватый цвет. 

3. Методы, базирующиеся на осаждении ионов хлора йодно-
кислым серебром. Белок удаляют фосфорной, вольфрамовой и дру-
гими кислотами, смесь встряхивают с избытком твердого йодата 
серебра и фильтруют. Образуется осадок AgCl, а растворенный йод 
определяют тптрометрически или колориметрически. 

4. Методы с применением адсорбционных индикаторов (дихлор-
флюоресненн, эозин). Эти индикаторы адсорбируются в виде анио-
нов на положительно заряженной поверхности хлорида серебра. Ад-
сорбированный индикатор и тот же индикатор в растворе отлича-
ются по цвету. 

II. Ртутпометрнческие методы, в которых хлориды титруют не-
посредственно азотнокислой ртутью. По израсходованному количе-
ству ее исследуют концентрацию хлорид-ионов. 

Из способов этой группы наиболее широкое распространение по-
лучил метод Шэлса (1941) и его модификации. 

III. Колориметрические методы, основанные на образовании 
цветных соединений хлора с различными реактивами: тиоцнонатом 
ртути н ртутным хлорапилатом. 

IV. Электрохимические методы исследования. 
V. Способы, базирующиеся на окислительно-восстановительных 

реакциях. 
VI. Изотопные методы. 
Метод Мора (1856) основан на формировании в конечной точке 

титрования хромата серебра (красного цвета). 
Недостатки методов, использующих принцип Мора, состоят в 

том, что: 1) окраска, появляющаяся в конечной точке титрования, 
нечеткая; 2) титрование нужно проводить в нейтральной среде; 
3) моча не должна содержать белок и органические вещества, на-
пример пурины, которые тоже осаждаются азотнокислым серебром. 
Методы, базирующиеся на принципе Фольгарда, п отличие от спо-
соба Мора дают возможность титровать даже сравнительно сильно-
кислые растворы. Однако им также присущи многие недостатки. 

Иодометрические способы более чувствительны, чем метод Фоль-
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гарда, однако па окраску раствора и способность йодата серебра к 
растворению могут влиять изменения концентрации, кислотности, 
температуры растворов, наличие небольшой примеси хлоридов в во-
де, реактивах и т. д. 

Из методов с адсорбционным индикатором наибольшее распро-
странение получили способы с применением дихлорфлюоресцеина 
(Франко, Клейн, 1951). Преимущество метода заключается в кон-
трастном переходе окраски из зеленой в розовую при титровании 
азотнокислым серебром. 

Недостатки: 1) при использовании адсорбционных индикаторов 
важным условием является величина рН; 2) для получения более 
точных результатов необходимо проводить титрование при мини-
мальном освещении; 3) требуется точная концентрация индикатора, 
так как при его излишке раствор окрашивается в желтый цвет, что 
делает неясным изменение окраски. 

Из группы ртутиометрических методов широко применяется ме-
тод О. Шэлса и С. Шэлса (1941), в котором в качестве индикатора 
используют спиртовой раствор дифенилкарбазона. Способ технически 
прост, точен, занимает мало времени, а потому наиболее удобен для 
клинико-диагностических лабораторий. 

Очень точны и удобны электрохимические методы исследования 
хлора, однако они требуют специальной аппаратуры, что затрудня-
ет нх распространение в практике. 

Методы, основанные на окислительно-восстановительных реак-
циях, микродиффузионный способ Конвея (1950), изотопные спосо-
бы не применяются широко в практике. 

В качестве унифицированного предложен меркуриметрический 
метод определения хлора в сыворотке крови, моче и спинномозговой 
жидкости с применением в качестве индикатора дифенилкарбазона. 

Определение ионов хлора в сыворотке крови, моче 
и спинномозговой жидкости меркуриметрическим 
методом с индикатором дифенилкарбазоном 

Принцип. Хлориды биологических жидкостей титруют нитратом 
ртути, используя в качестве индикатора дифенилкарбазон. В экви-
валентной точке избыток нитрата ртути образует с индикатором 
комплекс, окрашенный в сине-лиловый цвет. 

Реактивы. 1. Раствор азотнокислой ртути. 2,0 г азотнокислой 
ртути Hg (NO3) г-2Н20 х. ч. растворяют в 200 мл дистиллирован-
ной воды, добавляют точно 20 мл 2 и HNO3 и разводят водой до 
1 л. Реактив стойкий. 

2. Раствор индикатора. 100 мг дифенилкарбазона растворяют 
в 100 мл 96° этанола. Хранят в темной склянке в течение месяца. 

3. 2 н раствор азотной кислоты. Готовят из фиксанала или раз-
бавлением 14 мл концентрированной HNO3 до 100 мл дистиллиро-
ванной водой. 

4. 0,01 н стандартный раствор хлора. 584,5 мг NaCl х. ч., высу-
шенного до постоянного веса прн температуре +120° С, растворяют 
в небольшом количестве дистиллированной воды и доливают объем 
до 1л. 1 мл этого раствора содержит 0,01 ммоль хлора. 

Ход определения. В небольшой стаканчик помещают 1,8 мл дис-
тиллированной воды, добавляют 0,2 мл исследуемой биологической 
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жидкости, 4 капли индикатора и титруют смесь азотнокислой ртутью 
из 2-миллилнтровой пипетки (или лучше из микробюретки с делени-
ями на 0,01 мл) до появления сине-фиолетового окрашивания (пере-
мена окраски в конечной точке титрования отчетливо заметна). 

Для стандартизации раствора азотнокислой ртути к 2 мл стан-
дартного раствора хлористого натрия приливают 4 капли раствора 
индикатора и титруют раствором азотнокислой ртути так же, как 
опытную пробу. 

0,02-А-5-1000 A-IOO 
а ммоль хлора в 1 л = g = — g — , 

где 0,02 — ммоль хлора в 2 мл стандартного раствора хлористого 
натрия; 5-1000 — коэффициент пересчета на 1000 мл биологической 
жидкости; А — количество раствора азотнокислой ртути, пошедшее 
на титрование опытной пробы; Б — количество азотнокислой ртути, 
пошедшее иа титрование стандартного раствора хлористого натрия 
(мл). 

Для удобства в работе количество раствора азотнокислой рту-
ти, необходимое для титрования опытной пробы (А), можно умно-
жить на фактор Ф, который равен 100/Б, так как количество раство-
ра азотнокислой ртути, пошедшее на титрование стандартного раст-
вора NaCI1 является постоянной величиной в течение нескольких 
дней. 

П р и м е ч а н и я : I. Раствор азотнокислой ртути готовят и из красной 
окиси ртути. Для этого 1,083 г красной окиси ртути растворяют в 11,0 мл 
концентрированной азотной кислоты н доливают водой до 1000 мл. Раствор 
стойкий-

2. Раствор индикатора должен иметь оранжево-красную окраску. Реак-
тив нужно менять, если окраска становится желтой или вишнево-красной, 
так как в этом случае он не дает отчетливой конечной точки титрования. 

3. Удаление белков усиливает изменение цвета в конечной точке титро-
вания, но оно не является обязательным. При этом результаты определения 
иа 1—2 ммоль/л превышают те, которые получаются с фильтратом сыворотки. 

4. Если моча имеет щелочную реакцию (рН>8), необходимо ее подкис-
лить разведенной азотной кислотой до слабо кислой реакции. 

Содержание хлора (хлорид-ионов) в сыворотке крови практи-
чески здоровых людей в норме составляет 95—110 ммоль/л (337— 
390 мг/100 мл), в спинномозговой жидкости —120—130 ммоль/л 
(425—460 мг/100 мл), в моче—170—210 ммоль/л (600—740 мг/ 
100 мл). В плазме и сыворотке крови грудных детей концентрация 
хлорид-ионов в норме равна 80—140 ммоль/л (290—500 мг/100 мл). 
Экскреция хлорид-ионов с мочой составляет у новорожденных 0,3— 
1,4 ммоль (10—50 мг), у детей в возрасте 1—2 мес—1,0—3,0 ммоль 
(40—100 мг), 2—6 мес —3,0—14,0 ммоль (100—500 мг), 6—12 мес — 
3—30 ммоль (100—1000 мг), 1—2 года — 14—40 ммоль (500— 
1500 мг) за сутки. 

Исследование в биологических жидкостях хлоридов тнтрометрн-
ческим методом с индикатором дифенилкарбазоном очень удобно 
производить с использованием набора реактивов фирмы «Лахема» 
(ЧССР), рассчитанного на 1000 микроопределений хлор-ионов (см. 
прилагаемую к реактивам инструкцию). 

В нашу страну поставляют также из ЧССР наборы реактивов 
для спектрофотометрнческого определения хлорид-попов. Метод ос-
новывается на способности хлорид-ионов освобождать из хлора ни 
ловокислой ртути хлораинловую кислоту в количестве, пропорцио-
нальном содержанию ионов хлора в исследуемом образце. Описа-
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пие метода подробно изложено в прилагаемой к набору инструкции. 
Объем исследуемого материала варьирует в пределах от 0,025 до 
0,05 мл. Нормативы те же. 

Клинико-диагностическое значение определения 
хлорид-ионов в биологических жидкостях 

Относительная гиперхлоремия отмечается при обезвоживании, 
вызванном недостаточным поступлением жидкости (но не при де-
гидратации, обусловленной потерей жидкости при поносах и рвоте). 

При заболеваниях почек (нефритах, нефрозах, нефросхлерозах) 
наступает задержка хлоридов вследствие недостаточной депураци-
опиой способности почек. В целях снижения осмотического давления 
организм стремится увеличить количество внеклеточной жидкости 
(развиваются отеки), выделить большое количество соли вместе с 
потом, увеличить поступление хлоридов во внутриклеточное простран-
ство, задержать их в костной системе, в коже и других тканях (сухая 
форма задержки). В случае, если компенсационные механизмы пере-
стают справляться со своей задачей, наступает не относительная, а 
абсолютная гиперхлоремия. 

Гиперхлоремия наблюдается также при приеме с пищей боль-
ших доз хлоридов, прн гиперхлоремических ацидозах, респиратор-
ном алкалозе, декомпенсации сердца и т. д. 

Гипохлоремия отмечается при формах обезвоживания, связан-
ных с поносами, особенно рвотой. Любая продолжительная рвота, 
даже если она не вызывает обезвоживания, доводит до гипохлоре-
мии. Особенно ярко выражено уменьшение содержания хлоридов 
при стенозе привратника. В этих случаях уровень хлоридов в сыво-
ротке обычно падает до 300 мг/100 мл (85 ммоль/л). 

Прн почечных заболеваниях (особенно почечном диабете) также 
возможно появление тяжелой гипохлоремии. 

Любая значительная гипохлоремия может привести к компен-
сационному повышению остаточноазотных фракций (хлоропривная 
азотемия) из-за стремления организма сохранить постоянство осмо-
тического давления. 

Гипохлоремию вызывают также респираторный ацидоз, отеки и 
экссудаты (отечная задержка), пневмонии (сухая задержка), ин-
фекционные заболевания (токсическая дифтерия, колиты), диабети-
ческий кетоз, водное отравление и другие патологические состояния. 

Отравление сулемой влечет за собой переход хлоридов из крови 
в ткани, при этом развивается гипохлоремия, не связанная с обед-
нением организма хлором. 

При бронхопневмонии гипохлоремия ярче всего выражена в 
кульминационной фазе заболевания. Во время кризиса количество 
хлоридов увеличивается и приходит к норме одновременно с выздо-
ровлением. 

НЕОРГАНИЧЕСКИЙ ФОСФОР 

Общий фосфор крови представлен кислоторастворимой и кис-
лотонерастворимой фракциями. Первая образована неорганическим 
фосфором, пирофосфатами (АТФ, АДФ и другими), гексозофосфа-
тамн, глицерофосфатами и т. д. В состав минерального кислотоне-
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растворимого фосфора входят фосфор фосфолипидов и иуклеопро-
теидов. При определении липидного и нуклеинового фосфора орга-
нический фосфор путем минерализации переводят в неорганический. 
Для исследования последнего предложены спектрофотометрические, 
колориметрические, пламепнофотометрические, комплексонометри-
ческие методы. Из них наибольшее распространение получили коло-
риметрические методики, основанные иа определении фосфора в ви-
де синего фосфорномолибденового комплекса, получившего название 
молибденовой сини. Принцип метода заключается во взаимодейст-
вии фосфора с молибденовой кислотой с образованием фосфорномо-
либденовой кислоты, которая восстанавливается в присутствии из-
бытка молибдата до синего фосфорномолибденового комплекса. Ре-
акция, приводящая к появлению молибденовой сини, до сих пор 
еще окончательно не изучена. 

В качестве восстановителей, необходимых для образования мо-
либденовой сини, применяются гидрохинон, эйконоген (1-амино-2-
нафтол-4-сульфоновая кислота), двухлористое олово, амидол (2,4-
диаминофеполгидрохлорид), аскорбиновая кислота, тиомочевина. 

В нашей стране чаще пользуются методами с употреблением в 
качестве восстанавливающих веществ гидрохинона, аскорбиновой 
кислоты и эйкоиогена, за рубежом — методами с использованием 
эйкоиогена и двухлористого олова. 

Самый чувствительный—это способ с применением двухлори-' 
стого олова. Недостатком указанного метода является неудобство 
работы с этим восстановителем из-за узких пределов допустимой 
кислотности. Кроме того, по сравнению с другими способами ом бо-
лее сложен, иногда наблюдается помутнение молибденовой сини. 

Метод с использованием аскорбиновой кислоты в качестве вос-
становителя обладает большей точностью и чувствительностью. Не-
достаток его в том, что некоторые вещества (уксуснокислый, серно-
кислый Na, хлористый Na, соли мышьяка и другие) в определен-
ных концентрациях могут инактивировать аскорбиновую кислоту, 
менять кислотность среды и мешать образованию фосфорномолиб-
денового комплекса. Кроме того, при отклонении от хода выполне-
ния методики аскорбиновая кислота восстанавливает молибденовую 
и в отсутствии фосфора. 

Из методов, базирующихся иа применении в качестве восста-
навливающего вещества эйкоиогена, обращает па себя внимание спо-
соб Фишке, Субарова (1925) и его модификация. Этот метод точ-
ный, его можно использовать для установления концентрации фос-
фора, варьирующей в широких пределах; окраска возникает быст-
ро н держится долго. Он наиболее приемлем для определения не-
органического фосфора в сыворотке крови. 

Метод с гидрохиноном несколько уступает предыдущему в от-
ношении точности, а также стабильности реактива (гидрохинон бы-
стро разлагается, в связи с чем реактив нужно готовить перед упот-
реблением) . 

Распространен также отличающийся высокой чувствительностью 
метод, основанный на образовании окрашенного комплекса неоргани-
ческого фосфата с катиониой формой малахитового зеленого в при-
сутствии молибдата аммония. 

В качестве унифицированного рекомендован колориметрический 
метод определения неорганического фосфора с восстанавливающим 
веществом эйкопогеном. 
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Определение неорганического фосфора 
в сыворотке крови и моче по восстановлению 
фосфорномолибденовой кислоты 

Принцип. После осаждения белков в центрифугате остается не-
органический фосфор, который прн взаимодействии с молибденовой 
кислотой образует фосфорномолибденовую кислоту. Последняя вос-
станавливается эйконогеном до синего фосфорномолибденового комп-
лекса. Интенсивность окраски прямо пропорциональна концентрации 
неорганического фосфора в биологическом субстрате. 

Реактивы. 1. Раствор трихлоруксусиой кислоты — 10 г/100 мл. 
2. Раствор молибдеиовокнелого аммония. 5 г молибдеповокнело-

го аммония доводят до 100 мл 5 и раствором серной кислоты при 
постоянном помешивании содержимого склянки до полного раство-
рения. 

3. 5 н H2SO4. Готовят добавлением к 860 мл дистиллированной 
воды 140 мл концентрированной H2SO4, р 1,84 кг/л. 

4. Раствор аминонафтолсульфоновой кислоты (эйконогена). 6 г 
кислого сернистокислого натрия (гидросульфита натрия) или мета-
бисульфита натрия (Na2S2O5) растворяют полностью в 20—25 мл 
воды, после чего в раствор добавляют 0,1 г эйконогена. Эйкоиоген пе-
реходит в водную фазу медленно, при помешивании стеклянной па-
лочкой. Отдельно в небольшом количестве воды растворяют 1,2 г 
безводного сернистокислого натрия (сульфита натрия). Оба раство-
ра смешивают и объем доводят до 50 мл дистиллированной водой. 
Через 2—3 ч реактив фильтруют. Храпят в холодильнике в посуде 
из темного стекла. 

5. Основной стандартный раствор одиозамещениого фосфорно-
кислого калия, высушенного до постоянного веса при 120°С. 
0,4389 г KH2PO1I растворяют в дистиллированной воде в мерной кол-
бе на 100 мл. 1 мл этого раствора содержит 1 мг фосфора. 

Из основного готовят рабочий раствор с содержанием 0,02 мг 
фосфора в 1 мл. Для этого 2 мл основного стандартного раствора 
фосфора доводят дистиллированной водой в Mepnoii колбе до 100 мл. 

Ход определения. 1 мл сыворотки смешивают с 4 мл дистилли-
рованной воды и 5 мл трихлоруксусиой кислоты. Через 10 мин про-
бу центрифугируют. К 5 мл центрнфугата приливают 1 мл молиб-
деиовокнелого аммония, 0,2 мл раствора эйконогена и 1,8 мл дистил-
лированной воды. Через 20 мин стояния при комнатной температу-
ре пробу колорнметрируют на ФЭКе с красным светофильтром (дли-
на волн — 660—680 им) в кювете с шириной слоя 10 мм. Результа-
ты сравнивают с данными контрольной пробы. 

Контрольную пробу ставят так же, как опытную, ио вместо 
цеитрифугата берут 2,5 мл трихлоруксусиой кислоты и 2,5 мл ди-
стиллированной воды. 

Расчет производят но калибровочной кривой. Из рабочего стан-
дартного раствора готовят разведения (табл. 44). 

После 20-минутного стояния пробы колорнметрируют так же, как 
опытные. Результаты сравнивают с данными контрольной пробы на 
реактивы. 

П р и м е ч а н и я : I. При отсутствии эйконогена можно нсирльэонагг. 
раствор аскорбиновой кислоты (1 г/100 мл), приготовленный перед работой ни 
0,1 н растворе соляной кислоты. 
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2. При определении неорганического фосфора в моче ее разводят в IO 
раз н дальнейшую обработку разведенной мочи осуществляют аналогично 
сыворотке. 

Нормальное содержание неорганического фосфора в сыворотке 
крови взрослого человека составляет 0,81—1,45 ммоль/л (2,5—4,5 
мг/100 мл), в моче — 0,8—1,5 г/сут (25,8—48,4 ммоль/сут). У ново-
рожденных концентрация неорганического фосфора в сыворотке 
кровн равна 1,13—2,78 ммоль/л (3,5—8,6 мг/100 мл), у детей до-
школьного возраста —1,45—2,10 ммоль/л (4,5—6,5 мг/100 мл), у 
детей школьного возраста — 1,45—1,78 ммоль/л (4,5—5,5 мг/100 мл). 

Летом содержание фосфора несколько большее, чем зимой. 
В настоящее время в пашу страну поставляют наборы реакти-

вов (фирма «Лахема», ЧССР), позволяющие определять по интен-
сивности образования молнбденоваиадатофосфорной кислоты содер-
жание как неорганического, так и липидного (после минерализации 
сгустка крови) фосфора (см. прилагаемую к наборам инструкцию). 

Табл. 44. Данные для построения калибровочной кривой 

Клинико-диагностическое значение 
определения неорганического фосфора 
в сыворотке крови и моче 

Уровень фосфора зависит: 1) от функции паращитовидпых же-
лез, 2) щитовидных желез, 3) регулирующего действия витамина D, 
•1) функции почек. 

Гиперфосфатемия встречается при почечной недостаточности, 
гипопаратиреоидизме, акромегалии, диабете, кстозе, приеме боль-
ших доз витамина D, ультрафиолетовом облучении, в некоторых 
случаях при аддисоновой болезни, спазмофилии, болезни Ицепко — 
Кушинга. Гиперфосфатемия при нефритах и нефрозах (3,23—6,46 
ммоль/л) является одним из неблагоприятных прогностических при-
знаков. Эти заболевания часто сопровождаются понижением ре-
зервной щелочности. Увеличение содержания фосфатов в крови на-
блюдается при токсикозах беременности. Гиперфосфатемия свойст-
венна периоду зажнвлеипя костных переломов (это благоприятный 
признак). Мышечная работа сопровождается повышением содержи-
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ния неорганических фосфатов в результате расщепления органичес-
ких фосфорных соединений (АТФ). 

Гнпофосфатемия в детском возрасте часто бывает при рахите. 
Очень важно, что снижение уровня неорганического фосфора в сы-
воротке крови отмечается в ранней стадии рахита (0,19—0,97 
ммоль/л), когда клинические симптомы еще недостаточно выраже-
ны. Гнпофосфатемия при рахите может перейти в гиперфосфате-
мию, что нередко сопровождается явлениями спазмофилии. Сниже-
ние содержания фосфатов в крови наблюдается при остеомаляции, 
пеллагре, длительном лечении инсулином и хлористым кальцием. Гн-
пофосфатемия нередко наблюдается у новорожденных, при гнпер-
паратиреонднзмс, гиперипсулннизме, микседсме. Гнпофосфатемия 
может быть и алиментарного происхождения — вследствие потреб-
ления бедной фосфатами пищи и нарушения всасывания фосфатов 
в кишечнике. 

Для диагностики различных патологических состояний важное 
значение имеет установление количественного соотношения между 
содержанием кальция и неорганического фосфора в крови. При ра-
хите количество выделяемого с мочой фосфора увеличивается в 2 — 
10 раз по сравнению с нормой. Повышение выделения фосфатов с 
мочой отмечается при распаде клеток (например, при лейкозах, ги-
пертнреозе, диабете, менингите). 

Снижение выделения фосфатов с мочой можно наблюдать при 
туберкулезе, лихорадочных состояниях, острой желтой атрофии пе-
чени, недостаточной функции почек, акромегалии. 

МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ЖЕЛЕЗА 
И ЖЕЛЕЗОСВЯЗЫВАЮЩЕЙ СПОСОБНОСТИ 
СЫВОРОТКИ КРОВИ 

Первым реактивом, примененным в 1927 г. для исследования 
железа в сыворотке крови, был роданит калия. Метод, основанный 
на его использовании, оказался очень несовершенным: интенсив-
ность окраски комплексного соединения железа с роданитом умень-
шалась уже через 15 мни, а само окрашивание во многом зависело 
от примесей (например, фосфатов). В дальнейшем для определения 
л<елеза был применен ортофенантролин. Этот органический реагент 
дает с железом комплекс, который сохраняется в растворе несколь-
ко месяцев. 

В 1951 г. Казе предложил новый реактив на железо — батофе-
иаитролин, по чувствительности в 2 раза превышающий ортофенан-
тролин. 

Известен ряд методов с использованием батофенантролина в 
качестве комнлексообразователя. Они отличаются друг от друга 
приготовлением батофеиаптролииового реактива, способами выделе-
ния железа из белкового комплекса, доведением необходимой для 
цветной реакции концентрации водородных ионов, а также метода-
ми восстановления железа. 

Для выделения железа из связанного состояния часто рекомен-
дуют 0,3 н или 2 и соляную кислоту. Однако она разбавляет раст-
вор, снижая концентрацию железа и, следовательно, уменьшает 
точность способа. Прогревание смеси сыворотки с трнхлоруксусноП 
кислотой до + 9 5 0C приводит к полному отделению железа от 
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трансферрина, поэтому предварительное добавление соляной кисло-
ты излишне. 

Необходимую концентрацию водородных ионов (рН 4,8—5,0) 
создают, как правило, ацетатом аммония или ацетатом натрия. 
В качестве восстановителя могут быть использованы гндроксиламин, 
тиогликолевая кислота, гидрохинон, гидразин. Генри с соавт., 
стремясь к уменьшению объемов смеси, применяют насыщенный 
раствор сульфата гидразина, характеризующийся стойкостью. 

Батофенантролип нерастворим в воде. Поэтому его либо раст-
воряют в алкоголе, либо используют сульфонировапное производ-
ное, способное растворяться в воде. Трнидер (1956), применив в 
своей работе сульфоинрованное соединение батофенантролнна, по-
казал, что молярный коэффициент погашения этого комплекса выше 
молярного коэффициента комплекса железа с несульфонироваиным 
батофеиантролииом. По методу Генри с соавт., сульфонирова-
ние батофенантролнна производят при помощи хлорсульфановой 
кислоты. 

Известны также днпнрридиловые и трнпнрридиловые способы оп-
ределения железа. Однако по своей чувствительности они не превос-
ходят орто- и батофенантролиновые. 

В 1979 г. Гарчик (ЧССР) описал простой высокочувствитель-
ный метод исследования железа и железосвязывающей способности 
сыворотки кровн, основанный на свойстве ионов железа реагиро-
вать с хромазуролом В и цетилтримстиламмонийбромидом; при 
этом образуется тройной окрашенный комплекс. Его максимальная 
абсорбция наблюдается прн 630 нм. Интерференция с другими ком-
понентами сыворотки отсутствует. 

Атомная абсорбционная спектрофотометрия дает ненадежные ре-
зультаты из-за нередко возникающей интерференции веществ. 

Весьма чувствительные, специфичные радиоизотопный и имму-
нологический методы определения железа и железосвязывающей 
способности сыворотки крови редко применяются в клипико-биохи-
мических лабораториях, так как требуют специальной аппаратуры, 
дефицитных реактивов и длительного времени для выполнения ис-
следований. 

В лабораторной практике более широко используются фотомет-
рические способы исследования. Один из них, базирующийся на реак-
ции с батофеиантролииом, и предложен в качестве унифицированного 
для установления содержания железа в сыворотке крови. 

Фирма «Лахема» (ЧССР) выпускает наборы реактивов, с помо-
щью которых становится возможным исследование содержания сы-
вороточного железа. 

Батофенантролиновый метод определения 
железа сыворотки крови 

Принцип. Определение сывороточного железа основано на его 
освоболсдении из белкового комплекса и проведении последующей 
реакции с батофеиантролииом. 

Реактивы. 1. Раствор трихлоруксусиой кислоты — 20 г/100 мл. 
2. Раствор уксуснокислого аммония—70 г/100 мл. К 70 г аце-

тата аммония добавляют 30 мл воды. 
3. Насыщенный раствор сульфата гидразина. Для его приготов-
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лени я 2,5 г соли растворяют в 100 мл воды. Хранят при комнатной 
температуре в посуде из темного стекла. 

4. Раствор батофенантролина (4,7-дифенил-1,10-феиантролни). 
100 мг батофенантролина помещают в пробирку, в которую прибав-
ляют 0,5 мл хлорсульфоновой кислоты. Смесь кипятят 30 с, охлаж-
дают и медленно приливают 10 мл дважды дистиллированной воды. 
После 20-мннутного прогревания в кипящей водяной бане смесь пе-
реносят в 200-миллилитровую колбу, в которую доливают 100 мл 
воды, рН раствора доводят до 4,0 раствором едкого натра с кон-
центрацией 20 г/100 мл и добавляют бидистнллированной воды до 
объема мерной колбы (200 мл). 

5. Стандартный раствор с содержанием 100 мкг железа в 1 мл 
(1,8 ммоль/л). Готовят из соли Мора (NH4)2Fe(SO4)2-OH2O. 
0,7032 г соли растворяют в 5 мл 0,3 и раствора HCl, после чего до-
водят объем до 1 л бидистиллироваипой водой, подкисленной 1 мл 
концентрированной, взятой из фиксанола H2SO.*. Рабочий стандарт-
ный раствор железа получают разведением основного в 50 раз под-
кисленной водой. Он содержит 2 мкг/мл железа (35,8 мкмоль/л). 

Ход определения. В пробирку вносят 2 мл сыворотки, 2,5 мл би-
дистнллированной воды и 1,5 мл раствора трихлоруксусной кислоты, 
свободной от примеси железа. После перемешивания содержимое 
пробирки помещают На 15 мин в водяную баню прн температуре 
+90—95 0C. Смесь центрифугируют при 2000 об/мин в течение 20 
мин и отделяют 4 мл верхнего слоя, к нему прибавляют 0,35 мл 
раствора ацетата аммония и 0,3 мл насыщенного раствора сульфа-
та гидразина. Экстиикцию измеряют на ФЭКе с зеленым светофиль-
тром (прн длине волн 500—560 нм) или на спектрофотометре (при 
длине воли 535 нм) в кювете с толщиной слоя 10 мм. Затем в про-
бирку приливают 0,4 мл раствора батофенантролина. Повторную 
фотометрию проводят через 40 мин. В случаях, если не удается 
ртобрать 4 мл надосадочной жидкости, к полученному количеству 
центрифугата добавляют необходимый (для доведения до 4 мл) 
объем бидистиллироваипой воды. 

Параллельно ставят контрольную пробу. Смешивают 1 мл три-
хлоруксусной кислоты, 3 мл воды, доливают 0,35 мл раствора ук-
суснокислого аммония, 0,3 мл насыщенного раствора сернокислого 
гидразина. Экстиикцию измеряют в условиях фотометрирования 
опытных проб. Через 40 мин к контрольной пробе так же, как и к 
опытной, добавляют 0,4 мл раствора батофенантролина и повторно 
измеряют экстиикцию. 

Стандартную пробу проводят следующим образом. К 2 мл ра-
бочего стандартного раствора (с концентрацией железа 2 мкг/мл и 
общим его содержанием во взятом объеме 4 мкг) доливают 1 мл 
бидистнллированной воды, I мл раствора трихлоруксусной кислоты, 
0,35 мл раствора уксуснокислого аммония, 0,3 мл насыщенного раст-
вора сернокислого гидразина. Далее стандартную пробу обрабаты-
вают н измеряют так же, как опытную. 

Из результатов отсчета, полученного после прибавления бато-
фенантролина, вычитают результаты исследования до приливапия 
этого реактива. Расчет производят по формуле: 

(Аоп —А„.) / (Аст.—Ак . ) • 300=а мкг/100 мл (1), 
где Ann. — разность между окончательным и предварительным от-
счетом в проводимом исследовании; А ( ; т . — то же самое для стап-
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дартного раствора; A k — то же самое для контрольной пробы; 
300 — коэффициент пересчета на 100 мл сыворотки (4-100)/1,33; 
4 — количество мкг железа в стандартной пробе; 1,33 — фактический 
объем (мл) исследуемой сыворотки; 100 — коэффициент пересчета 
на 100 мл сыворотки крови. 

Если после центрифугирования не удается получить 4 мл иад-
осадочной жидкости, имеющееся количество доводят бидистилли-
рованной водой до 4 мл. В этих случаях вместо коэффициента 
300 используют другой коэффициент расчета: 

K = 300 -f 50(4,0— В), 
где К — коэффициент расчета; В — количество мл центрнфугата, 
взятое для реакции. 

Общая формула расчета следующая: 

д ° " 1 д К - -300-|-(4,0— В)-50 (2). АСТ. К. 

Прямолинейная зависимость между оптической плотностью и 
концентрацией железа сохраняется до концентрации раствора 
179 мкмоль/л (1000 мкг/100 мл). 

В соответствии с требованиями системы СП значения концепт-
рации железа сыворотки крови следует выражать в размерности 
мкмоль/л. Для этого показатель содержания железа в мкг/100 мл 
следует умножить на коэффициент 0,179 или же при пользовании 
формулой (1) вместо коэффициента 300 применять коэффициент 
53,7: 

A o n — А к 
—д—: д—— • 53,7 = а мкмоль/л. 

ст. ~~ к. 

В норме содержание железа сыворотки колеблется от 12,5 до 
30,4 мкмоль/л (70—170 мкг/100 мл). В среднем оно равно 22,7 ± 
±1,3 мкмоль/л. У женщин содержание железа сыворотки несколько 
ниже, чем у мужчин. 

П р и м е ч а н и я : 1. Железо нужно исследовать лишь в сыворотке, не 
содержащей следов гемолиза. 

2. Кровь следует брать в специальную пробирку, обработанную паром 
или тщательно вымытую (сначала хромовой смесью либо азотной кислотой, 
затем би дистиллированноft водой), высушенную и прикрытую фольгой. 

3. Посуду промывают 5 и раствором HCl и ополаскивают бидистиллнро-
ваниой водой. 

4. Больной, у которого берут кровь, не должен принимать препаратов 
железа по крайней мере 5 дней (I). В противном случае могут быть завышен-
ные результаты. 

5. Не следует забывать о необходимости употреблять в раствор только 
дважды дистиллированную воду. 

В педиатрической практике может быть использована модифи-
кация батофенаитролинового метода, предложенная К. Р. Джума-
ниязовой н П. А. Гафаровой (1980). Метод позволяет определить 
концентрацию железа в 0,3 мл сыворотки крови. 

Реактивы те же, что и в предыдущем методе. 
Ход определения. Для проведения опытной пробы в центрифуж-

ную пробирку вносят 0,3 мл сыворотки, 0,4 мл бндистиллированной 
воды н 0,5 мл раствора трихлоруксусиой кислоты, содержимое про-
бирки перемешивают и помещают на 15 мин в водяную баню при 
температуре + 9 5 °С. Охлаждают и центрифугируют 20 мин при 
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2000 об/мин. Отделяют в центрифужную пробирку 0,6 мл центри-
фугата. 

Контрольную пробу ставят следующим образом. В центрифуж-
ной пробирке смешивают 0,35 мл бидистнллированной воды и 
0,25 мл раствора трихлоруксусной кислоты. 

Для подготовки стандартной пробы в центрифужную пробирку 
помещают 0,15 мл рабочего стандартного реактива с содержанием 
железа 2 мкг/мл (35,8 мкмоль/л), 0,2 мл бидистнллированной воды 
и 0,25 мл раствора трихлоруксусной кислоты. Затем во все пробы 
доливают по 0,1 мл раствора уксуснокислого аммопия, но 0,1 мл на-
сыщенного раствора сернокислого гидразина и по 0,1 мл раствора 
батофенантролина. Содержимое каждой пробирки перемешивают и 
оставляют в темпом месте на 40 мин, колорнметрнруют на ФЭКе с 
зеленым фильтром (длина волн 500—560 нм) в кювете с толщиной 
слоя 3 мм. Компенсационной жидкостью служит дистиллированная 
вода. 

Содержание железа в опытной пробе: 

где 35,8 — показатель концентрации железа в рабочем стандартном 
растворе (мкмоль/л). 

Концентрация сывороточного железа у практически здоровых 
взрослых людей составляет в среднем 17,9 (14,3—21,5) мкмоль/л. 

Определение общей и ненасыщенной железосвязывающей 
способности сыворотки (ОЖСС, НЖСС) крови 

Находящееся в плазме железо связано с особым белком fJi-гло-
булиновой фракции трансферрином. В норме этот белок насыщен 
железом лишь на 30 %. Максимальное количество железа, которое 
может присоединять трансферрии до своего насыщения, обозначают 
как общую железосвязывающую способность сыворотки кровн. Она 
дает представление о содержании трансферрина в организме. Оче-
видно, ОЖСС складывается из насыщенной железом части транс-
феррина (содержание сывороточного железа) и ненасыщенной — 
НЖСС. Отношение связанного в траисферрине железа к общему 
представляет собой коэффициент насыщения трансферрина. Опре-
деление сывороточного железа, ОЖСС, НЖСС и коэффициента на-
сыщения трансферрина помогает оцепить функциональное состояние 
больного. 

Все указанные показатели могут быть найдены при параллель-
ном исследовании содержания сывороточного железа и трансферрина 
по приводимой методике. 

Реактивы. 1. Исходный раствор соли Мора с содержанием 
100 мкг железа в 1 мл готовят следующим образом. 0,7032 г соли 
Мора растворяют в 1 л бидистнллированной воды, подкисленной 1 мл 
фиксаиальпой серной кислоты. 1 мл основного раствора заключает 
100 мкг железа. 

2. Раствор соли Мора с содержанием 5 мкг железа в 1 мл. 
В колбу на 100 мл вносят 5 мл исходного раствора соли Мора и 
объем доводят 0,005 и раствором HCl до метки (или приливают 
95 мл 0,005 н раствора HCl). 

'к. 

к. 
•35,8 = а мкмоль/л, 
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3. 0,005 U IICJ. К 5 мл 0,1 и раствора MCl добавляют 95 мл 
бидистнллировапнон воды. 

4. Порошок MgCO3 (вносят по 100 мг в пробу). 
Ход определения, В пробирку помещают 1 мл сыворотки кровн 

и 2 мл рабочего раствора соли Мора. Содержимое ее тщательно 
перемешивают и через 3 мин добавляют 100 мг MgCO3 (для ад-
сорбции несвязавшегося железа). Полученную взвесь в течение 1 ч 
встряхивают в шуттель-аппарате. Пробу центрифугируют 5 мин прн 
3000 об/мин. Центрифугат сливают в чистую пробирку и в 2 мл 
его исследуют железо по унифицированной методике. 

П р и м е ч а и и е. Фирма «Лахема» (ЧССР) поставляет в нашу страну 
наборы реактивов для определения как сывороточного железа, так и обшей 
связывающей способности сыворотки крови. После насыщения сыворотки но-
нами железа и удаления их избытка (что достигается применением находя-
щихся в наборе реактивов) общее содержание железа в сыворотке крови 
устанавливают с помощью набора. 

Следует, однако, пользуясь коэффициентом пересчета 0,179, переводить 
получаемые согласно инструкции значения (мкг/100 мл) в показатели требуе-
мой размерности (мкмоль/л). 

По данным ряда авторов, содержание сывороточного железа в 
норме составляет 1-1,3—21,5 мкмоль/л (80—120 мкг/100 мл), сво-
бодного трансферрина (НЖСС) — 26,9—41,2 мкмоль/л (150— 
—230 мкг/100 мл), общего трансферрина ( О Ж С С ) — 5 4 — 
72 мкмоль/л (300—400 мкг/100 мл). 

Клинико-диагностическое значение определения 
железа и железосвязывающей способности сыворотки крови 

Содержание железа сыворотки значительно снижается при же-
лезодефицитной анемии, независимо от причины, ее вызывающей. 
ОЖСС либо нормальна, либо несколько выше нормы (за счет ком-
пенсаторно повышенного синтеза трансферрина и некоторого удли-
нения продолжительности жпзни этого белка). НЖСС сыворотки 
резко увеличена. Процент насыщения железом трансферрина умень-
шается. 

Снижение содержания железа сыворотки наблюдается также 
,при анемиях, связанных с воспалением, гнойной септической инфек-
цией и интоксикацией, с остеомиелитом, ревматизмом, ревматоидным 
полиартритом. Однако в перечисленных случаях уровень сывороточ-
ного железа падает менее значительно, составляя 40—60 % от нор-
мы. ОЖСС нормальна, в тяжелых случаях несколько снижена. 
НЖСС, как правило, увеличивается. В связи с указанными изме-
нениями общей и ненасыщенной железосвязывающей способности 
сыворотки процент насыщения железом трансферрина часто снижен. 

Прн анемии Аддисона — Бирмера, большинстве гемолитических 
анемий содержание железа сыворотки нормально или несколько 
выше нормы. Исключение составляет гемолитическая анемия Map-
киафава —Мнкели, при которой уровень железа сыворотки понижен. 
При данном заболевании из-за усиленного внутрисосудистого гемо-
лиза имеется постоянное выведение железа с мочой. 

Содержание железа в плазме (сыворотке) крови уменьшено при 
ахнлнческой анемии, уремии, карцииоматозе, гнойном и септическом 
заболевании, а также инфаркте миокарда. 
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Высокое содержание железа сыворотки имеет место либо прн 
недостаточном использовании железа, либо при его повышенном 
поступлении в организм. Последнее отмечается при первичном гсмо-
хроматозе, когда из-за наследственного нарушения механизма, огра-
ничивающего всасывание железа в желудочно-кишечном тракте, в 
организм поступает огромное количество железа. Поэтому при гемо-
хроматозе содержание железа в сыворотке оказывается резко уве-
личенным. ОЖСС несколько снижена. НЖСС часто почти не выяв-
ляется. Процент насыщения велик — обычно составляет 8 5 % . 

Недостаточное использование железа для образования феррнтн-
на наблюдается при заболеваниях печени (хронических гепатитах, 
циррозах), при которых, как правило, повышено содержание сыво-
роточного железа. 

Высокое содержание железа в сыворотке отмечается при так на-
зываемых ендероахреетических анемиях: в этих случаях поступаю-
щее в костный мозг железо не используется в должной мере для 
эритпопоэза. 

Недостаточное расходование железа чаще всего связано с фер-
ментативными нарушениями синтеза гема (наследственная сидеро-
ахрестическая анемия, рефрактерная сидеробластиая приобретенная 
анемия, вызванная свинцовой интоксикацией). 

Высокий уровень сывороточного железа бывает также при та-
лассемиях, повышение его — при всех формах желтух. Концентра-
цию сывороточного железа следует проверять во всех случаях гппо-
хромных анемий для дифференциации железодефицитных анемий от 
сидероахрестических, которые протекают так же, как и железоде-
фнцнтные — с гипохромией. 

Содержание железа является также важным показателем для 
суждения о динамике лечения больных железодефицитной анемией. 

МЕДЬ И ЦЕРУЛОПЛАЗМИН 

Микроэлемент медь встречается как в эритроцитах, так и в 
плазме крови. В последней около 90 % меди входит в состав церуло-
плазмина (Си-альфа2-глобулипового комплекса), незначительная же 
часть меди находится в свободном состоянии. Медь играет важную 
биологическую роль, так как она является составной частью ряда 
ферментов, участвуя в обмене витаминов, гормонов, белков (в том 
числе и гемоглобина), углеводов, а также в некоторых иммунных про-
цессах. 

Определение меди в сыворотке крови методом Шмидта 
в модификации А. Г. Рахманкулова и И. А. Коптевой 

Принцип. Содержание меди в сыворотке крови устанавливают 
по интенсивности желтой окраски, развивающейся прн взаимодейст-
вии меди с комплексообразователем — днэтнлдитнокарбаматом 
натрия. 

Реактивы. 1. Раствор трихлоруксусной кислоты — 20 г/100 мл. 
2. Раствор пирофосфата натрия (Na4P2O7) — 4 г/100 мл. 
3. Концентрированный раствор NH4OH — 2 5 г/100 мл. 
4. Раствор днэтилдитиокарбамата натрия — 1 г/WO мл. 
1 г днэтилдитиокарбамата вносят в мерную колбу емкостью 

100 мл, в которую затем добавляют дистиллированную воду до мет-
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ки (комилексообразоватсль растворяется плохо). Раствор фильтру-
ют, переливают в темную бутыль и хранят в холодильнике не более 
месяца. 

Ход определения. К 2 мл сыворотки доливают 5 мл дважды ди-
стиллированной воды, 3 мл раствора трихлоруксусиой кислоты, все 
перемешивают и через IO мин центрифугируют в течение 30 мии 
при 4000—5000 об/мин до получения прозрачного центрнфугата. От-
сасывают 5 мл иадосадочной жидкости и добавляют к пей 1 мл 
раствора пирофоефата натрия, 0,5 мл концентрированного раствора 
аммиака, I мл раствора диэтилдитнокарбамата и содержимое колбы 
встряхивают в течение 15—20 с. Окрашенный в желтый цвет раст-
вор колорнметрируют иа ФЭКе с синим светофильтром в кювете с 
толщиной слоя 20 мм. Параллельно ставят одну на всю серию опыт-
ных проб контрольную пробу, в которой вместо 2 мл сыворотки ис-
пользуют 2 мл воды. 

Расчет производят по формуле или по калибровочной кривой. 
Для получения данных к построению графика 0,3928 г кристалличе-
ской сернокислой меди (CIISO 4 - S I ISO) растворяют в 1 л бидистил-
лироваиной воды. 1 мл такого раствора содержит 100 мкг меди. Из 
этого основного готовят рабочий раствор (разбавлением водой 
1 : 100) для расчета данных по формуле или серию разведений (в 
125—50 раз) для построения калибровочной кривой. Содержание 
меди в полученных растворах колеблется в пределах от 0,8 до 
2,0 мкг/мл (12,6—31,5 мкмоль/л). 

Норма у женщин — 13,4—24,4 мкмоль/л (85—155 мкг/100 мл), 
у мужчин — 11,0—22,0 мкмоль/л (70—140 мкг/100 мл), у новорож-
денных— 3,1—9,4 мкмоль/л (20—60 мкг/100 мл). 

К исходу первого месяца жизни показатели содержания сыво-
роточной меди не отличаются от таковых у взрослых. 

П р и м е ч а н и е. Фирма «Лахема» (ЧССР) поставляет и пашу страну 
наборы реактивов для определения меди в сыворотке кропи фотометрическим 
способом, основанным на реакции образования оранжевого комплекса при 
взаимодействии меди с одним нз производных фенантролима. 

Определение активности церулоплазмина 
в сыворотке крови модифицированным 
методом Ревина (С. В. Бестужева, В. Г. Копб) 

Принцип метода базируется па окислении р-феннлендпамнпа 
прн участии церулоплазмина. Ферментативную реакцию останавли-
вают добавлением фтористого натрия. По оптической плотности об-
разующихся продуктов судят о концентрации церулоплазмина. 

Реактивы. 1. Водный раствор солянокислого р-фенилендиамина. 
Готовят из препарата, имеющегося в продаже. Храпят в холодильни-
ке в склянке из темного стекла—0,5 г/100 мл. 

2. 0,4 моль/л ацетатного буфера, рН 5,5. Получают из двух ис-
ходных растворов («а» и «б » ) : 

а) 54,44 г ацетата натрия растворяют в 1 л дистиллированной 
воды; 

б) 22,6 мл ледяной уксусной кислоты доводят дистиллированной 
водой до 1 л. 

Описанные растворы смешивают в отношении 9 :1 . Буфер реко-
мендуется готовить в большом количестве, например, в объеме 1 л, 
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добавлением к 900 мл раствора «а» 100 мл раствора «б». Буферный 
раствор держат в холодильнике. 

3. Раствор фтористого натрия — 3 г/100 мл. Препарат, имею-
щийся в продаже, растворяют в дистиллированной воде, осадок от-
фильтровывают. Нужен в небольшом количестве. 

Ход определения. В обычные химические пробирки вносят по 
0,1 мл сыворотки (без следов гемолиза). В одну из пробирок, слу-
жащую контрольной (она может содержать любую другую сыворот-
ку), добавляют 2 мл раствора фтористого натрия (с целью инакти-
вации ферментативной активности церулоплазмпна). Затем во все 
пробирки помещают по 8 мл ацетатного буфера и по 1 мл раствора 
р-фснилендиамииа (используемого в качестве субстрата). Пробирки 
встряхивают и ставят па 1 ч в водяную баню с температурой 
+ 37 0C. После инкубации во все пробирки, за исключением конт-
рольной, доливают по 2 мл раствора фтористого натрия. Содержи-
мое пробирок перемешивают и переносят в холодильник, где выдер-
живают в течение 30 мин при + 4 ° С . Пробы колорнметрнруют на 
ФЭКе с зеленым светофильтром (530 им) в кюветах с шириной слоя 
10 мм. Результаты сравнивают с данными контрольной пробы (блед-
ио-розовая окраска). 

Умножая значения оптической плотности иа коэффициент пере-
счета 875, получают величину концентрации церулоплазмпна в 
мг/л. 

Норма — 300—380 мг/л. 
П р и м е ч а л и с. Сыворотку можно хранить в холодильнике п течение 

нескольких дней без изменения активности церулоплазмпна. 

Клинико-диагностическое значение определения меди 
и церулоплазмина в сыворотке Jcpoeu 

Резкое нарушение обмена меди наблюдается при анемиях, когда 
значительно повышается ее содержание в крови при уменьшении ко-
личества депонированной меди в печеночной ткани. Во время лече-
ния гипохромпой анемии у детей, а также анемии от кровопотерь 
и хронической анемии у женщин медь в сочетании с кобальтом яв-
ляется ценным лечебным препаратом. В ряде случаев возникновение 
и развитие анемии связано с недостатком медн в продуктах пита-
ния. При этом обычно отмечаются весьма заметное обеднение 
медью печени и увеличение концентрации меди в кровн. 

Педиатрам хорошо известна физиологическая анемия детей на 
нервом году их жизни, зависящая от одностороннего молочного 
вскармливания. В этом периоде у детей снижается уровень гемо-
глобина, падает количество эритроцитов, уменьшается цветной пока-
затель. Позднее, когда ребенок начинает получать более разнообраз-
ную пищу с достаточным содержанием железа и меди, явления 
гипохромпой анемии обычно проходят. Алиментарная анемия, вы-
званная недостатком меди и железа в диете, может встречаться у 
детей и в более позднем возрасте. 

Показано, что при функциональных маточных кровотечениях 
последние прекращаются, как правило, с момента насыщения орга-
низма медью. 

Гиперкупремия и гиперцерулоплазминемия бывают у лиц, стра-
дающих периициозиой анемией, в остром периоде инфекций, проте-
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кающих с лихорадкой и распадом клеточных элементов, прн заболе-
ваниях печени: гепатитах, циррозах и механических (по не парен-
химатозных) желтухах, экссудатах, у больных с лейкозами, ревма-
тизмом, инфекционным неспецнфическим полиартритом, пневмонией, 
острой дизентерией, злокачественными опухолями, туберкулезом, а 
также у беременных женщин. Отмечено 2—3-кратное повышение в 
крови церулоплазмина у больных сифилисом нервной системы. Из-
менение метаболизма меди выявлено и при других заболеваниях 
центральной нервной системы. Наиболее яркой иллюстрацией при-
частности меди к патологии нервной системы может служить болезнь 
Вильсона — гепатолентикуляриая дегенерация. Заметно возрастает 
содержание меди в печени, головном мозге, а также ее выведение 
с мочой. Одновременно в плазме крови уменьшается общее содер-
жание меди, и особенно церулоплазмина. Многие авторы болезнь 
Вильсона объясняют нарушением обмена меди, а падение уровня 
церулоплазмина в крови связывают с врожденной недостаточностью 
синтеза этого металлопротеида в печени. Всасывание меди при этом 
заболевании увеличено, и медь в .ионной форме наводняет ткани. 
Избыток ионов меди становится этиопатогенетическим фактором за-
болевания. 

При шизофрении также обнаружено нарушение обмена меди, 
связанное с накоплением ее в некоторых тканях. 

Гипоцерулоплазминсмия имеет место не только прн болезни 
Вильсона, но и при нефротическом синдроме, а также у новорож-
ден пых. 

Г л а в а Xll 

ИССЛЕДОВАНИЕ 
ГОРМОНАЛЬНО-МЕДИАТОРНОГО ОБМЕНА 

Изучение метаболизма гормонов и медиаторов имеет большое 
значение для диагностики эндокринных расстройств, а также оцен-
ки функционального состояния организма прн многих других фор-
мах патологии, связанных с поражением центральной, вегетативной 
нервной системы, сердца, печени, почек и других паренхиматозных 
органов. 

Любое нарушение в системе гипоталамус — гипофиз — кора над-
почечников неизбежно сказывается в изменении продукции гормо-
нов падпочечииковой железой. 

ГОРМОНЫ НАДПОЧЕЧНИКОВ 

Надпочечники представляют собой парные эндокринные желе-
зы, расположенные у верхних полюсов почек. Их вес у человека со-
ставляет 6—12 г. Каждая надпочечная железа имеет два слоя — 
внутренний, мозговой, возникающий из симпатического ганглия и в 
онтогенетическом отношении представляющий часть симпатической 
нервной системы, и наружный, корковый, образующийся из мезодер-
мальной ткани, из которой развивается также закладка гонад. Этим 
и объясняется химическое сродство гормонов коры надпочечников 
с половыми гормонами. Таким образом, надпочечник — это соедине-
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ние двух самостоятельных эндокринных желез, гормоны которых по 
химическому строению и действию резко отличаются друг от друга. 

На корковый слой надпочечников приходится более половины 
(2Iz) веса железы. Вырабатываемые ею гормоны обеспечивают нор-
мальный ход процессов углеводного, жирового, белкового обменов, 
равновесие электролитов в организме и половую функцию. Они так-
же участвуют в регуляции деятельности почек, кровяного давления, 
функции центральной нервной системы, реакции организма на 
«стресс» (вызванной, например, травмой, инфекцией, колебаниями 
температуры), в формировании воспалительной реакции тканей. 

Ilo своей химической природе гормоны коры надпочечников 
являются стероидами. В их основе лежит углеводород циклопентаи-
пергидрофенаитрен, состоящий из трех шестичленных и одного'пя-
тнчленного колец. Это и обусловливает схожесть химического строе-
ния с половыми гормонами, холестерином, провитаминами D, 
желчными кислотами, также являющимися производными циклопен-
танпергндрофенантрена. Общее название гормонов коры надпочечни-
к о в — кортикоиды (или кортикондные гормоны, кортнкостероиды). 
В настоящее время число выделенных из надпочечников стероидов 
достигло свыше 40. Однако в большинстве своем этн стероиды — 
биологически неактивные, н лишь 8 соединений обладают способ-
ностью в той или иной степени воспроизводить действие экстракта 
коры надпочечников. Так, наружный слой (клубочковый) продуци-
рует мннералокортикоиды, средний (пучковый) — глюкокортикоиды, 
внутренний (сетчатый) слой — половые гормоны (преимущественно 
мужские). 

Вещества, вырабатываемые внутренней зоной коры надпочечни-
ков, в частности прогестерон, являются промежуточными продукта-
ми обмена кортикостероидов. Продуцируемые корой надпочечников 
стероидные гормоны можно разделить на 3 большие группы: 1) так 
называемые собственные гормоны, 2) 17-кетостероиды андрогенного 
действия, 3) женские половые гормоны. 

Собственно гормоны коры надцочечников немногочисленны. Они 
представлены двумя группами: 1) глюкокортикоидамн; 2) минерало-
кортикоидами. Все они — производные пре.гнана и аллопрегнана. 

В первую группу входят кортикостерон, дегидрокортикостерон, 
гидрокортизон и кортизон. Все натуральные адренокортикостероид-
иые гормоны, за исключением альдостерона, имеют ту же самую 
основную структуру, что и кортакостерон. Онн отличаются лишь на-
личием или отсутствием кислорода либо ОН-группы у C-Il и С-17. 

Эти гормоны влияют не только на углеводный, но и на белко-
вый и водно-минеральный обмены. 

Вторую группу составляют мннералокортикоиды альдостерон и 
дезоксикортикостерон (ДОК), оказывающие выраженное воздействие 
на водно-солевой обмен. Причем альдостерон (электрокортин, регу-
лирующий электролитный обмен) в 30—100 раз активнее ДОКа в 
отношении минерального обмена, на углеводный же обмен он влияет 
лишь в 3 раза слабее, чем кортизон. Таким образом, альдостерону 
принадлежит ведущая роль в регуляции натриевого обмена. 

По данным ряда авторов, до 80 % общего количества кортико-
стероидов, выделяемых надпочечниками, приходится на долю двух 
стероидов — кортикостерона и 17-оксикортикостерона; около 
1 — 2 % — н а долю постоянно присутствующего в падпочечниковой 
крови альдостерона, 
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МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ 17-КЕТОСТЕРОИДОВ Б МОЧЕ 

Наиболее доступным в лабораториях тестом для суждения о 
функции коры надпочечников является исследование нейтральных 17-
кетостероидов (17-КС) в моче. К этой группе кортикоидов относят-
ся производные андростана. Их объединяет общий признак — нали-
чие кетониой группировки у углеродного атома в 17 положении. 

Vs общего количества 17-КС у мужчин происходит из тестосте-
рона (образующегося в ннтерстнцнальиых клетках семенников), 
2/з синтезируется в сетчатой зоне коры надпочечников. У женщин 
они в основном секретируются корой надпочечников. Поэтому у 
мужчин отмечается большая продукция 17-КС, чем у женщин. Сле-
довательно, изучение экскреции с мочой только общих нейтральных 
17-КС не позволяет судить о г л vo ко корт и ко и д ной функции коры над-
почечников. Вместе с тем определение общих 17-кетостероидов в 
моче не может полностью характеризовать интенсивность андроген-
ной функции половых желез. И все же для суммарной оценки дея-
тельности коры надпочечников, особенно при динамическом наблю-
дении за ее функцией в процессе лечения стероидными гормонами, 
эта проба в сочетании с тестом определения экскреции 17-оксикорти-
костерондов может быть использована в клинике. Более точные све-
дения получают, блокируя функцию коры надпочечников дексамета-
зоном и стимулируя ее АКТГ. 

Методы исследования 17-КС включают следующие этапы: 
1) сбор и хранение материала, 2) гидролиз связанных 17-КС, 
3) экстракцию освобожденных 17-КС, 4) очистку экстракта, 5) вы-
паривание растворителя, б) количественное определение. 

Существующие способы исследования 17-кетостероидов разли-
чаются в основном па последнем своем этапе. В зависимости от 
этого их можно разделить на: 1) биологические и 2) химические 
(колориметрические). 

Для определения фракционного состава 17-КС могут быть ис-
пользованы другие методы, базирующиеся на: 1) осаждении 
З-р-фракции днгитонином, 2) полярографии, 3) распределительной 
колончатой хроматографии, 4) бумажной хроматографии, 5) тонко-
слойной хроматографии, 6) газожидкостной хроматографии. 

Материалом для исследования служит суточная моча, поскольку 
выделение 17-кетостероидов в физиологических условиях подверже-
но значительным колебаниям. Суточный (циркадиый) ритм состоит 
в наиболее высоком их выделении утром, более низком — вечером и 
минимальном — ночью. Для определения гормонов мочу собирают 
без консерванта и хранят в холодном месте (в холодильнике при 
О—12° С). Хорошими консервантами для предохранения ее от раз-
вития микрофлоры являются добавляемые из расчета на 100 мл 
мочи 10 мг тиомерсала, 1 мл водного раствора мертиолата 
(10 г/100 мл), 1 мл хлороформа, 10 мл толуола. 

В лабораториях лечебно-профилактических учреждений наибо-
лее часто применяемым консервантом служит хлороформ. 

Считают, что в таких условиях моча может сохраняться в тече-
ние нескольких недель. 

В практической работе клинико-диагностических лаборатории 
наиболее пригодным способом для высвобождения связанных форм 
17-КС является метод горячего кислотного гидролиза с использо-
ванием концентрированной соляной и ледяной уксусной кислот. 
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Свободные и освобожденные при помощи гидролиза 17-кетостс-
роиды экстрагируются из исследуемого материала при помощи орга-
нических растворителей: этнлацетата, этиленхлорида, бензола, тет-
рагидрофурана, тетрахлорметаиа, дихлорэтана, диэтилового эфира, 
метиле Hxirop ид а. Из всех перечисленных органических раствбритс-
лей, применяемых для экстракции 17-КС, Особого внимания заслу-
живает этиловый эфир: он дешев, с трудом образует эмульсии, не 
требует для выпаривания интенсивного нагревания, хорошо экстра-
гирует 17-кстостеронды, наименее токсичен. Экстракцию можно про-
водить в делительных воронках, в эрлеимейеровских колбах с при-
тертыми пробками (что проще и доступнее), а также в специальных 
экстракторах (последние не имеют особых преимуществ). 

Кроме «истинных» 17-кетостероидов в моче содержится боль-
шое количество неспецифичсских хромогенов, которые экстрагируют-
ся органическими растворителями вместе со стероидами. 

Для их удаления экстракт обрабатывают чаще всего раствором 
NaOII (10 мл 2—3 и NaOH) либо добавлением к экстракту кусоч-
ков щелочи в количестве 2—5 г с последующим фильтрованием 
жидкой фазы. Удобнее пользоваться не сухим NaOH, а его раство-
ром, так как при этом исключается этап фильтрования. 

Щелочную фазу устраняют промыванием экстракта дистиллиро-
ванной водой. 

Наилучшим способом освобождения от неспсцнфичеекого мате-
риала при определении 17-КС в моче является доливание в нее пе-
ред гидролизом формалина и очистка экстракта раствором NaOH. 

Очищенные экстракты 17-КС выпаривают. В сухом остатке осу-
ществляют количественное определение 17-КС. 

Наиболее распространенный химический способ количественной 
оценки содержания 17-КС —это колориметрические методы. 

Колориметрическое исследование нейтральных 17-КС основано 
па взаимодействии последних с метадинитробеизолом в щелочной 
среде (реакция Циммермана), что приводит к образованию комп-
лексов фиолетовой или красно-фиолетовой окраски с максимумом 
поглощения света при длине волны 520 нм. 

Существует множество модификаций реакции Циммермана. 
Можно выделить т.ри се варианта: 

1) Метод Каллоу с соавт. (1938), в котором используют раст-
воры. приготовленные на абсолютном спирте. 

2) Метод Голтофа и Коха (1940) с применением водно-алкоголь-
ных растворителей и разведением реакционной CMriCH спиртом. 

3) Метод Циммермана (1952) с использованием водно-алкоголь-
ных растворителей и проведением экстракции цветного комплекса в 
органический растворитель (хлороформ или эфир) с последующим 
фильтрованием раствора через бумажный фильтр для освобождения 
от эмульсии. 

Реакция с метадинитробеизолом зависит от щелочности среды, 
концентрации метадипитробензола, температуры и времени проте-
кания реакции. Наилучшие условия для нее создаются при интуба-
ции смеси этанольного экстракта, метадинитробеизола и спиртового 
раствора KOH в темноте в водяной бане с температурой +25° С 
или при комнатной температуре в течение 1 ч. 

Основным недостатком реакции Циммермана с экстракцией 
комплекса органическим растворителем является образование в 
экстракте стойких эмульсий, для избавления от которых требует-

293 



ся фильтрование раствора через бумажный фильтр или центрифу-
гирование. М. А. Крехова модифицировала эту реакцию, подобрав 
оптимальные количества реактивов, спирта и хлороформа; она за-
менила процедуру фильтрования хлороформного экстракта через 
бумажный фильтр смешиванием его с небольшим количеством спир-
та, что, правда, не позволяет освобождаться от эмульсии, но повы-
шает стабильность окраски. Специфические хромогены, окрашенные 
в лиловый цвет, переходят в хлороформный (нижний) слой, а не-
специфическая окраска (желто-коричневая, коричневая) остается в 
верхнем, водно-спиртовом слое, который затем удаляют. 

Таким образом, наиболее специфичной и доступной для испол-
нения является реакция Циммермана в модификации М. A. Kpexo-
вой. Ее используют в унифицированном варианте метода исследо-
вания 17-КС в моче (Н. В. Сэмосудова, Ж. Ж. Басс, 1967). 

Определение 17-кетостероидов 
в моче по реакции с метадинитробензолом 

Принцип метода базируется иа количественном измерении специ-
фически окрашенных в фиолетовый цвет экстрагированных хромо-
генов, образующихся в результате реакции 17-кетостероидов с ме-
тадинитробензолом в щелочной среде. 

Реактивы. 1. Этиловый эфир, свободный от перекисей (можно 
использовать эфир для паркоза). 

Ставят пробу на наличие перекисей. 200 мл эфира выпаривают 
на водяной бане, остаток растворяют в 2 мл абсолютного этанола. 
К 0,2 мл полученного раствора добавляют 0,2 мл спиртового раст-
вора метадинитробеизола (реактив 7) и 3 и спиртового раствора 
едкого кали. При отсутствии перекисей не должно появляться бо-
лее интенсивной окраски, чем прн добавлении 0,005 г (5 мг) кристал-
лического 17-кетостероида. Обнаруженные перекиси удаляют пере-
мешиванием эфира с серным железом (10 г/100 мл) в 1 и раство-
ре соляной кислоты с последующим промыванием органической фа-
зы водой. Эфир хранят в доверху наполненных флаконах из тем-
ного стекла. 

2. Абсолютный этанол, очищенный от альдегидов и кстонов, све-
жесделанный. 

Абсолютный этанол готовят в колбе с обратным холодильником 
из 90—96° этанола кипячением его в течение 12 ч с негашеной 
известью (CaO) или окисью бария (BaO), добавляемых из расчета 
10 г на каждые 100 мл жидкости. Полученный путем последующей 
отгонки (с применением прямого холодильника) абсолютный этанол 
должен иметь температуру кипения +78,3° С. 

Описание способа абсолютирования этанола с использованием 
безводного сульфата меди дано в рубрике «Реактивы» к методу 
определения общего холестерина в сыворотке крови, основанному 
на реакции Либермаиа — Бурхарда (метод Илька). 

Абсолютный этанол хранят в сосуде с притертой пробкой в 
эксикаторе над поглотителем. 

Для проверки этанола на наличие в нем альдегидов к 5 мл эти-
лового спирта доливают 0,2 мл раствора маргаицевокислого калия 
(1 •. 5000). После перемешивания содержимое склянки, имеющее ро-
зовую окраску, оставляют стоять 20 мин. Исчезновение розовой 
окраски указывает на присутствие альдегидов. 
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Освобождаются от альдегидов двумя способами: а) к 1 л абсо-
лютного этанола добавляют 2 г солянокислого 2,4-динитрофенилгид-
разина и 0,5 мл концентрированной соляной кислоты, колбу закры-
вают пробкой, оставляют стоять 48 ч в темноте при периодическом 
ее встряхивании, после чего этанол отгоняют; 

б) отдельно растворяют 7 г азотнокислого серебра и 15 г едко-
го кали в 100 мл горячего этанола. Полученный раствор прибавляют 
к 4 л абсолютного этанола, встряхивают и оставляют в защищенном 
от света месте. Отгоняют, первые 70 мл и последние 200 мл дистил-
лата отбрасывают. 

3. Концентрированная соляная кислота, р 1,19 кг/л. 
4. Ледяная уксусная кислота. 
5. Раствор едкого натра— 10 г/100 мл. 
6. 5 н раствор едкого кали в метаноле (применяемый в качест-

ве растворителя метиловый спирт делает реактив более устойчивым 
при хранении). 28 г едкого кали доводят до 100 мл метиловым спир-
том, после чего раствор немедленно фильтруют (щелочь нельзя 
оставлять иеотфильтрованной, потому что при этом в спиртовом раст-
воре щелочи образуются желтоокрашенные продукты, в результате 
чего получаются очень высокие значения контрольной пробы). После 
фильтрования щелочь титруют 0,1 и соляной кислотой с индикатором 
метилоранжем. Реактив хранят в темной запарафннированной склян-
ке в холодильнике. Он годен на протяжении 1—1,5 мес. 

7. Спиртовой раствор перекристаллизованного метадинитробен-
з о л а — 2 г/100 мл. 

Для перекристаллизации метадинитробензола 10 г этого препа-
рата растворяют в 375 мл 96° этанола и нагревают до +40" С. 
К раствору доливают около 50 мл 2 и едкого натра и смесь остав-
ляют на 5 мни. Затем ее охлаждают и прибавляют к ней при поме-
шивании 1,25 л дистиллированной воды. Раствор фильтруют через 
воронку Бюхнера и промывают метадинитробензол на фильтре аб-
солютным этанолом (1 раз — 60 мл и 2 раза — по 40 мл). 

Метадинитробензол считается чистым, если он имеет точку плав-
ления +90,5—910 С. 

Реактив l,3-dinitrobenzoIe(meta)reinst фирмы «Veb-Berlin-Clie-
mie-BerIin-Adershob не нуждается в перекристаллизации. 

П р и м е ч а н и е . Кристаллизацию следует осуществлять очень быстро, 
чтобы образовывались мелкие кристаллы (так как большие илохо растворя-
ются в спирте). Полученные мелкие игловидные кристаллы должны иметь 
указанную температуру плавления. 

Пробу на чистоту метадинитробензола ставят следующим обра-
зом. Спиртовой раствор метадинитробензола (400 мг реагента раст-
воряют в 20 мл абсолютного этанола) не должен давать окраски в 
течение 1 ч после прибавления к нему равного объема 3 н раство-
ра едкого кали. Используемый в качестве реактива спиртовой раст-
вор метадинитробензола держат в темной склянке с притертой 
пробкой. 

8. Метанол, дважды перегнанный. 
9. Хлороформ свежеприготовленный. Можно применять хлоро-

форм для наркоза. Очистка хлороформа — способом Н. А. Юдасза. 
В темную бутыль или коническую колбу иа 2 л помещают 1 л 

хлороформа и 50 мл концентрированной серной кислоты. Если очист-
ку проводят в колбе, ее закрывают светонепроницаемым колпаком. 
Содержимое склянки встряхивают на протяжении 5—6 ч. Серную 
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кислоту отсасывают, добавляют 50—100 мл воды, несколько раз 
взбалтывают жидкость в бутыли круговыми движениями и затем 
воду отсасывают пипеткой, присоединенной к водоструйному насо-
су. Отмытый таким способом хлороформ можно оставить иа ночь. 
На следующий день в бутыль с хлороформом вливают 50—100 мл 
концентрированного раствора аммиака, ее содержимое встряхивают 
несколько часов, аммиак отсасывают и хлороформ вновь промывают 
водой. Добавляют в бутыль 50—70 мл раствора серной кислоты 
(50 г/100 мл) и взбалтывают ее в течение 1,5—3 ч. Кислоту отсасы-
вают, хлороформ промывают водой и 60 мин перемешивают с насы-
щенным раствором углекислого натрия (все материалы для промы-
вания берут в объеме, в 10 раз меньшем, чем объем хлороформа). 
Раствор соды тщательно отсасывают и осушают хлороформ безвод-
ной содой или сернокислым натрием, вносимыми из расчета 30— 
40 г иа 1 л хлороформа, на протяжении 12—18 ч. Осушенный раст-
вор дважды перегоняют, нагревая хлороформ на водяной бане (же-
лательно использовать перегонный аппарат на шлифах). При отсут-
ствии такого аппарата все соединения делают на корковых пробках, 
тщательно обернув их станиолыо. Первые и последние 30—40 мл 
хлороформа при перегонке удаляют. 

Если после перегонки хлороформ остается мутным, это значит, 
что перед дистилляцией он был плохо осушеи. Небольшое количе-
ство безводного углекислого натрия просветляет его, и такой хло-
роформ можно использовать для экстракции. Всю обработку сле-
дует осуществлять в полной темноте, для чего стеклянную посуду 
обертывают черной светонепроницаемой бумагой. Очищенный этим 
способом хлороформ можно держать в темноте в течение месяца. 

10. Раствор формальдегида — 40 г/100 мл (формалин). Раствор 
разводят в отношении 1 : 5 дистиллированной водой. 

11. Стандартные растворы кетостероидов — кристаллические де-
гидроэпиандростерон и андростерон. 

Стандартные растворы готовят в концентрации 100 мкг/мл, для 
чего 5 мг дегидроэпиаидростерона или аидростерона растворяют в 
50 мл абсолютного этанола. Хранят в холодильнике в темной склян-
ке с притертой пробкой. Эталон устойчив в течение нескольких 
месяцев. 

Ход определения включает в себя несколько этапов. 
Первый этап — гидролиз мочи. К помещенным в коническую (иа 

70—100 мл) колбу 20 мл мочи (взятой из суточного се количества) 
прибавляют 3 мл концентрированной соляной кислоты, 1 мл ледя-
ной уксусной кислоты и 0,2 мл раствора формальдегида. Содержи-
мое колбы перемешивают, накрывают ее воронкой (или лучше кап-
леуловителем) и ставят в кипящую водяную баню на 15 мин. После 
этого колбу охлаждают под струей холодной водопроводной воды и 
содержимое ее переносят в делительную воронку. 

Второй этап — экстракция и очистка экстракта. Экстракцию 
производят эфиром (2 раза по 10 мл) в течение 1—1,5 мин. Ниж-
ний слой мочи удаляют. Эфирные экстракты объединяют, промыва-
ют тремя порциями по 10 мл раствора едкого натра (по 3 мни). 
Можно использовать и сухой едкий натр, добавляя его в количе-
стве 2—5 г. В этом случае экстракт необходимо либо профильтро-
вать, либо слить в другую колбу. Щелочную фазу, содержащую 
эстрогены и кислые вещества, убирают и экстракт промывают 1 раз 
10 мл дистиллированной воды. Воду тщательно отделяют, эфирный 

298 



экстракт порциями переносят в центрифужную пробирку и выпари-
вают на теплой (не выше +50° С) водяной бане. Сухие экстракты 
(при формальдегидном способе они должны быть бесцветными) на 
этом этапе можно оставить до следующего дня в холодильнике. 

Количественное определение основано на реакции Циммермана в 
модификации М. А. Креховой. 

К сухому остатку доливают 0,2 мл абсолютного этанола, 0,2 мл 
раствора едкого кали в метаноле и 0,2 мл спиртового раствора мета-
динитробензола. Содержимое пробирки тщательно перемешивают и 
оставляют для развития окраски на 1 ч (в темноте!) при комнатной 
температуре. По окончании инкубации добавляют 3 мл водного эта-
нола (50 г/100 мл) и 2 мл хлороформа, смесь энергично встряхива-
ют. Окрашенные в лиловый цвет продукты переходят в нижний, 
хлороформный слой, а продукты с неспецифической окраской — 
желто-коричневой или коричневой — остаются в верхнем спирт-вод-
ном слое. Через 1—2 мин верхний слой удаляют отсасыванием его 
пастеровской пипеткой с помощью водоструйного насоса или (при 
отсутствии последнего) другим способом. Делают это аккуратно, 
тщательно собирая капли водного слоя со стенок пробирки. Необхо-
димо соблюдать осторожность, чтобы не засосать в капилляр хлоро-
формный слой. 

В хлороформный слой добавляют 1 мл абсолютного этанола. 
После перемешивания интенсивность окраски раствора измеряют на 
ФЭКе с зеленым светофильтром при длине воли 500—5G0 нм в 
кювете с толщиной слоя 5 мм, котирую закрывают крышкой. Ре-
зультаты сравнивают с аналогичными данными контрольной пробы. 

Окраска стабильна в течение I ч, однако со временем интенсив-
ность ее несколько снижается. По данным М. А. Креховой, через 
1 ч она оказывается слабее уже на 10—15 %. В связи с этим иа 
одно определение следует брать не более 10—15 проб. 

Контрольную пробу готовят следующим образом. В 2 пробирки 
приливают по 0.2 мл абсолютного этанола, по 0,2 мл раствора едко-
го кали в метаноле и ио 0,2 мл спиртового раствора метадинитро-
бензола. Все перемешивают и далее обрабатывают так же, как опыт-
ные пробы. 

Расчет ведут по формуле или по калибровочному графику. Для 
получения данных к расчету по формуле параллельно опытным про-
бам через процедуру анализа пропускают 0,5 мл основного стан-
дартного раствора, содержащего 50 мкг андростерона или дегидро-
эниандростерона. 

Для получения данных к построению калибровочного графика 
через все этапы анализа проводят стандартный раствор андростерона 
(дегидроэпиапдростерона) в количестве от 0,1 до 1,0 мл основного 
раствора (10 мкг, 20 мкг, 30 мкг и т. д. до 100 мкг). Линейная за-
висимость сохраняется до концентрации стандартного раствора 
100 мкг/мл. 

Расчет по формуле: 
Е о п . -а-50 

x ^ E c t -20-1000 ' 
где х — экскреция 17-КС с мочой (мг/сут); 50 — содержание (мкг) 
андростерона или дегидроэпиапдростерона в стандартной пробе; а — 
диурез (мл/сут); 20 — количество взятой в опыт мочи (мл); 1000 — 
коэффициент пересчета, используемый для перевода мкг в мг. 
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После сокращения получаем упрощенную формулу: 

X = (Е о п . • а)/(Ест. • 400). 

Расчет по калибровочному графику: 

X= (С • а) / (20 • 1000), 

где С — найденное по калибровочному графику содержание 17-КС 
в пробе (мкг стандартного вещества андростерона или дегидро-
эпиандростерона). 

Для перевода полученных по формуле значений из мг в мкмоль 
первое из них умножают на коэффициент 3,467. 

При больших концентрациях 17-КС (свыше 100 мкг в пробе) 
дальнейший ход исследования может сводиться к тому, чтобы: 

1) провести установку фотометрического прибора по оптиче-
ской плотности контрольной пробы и измерить экстиикцию опытной 
пробы в кюветах с толщиной слоя не 5, а 1 мм, чем как бы дости-
гается разведение мочи в 5 раз; 

2) развести мочу физиологическим раствором. 
В формулу расчета следует ввести поправочный на разведение 

коэффициент. 
Экскреция 17-КС в норме составляет: у мужчин — 12,83± 

±0 ,8 мг/сут (45 мкмоль/сут) с колебаниями от 6,6* до 23,4 мг/сут 
(22,9—82,0 мкмоль/сут); у женщин—10,61 ±0,66 мг/сут 
(35 мкмоль/сут) с колебаниями от 6,4 до 18,02 мг/сут (22,2— 
62,0 мкмоль/сут). 

Приводим зависимость экскреции 17-КС от возраста (у маль-
чиков). 

Новорожденные — 0,1—0,5 мг/сут (0,35—1,73 мкмоль/сут); 
4—7 лет —0,7—2,4 мг/сут (2,43—8,30 мкмоль/сут); 7—12 лет — 
1,8—5,0 мг/сут (6,2—17,3 мкмоль/сут); 12—15 лет —5,0—10,0 мг/сут 
(17,3—35,0 мкмоль/сут). 

П р и м е ч а н и я : 1. Возможно проведение исследования и без добавле-
ния формальдегида перед гидролизом, но прн этом получаются окрашенные 
экстракты. 

2. Перед исследованием 17-КС необходимо исключить не менее чем за 
2 нел прием тестостерона. 

Мепробамат, хлордназепекенд (лнбриум. элениум), метнпрнлон (нолу-
дар). паральдегнд, феназопнридин гндрохлорид (ннрндиум), хлорпромззан. 
апрезолнн, декамфетамин. диамокс, ацетоламнд, днгнтокенн, хлоргназнд и 
некоторые другие могут обусловить ошибки прн исследовании функции коры 
надпочечников у пациентов. 

3. Мочу можно собирать без консервантов, ее держат в холодильнике. 
К суточному количеству мочи для предотвращения развития микрофлоры ре-
комендуется добавлять 1 мл хлороформа или 10 мл толуола. 

В этих случаях моча до анализа может храниться в течение нескольких 
недель. 

Клинико-диагностическое значение 
определения 17-кетостероидов в моче 

Уровень экскреции 17-КС у девочек и мальчиков до 6-лстнего 
возраста не превышает 3—4 мг (10,4—13,9 мкмоль) в сутки. К 12 го-
дам она достигает приблизительно 5—10 мг (17,3 -35,0 мкмоль), 
причем У мальчиков оказывается несколько выше, чем у дево-
чек. Максимальной величины экскреция у мужчин и женщин наблю-
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дается в 25 лет, после чего начинается медленное ее снижение. 
В 80-летнем возрасте она становится равной экскреции детей в 
12 лет. 

Выделение 17-КС несколько выше в часы бодрствования, чем в 
часы сна. Всякого рода состояния напряжения (стресс) характеризу-
ются возрастанием экскреции 17-КС, однако оно значительно менее 
выражено, чем наблюдаемое в этих случаях повышение выделения 
кортикостероидов. 

Следовательно, при определении содержания 17-КС в моче по-
лученные результаты необходимо всегда сравнивать с соответствую-
щей возрастной нормой. При этом следует учитывать недавно пере-
несенные травмы, ослабление общего состояния организма и другие 
факторы, могущие повлиять на содержание 17-КС. 

При болезни Аддисона экскреция 17-КС очень низка и составля-
ет не более '/з—Vs нормальной величины. 

Уровень 17-КС понижен при гипотиреозе, тяжелых формах 
болезни печени (циррозе), синдроме остаточных гонад, анорхизме. 

Содержание 17-КС практически равно нулю при пангипопнтуи-
таризме (болезнь Симмопдса), гнпофизариом карликовом росте и, 
как уже отмечалось, очень часто при аддисоновой болезни. 

Опухоль надпочечников, которая может проявиться как синдром 
Иценко — Кушинга или как вирильный (адреногеннтальиый) синдром, 
характеризуется, как правило, повышенным содержанием в моче 
17-КС, особенно если опухоли свойственно вирилизующее действие. 
В этих случаях величины экскреции около 100 мг/сут 
(350 мкмоль/сут) являются обычными. При раке коры надпочечни-
ков уровень общих 17-КС чаще всего возрастает в 2—10 раз, до-
стигая иногда 300 мг/сут (1040 мкмоль/сут). Метастазирующая ра-
ковая опухоль надпочечинков может обусловить экскрецию, равную 
1000 мг (3500 мкмоль) 17-КС в сутки. Если же раковая опухоль 
надпочечников обнаруживает себя синдромом Иценко — Кушинга, по-
вышение экскреции 17-КС выражено значительно слабее, чем при 
вирнльном синдроме. 

Гиперплазия надпочечников, под которой подразумевают увели-
чение желез без неопластических образований, также может прояв-
ляться или вирнльным синдромом и повышенной экскрецией 17-КС 
(30—100 мг/сут, 104—350 мкмоль/сут) или синдромом Иценко — 
Кушинга. В последнем случае экскреция 17-КС, как правило, нахо-
дится в пределах нормы или слегка увеличена. Для этого вида па-
тологии характерно повышение экскреции кортикостероидов. Разли-
чают, кроме того, врожденную гиперплазию, встречающуюся у боль-
ных обоих полов, чаще у девочек. Нарушения возникают в период 
эмбриональной жизни. Характеризуются они повышенным выделе-
нием 17-КС и нарушением путей синтеза кортикостероидов. 

Синдром Иценко — Кушинга без анатомических изменений в над-
почечнике, как правило, сопровождается нормальными величинами 
экскреции 17-КС. 

ОПРЕДЕЛЕНИЕ КОРТИКОСТЕРОИДОВ В МОЧЕ 

Кортикостероиды выделяются с мочой в свободном виде лишь в 
небольшом количестве, составляющем примерно 3,7 % всего объема 
экскреции стероидных гормонов и их производных. Большая часть 
гормонов экскретируется в виде метаболитов, представленных глав-
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iibiM образом конъюгатами кортнкостероидов с глюкуроновон, 
ссрной, фосфорной кислотами и липидами. 

Методы исследования содержания кортнкостероидов можно раз-
делить па две большие группы: биологические и физико-химические. 
Они основываются либо на 1) определении отдельной группировки 
в структуре кортнкостероидов и их метаболитов, либо на 2) уста-
новлении каждого из кортнкостероидов или нх метаболитов. 

Клинико-диагностической лаборатории под силу выполнение 
лишь части методов первой группы. Для определения кортнкостерои-
дов в моче используют, как правило, физико-химические способы 
исследования, в частности фотометрические. 

Наиболее распространенными и ценными из колориметрических 
методов являются те, которые базируются на реакции 17,21-диок-
си-20-кетоетсроидов с фенилгндразином, приводящей к образованию 
окрашенных соединений — гидразонов-хромогенов Porter — Silbcr. 
Группа этих стероидов составляет основную часть метаболитов 
(80—90 %) , экскретируемых с мочой. Она включает в себя главным 
образом гидрокортизон (кортнзол), кортизон, 17-окси-11-дезоксикор-
тикостерон, а также тетрагидропроизводные кортнкостероидов — 
тетрагидрокортнзол и тетрагидрокортизон. Эти соединения находят-
ся в моче как в свободной, так и в связанной форме. Их определе-
ние позволяет судить о количестве глюкокортикоидов, вырабатывае-
мых корой надпочечников за сутки, и о степени их связывания в 
печени. 

Существует множество модификаций методов определения 
17-оксикортпкостероидов (17-ОКС) в моче. Все они включают сле-
дующие этапы: 1) сбор и хранение материала, 2) экстракцию стерои-
дов из мочи, 3) очистку экстрактов, 4) количественное определение. 

Для оценки глюкокортпкоидной функции коры надпочечников не-
обходимо проводить исследование в порции мочи, взятой из суточ-
ного ее количества. Колебания экскреции 17-ОКС в течение дня очень 
велики. Показано, что наивысшая концентрация 17-ОКС в моче об-
наруживается в 8, 11 и 14 ч, а наименьшая — в 2 и 5 ч (суточный 
ритм выделения 17-ОКС). 

При исследовании концентрации 17-ОКС рекомендуется исклю-
чить из применения следующие лекарства: феиотиазин, дигиталис, 
барбитураты, мепробамат, транквилизаторы гидразииовой структуры, 
амфетамин, олсаидомицин, ингибиторы моноамшкжсидазы, посколь-
ку они мешают цветной реакции с фенилгндразином. 

Для консервации мочи в нее добавляют бактериостатичеекие 
агенты (предпочтительнее хлороформ) в количествах, указанных в 
методе определения 17-КС. Для исследования мочу храпят в холо-
дильнике (прн температуре + 2 — 4 ° С ) , се можно замораживать. 
Дву- и трехкратное оттаивание мочи не влияет на величину иссле-
дования суммарных 17-ОКС. 

Для освобождения кортнкостероидов из связанных форм ис-
пользуют: а) ферментативный гидролиз и б) кислотный гидролиз на 
холоде и при нагревании пробы мочи. Кислотный гидролиз приводит 
к очень быстрому разрушению 17-ОКС. Кроме того, при нем очень 
часто образуются соеднпення-артсфакты. 

Наиболее специфичным считается ферментативный гидролиз 
р - г л юкуроии дазой. 

Свободные и освобожденные в результате гидролиза нз коптло-
гнроваиного состояния 17-ОКС хорошо экстрагируются хлороформом, 
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этилацетатом, этилендихлоридом, метилеидихлоридом. При экстрак-
ции эти растворители легко образуют эмульсии, поэтому их приме-
няют в значительно больших количествах по отношению к объему 
мочи, например, в следующих соотношениях — 2 : 1 , 3 : 1 . 

Предпочтительнее использовать метилеидихлорид, так как он бо-
лее стабилен, долго сохраняется при комнатной температуре, в то 
время как этилендихлорид, хлороформ годны без очистки в течение 
нескольких дней. 

Очищают экстракт чаще всего слабым раствором щелочи, кото-
рая удаляет эстрогены, пигменты и кислоты. Экстракцию следует 
проводить очень быстро, так как при длительном взаимодействии со 
щелочью часть стероидов разрушается. Избыток щелочи удаляется 
промывкой экстракта водой, от следов которой освобождаются 
встряхиванием содержимого склянки с безводным сульфатом натрия. 

Из всех способов количественного определения кортикостерои-
дов наилучшим является метод, основанный на реакции 17,21-дмок-
си-20-кетоетероидов с феинлгидразином. 

Определение 17-оксикортикостероидов в моче 
по реакции с фенилгидразином 
после ферментативного гидролиза (метод Silber, Porter, 
1957, в модификации Н. А. КЭдаева и М. А. Креховой, 1960) 

Принцип метода основан иа измерении количества окрашенных 
веществ, образующихся в результате реакции между фенилгидрази-
ном и 17,21-дпоксн-ацетоновой группировкой молекулы стероида в 
кислой среде. Глюкуроннды 17,21 -диоксн-20-кетостероидов освобож-
даются из связанного состояния путем ферментативного гидролиза 
I i - г л ю к у р о и и д а зо й. 

Реактивы. 1. Хлороформ х. ч., свежспсрегнанпый. 
Вместо хлороформа можно использовать в тех же количествах 

метилеидихлорид. 
Лучшие результаты достигаются при применении хлороформа 

для наркоза. Для определения 17-ОКС и моче бывает достаточно од-
ной перегонки этого хлороформа над безводным углекислым натрием 
(добавляемым в количестве 30—40 г на 1 л хлороформа). Первые и 
последние 30—40 мл хлороформа при перегонке удаляют, 

2. 0,1 н раствор едкого натра. 
3. 2 н раствор едкого натра. 
4. Солянокислый феиилгидразин, дважды.перекрнсталлизованиый 

из спирта, последнюю перекристаллизацию проводят из очищенного 
^ этилового спирта. 5—10 г вещества растворяют в 30—40 мл этанола 

при нагревании, непрерывно встряхивая сосуд круговыми движения-
ми и периодически делая перерывы на 20—30 с. Охлаждают содер-
жимое вначале при комнатной температуре, а затем в холодильнике 
(не менее 1 ч) до полной кристаллизации. Кристаллы переносят в 
бюхнеровскую воронку с двумя бумажными фильтрами, высушива-
ют иод вакуумом, который создают в колбе Бунзена. Процедуру 
повторяют от начала до конца второй раз. Высушивают феиилгидра-
зин до постоянного веса, хранят в темноте в эксикаторе на протяже-
нии 2—3 мес. 

5. Разбавленная серная кислота. 310 мл концентрированной 
серной кислоты (выдерживающей пробу Саваля) приливают осто-
рожно к 190 мл дистиллированной воды. 
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6. Серносинртовой реактив. 100 мл разбавленной серной кислоты 
смешивают с 150 мл абсолютного, свежеотогнанного этилового 
спирта. 

7. Этиловый спирт очищенный. Способ очистки и проверки эта-
нола на пригодность приводится в описании предыдущего метода 
(рубрика «Реактивы»). 

8. Фенилгидразиновый реактив. 21,7 мг солянокислого фенил-
гидразина, дважды перекристаллизованного из спирта, растворяют в 
50 мл спиртового раствора серной кислоты. 

9. Ацетатный буфер, рН 4,5. 5,79 г уксуснокислого натрия 
(CH3COONa) растворяют в 10 мл дистиллированной воды, добавля-
ют 3,25 мл ледяной уксусной кислоты и смесь доводят до 1 л дистил-
лированной водой. 

10. Стандартный раствор кортизона или гидрокортизона (20 мкг 
в 1 мл). Навеску в 1 мг стандарта растворяют в 50 мл дважды ото-
гнанного метанола или хлороформа. Стандартный раствор держат в 
стеклянной посуде, обернутой черной светонепроницаемой бумагой, в 
холодильнике. 

11. Безводный сернокислый натрий ч. д. а. или х. ч. 
12. 2 н раствор соляной кислоты. 
13. Метанол, дважды отогнанный. 
14. Р-глюкуронидаза с активностью не менее 100 000 ед. в 1 г 

препарата. 
Перед анализом навеску порошка (}-глюкуронидазы, содержащую 

500 ед. активности на 1 мл мочи, растворяют в центрифужной про-
бирке в 11 мл дистиллированной воды, периодически помешивая ее 
содержимое в течение 30 мин. Центрифугированием при 3000 об/мин 
на протяжении 1—2 мин отделяют осадок. Раствор готовят перед 
применением в соответствии с количеством мочи, подлежащей обра-
ботке. Порошок хранят в холодильнике в посуде с притертой пробкой. 

Ход определения. Измеряют суточное количество мочи и отби-
рают 50 мл ее. рН мочи доводят до 6,5, добавляя каплями в пробу 2 и 
едкий натр или 2 н соляную кислоту (при этом допустимо пользо-
ваться универсальной индикаторной бумагой). Из этой пробы в две 
эрленмейеровские колбы вносят по 10 мл подкисленной мочи (для 
установления свободных 17-ОКС). К пим доливают по 5 мл ацетат-
ного буфера и пробы помещают до следующего дня в холодильник 
для дальнейшей обработки. Затем в две эрленмейеровские колбы 
приливают еще но 5 мл подкисленной мочи (для определения свя-
занных 17-ОКС). Эти пробы кипятят (на электрической плитке) в 
течение 5 мин для удаления ингибитора фермента, прикрывая их во-
ронками, чтобы не выпаривалась вода. После этого охлаждают их 
до комнатной температуры и добавляют в каждую колбу по 5 мл 
ацетатного буфера, по 5 мл раствора Р-глюкуронидазы. Пробы ста-
вят в термостат на 16—18—20 ч при температуре + 3 7 0C. 

Для экстракции кортнкостероидов из мочи хлороформом все 
4 пробы (2 колбы мочи без гидролиза и 2 — после гидролиза) пере-
носят в делительные воронки (емкостью 150 мл) и доливают к ним 
по 75 мл (5-кратный объем) очищенного и дважды перегнанного 
хлороформа. Прн отсутствии делительных воронок экстракционные 
процедуры можно проводить в самих колбах. Хлороформ вливают 
порциями, обмывая нм внутренние стенки колбы (для более полного 
использования мочи). Делительные воронки плотно закрывают проб-
ками, энергично встряхивают в течение 2 мин н оставляют в штати-
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вах для расслаивания фаз. Затем удаляют верхний слой мочи обыч-
ным сливанием (если экстракцию осуществляют в делительных во-
ронках) или осторожным отсасыванием капиллярной пипеткой с 
помощью водоструйного насоса, начиная с проб без гидролиза. 
Энергичным встряхиванием промывают хлороформные экстракты сна-
чала 7,5 мл 0,1 и раствора едкого натра, а затем (после расслаива-
ния фаз) 3 мл воды. После встряхивания в течение 15 с верхний 
слой удаляют. Для освобождения от остатков воды к пробам при-
бавляют по 2 г безводного сернокислого натрня. Колбы плотно за-
крывают пробками и вновь встряхивают. Ставят в холодильник на 
2 ч (или до следующего дня). После этого отмеривают цилиндром 
в чистые круглодониые колбы с притертыми пробками по 50 мл 
каждого хлороформного экстракта (2/з от цельного количества), осто-
рожно сливая хлороформ с осадка или отфильтровывая его от по-
рошка сернокислого натрия. 

Экстракцию хлороформных экстрактов мочи и стандартного ве-
щества фенилгидразнновым реактивом, развитие окраски проб осу-
ществляют исходя из того, что нз имеющихся двух проб мочи без 
гидролиза и двух проб мочи после гидролиза каждая первая проба 
будет служить контрольной на неспецифическую окраску, развиваю-
щуюся от действия серной кислоты. Поэтому к каждой первой про-
бе прибавляют по 4 мл спиртового раствора серной кислоты без 
фенилгидразина, а к каждой второй пробе и стандартному раствору 
(1 мл стандартного раствора выпаривают досуха, а затем растворя-
ют в 50 мл хлороформа) приливают по 4 мл спиртового раствора 
серной кислоты с фенилгндразином. Все колбы плотно закрывают 
притертыми пробками и энергично встряхивают па протяжении 2 мин. 
Оставляют их в штативе для расслаивания фаз, а затем капиллярной 
пипеткой, соединенной с водоструйным насосом, отсасывают нижний 
хлороформный слой (из-за опасности отсосать верхний слой перед 
опусканием пипетки в раствор зажимают каучуковый шланг, соеди-
няющий пипетку с водоструйным насосом, отпускают шланг только 
тогда, когда пипетка коснется дна колбы). Для развития окраски 
все пробы с реактивами инкубируют в водяной бане при + 6 0 0C 
в течение 20 мин, затем охлаждают в водопроводной воде. 

Измерение интенсивности окраски производят на спектрофото-
метре типа СФ-26 (СФ-4, СФ-4А, СФ-16 и другие) в кюветах с тол-
щиной слоя 10 мм (общий объем кюветы — 4 мл) прн длине волны 
410 нм или на ФЭКе с синим светофильтром. Компенсационной 
жидкостью служит чистый реактив — спиртовой раствор серной кис-
лоты. Оптическую плотность опытных проб и стандартного раствора 
измеряют путем сравнения с экстинкцией спиртового раствора серной 
кислоты с фепнлгидразином. 

Сначала рассчитывают количество свободных 17-ОКС. 
Содержание свободных 17-ОКС в пробе (без гидролиза) нахо-

дят из соотношения: 
C1 С_ 

E1 — Ea ~~ E3 ' 
где Ci — количество 17-ОКС в пробе без гидролиза (мкг); E1 — опти-
ческая плотность опытной пробы без гидролиза; E2 — оптическая 
плотность контрольной пробы без гидролиза; E3—оптическая плот-
ность стандартного раствора (за вычетом экстинкции контрольной 
пробы к стандартной); С — количество стандарта (мкг). 
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с 
Если отношение g выразить через Q1 то формула приобретет вид: 

C i = ( E i - E a ) -Q. 
Количество свободных 17-0КС в суточной моче рассчитывают по 

формуле: 
C1 а Cj-3-a 

х = = 10-2/3- IOOO ' КЛИ 10-2.1000 ' 
где х — количество свободных 17-ОКС в суточной моче (мг); Q 
- j q~;2/з — содержание (мкг) свободных 17-ОКС в 1 мл мочи (10 — 
— количество мочи (мл) в пробе; 2 /3 — часть хлороформного экстрак-
та, использованного для анализа); а — суточное количество мочи (мл); 
1000 — коэффициент для перевода из мкг в мг. 

Количество суммарных 17-ОКС (мкг) в пробе рассчитывают по 
той же формуле, что и для свободных. 

C2 = (E o n проба с гидрол. ^к. проба после гидрол.)^' 

Экскрецию суммарных 17-ОК.С с суточной мочой (мг) находят 
следующим образом: 

C2•a C2•3•а 
х в 5-2/3-1000 ' и л и 5-2-1000 ' 4 

где х — количество суммарных 17-ОКС в суточной моче (мг) 
— содержание (мкг) суммарных 17-ОКС в 1 мл мочи. 

Для перевода размерности мг/сут в мкмоль/сут первый показа-
тель умножают на коэффициент 2,76. 

Уровень суточной экскреции свободных 17-ОКС колеблется в 
норме от 0,04 до 0,28 мг/сут (0,11—0,77 мкмоль/сут), в среднем со-
ставляя 0,14 мг/сут (0,38 мкмоль/сут). Содержание суммарных 
17-ОКС в суточной моче варьирует от 1,31 до 7,39 мг (3,6— 
20,4 мкмоль), в среднем 3,7 мг (10,2 мкмоль). 

Как видно, на долю свободных 17-ОКС в моче приходится от 
1 до 7 % от общего их количества. 

Клинико-диагностическое значение определения 
свободных и суммарных 17-оксикортикостероидов 
в моче 

Известно, что гидрокортизон в неизмененном виде выделяется с 
мочой в количестве, не превышающем 1 %. Основная масса экскрети-
руется в виде различных продуктов его превращения. Методом Sil-
ber и Porter у здоровых людей определяют около 4 мг кортикосте-
роидов в суточном количестве мочи. Однако для оценки состояния 
коры надпочечников исследование содержания 17-ОКС в моче долж-
но быть проведено многократно. Это связано с тем, что у людей на-
блюдаются значительные колебания суточной экскреции 17-ОКС. 
При интерпретации результатов анализа необходимо их сравнивать 
с нормативами соответствующих возрастных групп. 

Значительное увеличение экскреции с мочой свободных и связан-
ных 17-ОКС (иногда до 70 мг/сут, 193 мкмоль/сут) отмечается у 
больных с синдромом и болезнью Иценко — Кушинга. При вирнльном 
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синдроме (включая адреногенитальиыи) выделение 17-ОКС повыше-
но, однако величины экскреции оказываются ниже, чем при синдро-
ме и болезни Иценко — Кушиига. 

При болезни Аддисона, паигипопитуитаризме выделение 17-ОКС 
значительно снижается, величина рассматриваемого показателя у 
больных с этими состояниями часто близка к нулю. 

Экскреция стероидов с мочой, как и концентрация их в крови, 
повышается при всех видах стресса, причем степень возрастания 
зависит от силы воздействия, которому подвергается организм. 

При бронхиальной астме, крапивнице, полиморфной эритеме, ост-
ром суставном ревматизме, генерализованной эрнтематозиой волчан-
ке, псорназной артропатии, аикилозирующем спондилите и ревмато-
идной пурпуре экскреция 17-ОКС остается в пределах нормы, за 
исключением таковой при ревматоидной пурпуре (повышение экскре-
ции стероидов). Однако у обследованных больных отмечаются из-
менчивость величин экскреции и отсутствие реакции надпочечников 
на АКТГ. 

Изменение соотношения экскретируемых количеств свободных и 
связанных кортнкостероидов может свидетельствовать о наличии то-
го или иного патологического процесса: так, прн многих заболева-
ниях печени и почек уровень свободных 17-ОКС значительно увели-
чивается, а связанных уменьшается, что указывает на нарушение 
процессов метаболизма кортнкостероидов. 

Определение клиренса кортнкостероидов является важным тес-
том при оценке функциональной активности коры надпочечников у 
больных с органическими или функциональными нарушениями в дея-
тельности почек. 

Изучение экскреции 17-ОКС с мочой при применении функцио-
нальных проб и нагрузок позволяет более полно оценить состояние 
гшюфизарио-надпочечииковой системы. 

Как Ii при исследовании кортнкостероидов в крови, в сомнитель-
ных случаях диагностики следует прибегать к стимуляции надпочеч-
ников с помощью АКТГ. Обычно этот тест занимает несколько дней. 
В течение двух дней устанавливают секрецию без стимуляции, затем 
дважды в сутки больному внутримышечно вводят по 20 ед. АКТГ на 
протяжении 4 дней (допустимы инъекции по 40 ед. АКТГ с пролон-
гированным действием). Очевидно, при этом наблюдается повышение 
экскреции у здоровых людей, практически отсутствие возрастания 
уровня экскреции у больных аддисоновой болезнью и резкое повы-
шение экскреции у больных с синдромом Иценко — Кушиига. При ис-
следовании беременных женщин была обнаружена увеличенная 
экскреция 17-кетогенных стероидов, которая достигла к концу бере-
менности 17,5 мг/сут (48,2 мкмоль/сут). В первые сутки после родов 
отмечался дополнительный подъем уровня рассматриваемого показа-
теля до 40 мг/сут (110 мкмоль/сут). На вторые сутки наблюдалось 
его снижение до 9,9 мг/сут (27,3 мкмоль/сут). 

ОПРЕДЕЛЕНИЕ КОРТНКОСТЕРОИДОВ 
В ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ 

Весьма важным тестом в диагностике ряда эндокринных заболе-
ваний является исследование кортнкостероидов в периферической 
крови. 
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Среди физико-химических способов их определения выделяют 
следующие основные группы: 

1. Методы исследования некопъюгированных кортикостероидов. 
2. Методы определения метаболитов кортикостероидов (парных 

соединений с глюкуроновой кислотой). 
3. Методы исследования белковосвязанных и свободных корти-

костероидов. 
Для изучения содержания гормонов в крови (так же как и в 

случае определения их в моче) применяют способы, основывающиеся 
на реакционной способности некоторых группировок молекул корти-
костероидов, и методы выделения отдельных гормонов (гидрокорти-
зона, кортпкостерона, тетрагидросоедииений и т. д.). 

Обе группы способов определения концентрации кортикостерои-
дов в плазме крови включают в себя: 

1. Сбор и хранение материала. 
2. Выделение из него кортикостероидов (экстракция, очистка 

экстракта). 
3. Количественное исследование. 
Для определения кортикостероидов используют плазму, а не 

цельную кровь (при установлении кортикостероидов в последней 
большие трудности представляет очистка экстракта от пигментов). 

Во время взятия крови на исследование кортикостероидов необ-
ходимо соблюдать следующие условия: 

1. Устранять все факторы, вызывающие состояние напряжения 
(стресс). 

2. Перед назначением исследования на несколько дней исклю-
чать прием больными некоторых лекарств: глюкокортикоидов (на 
5—7 дней), фенотназнна, дигиталиса, барбитуратов, мепробамата, 
транквилизаторов гидразиновой структуры, амфетамина, олеандоми-
цина, ингибиторов моноамнноксидазы. 

3. Для предотвращения влияния липидов на процесс очистки и 
экстракции производить взятие кровн у больных натощак. 

4. Ввиду имеющегося суточного ритма содержания кортикосте-
роидов в кровн следует стандартизировать время забора крови (же-
лательно ее брать в 8—9 ч утра). 

5. В качестве антикоагуляита лучше всего использовать гепарин 
(1—2 капли иеразведениого гепарина фирмы «Рихтер»). Применение 
цитрата натрия может помешать количественному определению кор-
тикостероидов по реакции Silber — Porter. 

6. Если нет возможности немедленно отделять плазму, кровь 
следует хранить в холодильнике. 

Плазму отделяют центрифугированием при 3000 об/мни в тече-
ние 30 мин. Ее можно держать в холодильнике в замороженном со-
стоянии на протяжении 2—3 дней без потерь кортикостероидов. 

7. До проведения анализа нужно иметь сведения о состоянии 
функции печени и почек у данного больного, что необходимо для по-
следующей трактовки полученных результатов. 

Метнлендихлоридный или хлороформенный экстракты наряду с 
кортнкостероидами содержат значительные количества различных 
примесей — липидов, гшгмептов. Поэтому перед постановкой любого 
из методов количественного определения гормонов требуется даль-
нейшая очистку экстракта. Для этого прибегают к следующим спо-
собам: 
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1. Последовательная промывка экстракта слабыми растворами 
щелочи (0,1 н NaOII, 0,2 н Na2CO3). 

2. Разделение стероидов и примесей между полярными и непо-
лярными растворителями. 

3. Хроматографический метод выделения стероидов. 
Для постановки диагноза заболевания бывает достаточным уста-

новление содержания общих кортнкостероидов в плазме кровн. Для 
этих целей используют колориметрические методы. В основе их 
лежат: 

1. Реакция с фенилгндразином (наиболее специфичная). 
2. Реакция с 2,4-дшштрофеннлгндразином в кислом растворе. 
3. Реакция восстановления солями тетразолия (иа 20,21-а-кето-

ловую группу). 
4. Реакция с гидразндом изон и коти новой кислоты. 
Флюоримстрическне способы базируются на свойстве стероидов 

флюоресцировать в растворах крепкой серной кислоты и этилового 
спирта. Причем 95 % всей флюоресценции анализируемой плазмы 
приходится на долю кортнзола и кортикостерона. 

Этим методом определения кортнкостероидов в плазме свойст-
вен целый ряд преимуществ: 1) они просты, 2) обладают высокой 
чувствительностью: для исследования требуется небольшое количе-
ство кровн, 3) позволяют в течение рабочего дня выполнить большое 
количество анализов, 4) ответ для клиники может быть дан в тече-
ние 3—4 ч. 

Таким образом, флюорнметрический метод определения суммар-
ного количества кортнзола и кортикостерона в плазме крови с успе-
хом может быть применен для оценки состояния системы гипо-
физ — кора надпочечников. 

Полярографические, энзим этические способы, методы с примене-
нием радиоактивных изотопов, тонкослойной и газожвдкостной хро-
матографии не нашли широкого распространения в клиинко-диагно-
стических лабораториях из-за своей сложности. 

Для суммарной оценки функции коры надпочечников достаточно 
исследования некопъюгпрованных Il-OKC или свободных 17-ОКС с 
использованием в качестве унифицированных флюориметрического 
метода определения суммарного содержания кортнзола и кортико-
стерона, а также способа Silber — Porter, основанного на колоримет-
рическом установлении содержания глюкокортикоидов по реакции с 
фенилгндразином. 

Определение 11-оксикортикостероидов 
в плазме крови по их флюоресценции 
в серноспиртовом реактиве (Ю. А. Панков, 
И. Я. Усватова, 1965) 

Принцип. Выделенные экстракцией из плазмы крови кортнко-
стеронды, имеющие гндроксилы при 11-м и 21-м углеродных атомах 
и А4-3-кетогруппировку в кольце А, обнаруживают флюоресценцию 
после обработки проб смесью концентрированной серной кислоты и 
этилового спирта. 

Реактивы. 1. Гексан, дважды отогнанный в колбе с дефлег-
матором. 

2. Метнлендпхлорид или хлороформ (способ очистки хлороформа 
приводится в рубрике «Реактивы» к методике определения 17-КС но 
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реакции с мстаднннтробснзолом). Очистка метиленднхлорнда прово-
дится следующим образом. 1 л метилендихлорида встряхивают в те-
чение суток со 100 мл 1 и раствора едкого натра. После разделения 
органическую фазу смешивают в течение 2 ч со 100 мл дистиллиро-
ванной воды, а затем 2 ч—с 200 мл концентрированной серной кис-
лоты. После промывания дистиллированной водой на протяжении 
часа метилеидихлорид обезвоживают 12 ч безводной содой и дваж-
ды отгоняют в колбе с дефлегматором. Очищенный таким образом 
реактив хранят в посуде с притертой пробкой в темноте. 

Если предварительная проверка показала, что метилеидихлорид 
достаточно хороший, то его не подвергают указанной обработке, а 
только дважды перегоняют с дефлегматором; отбирают фракцию, ки-
пящую при +48° С. 

Можно пользоваться и хлороформом для наркоза, поскольку он 
не нуждается в дополнительной очистке. 

3. 0.2 и раствор углекислого натрия. 
4. Этпловый спирт, дважды перегнанный. 
5. Концентрированная серная кислота, выдерживающая пробу 

Саваля. 
6. Реактив, вызывающий флюоресценцию кортикостероидов — 

смесь концентрированной серной кислоты и этилового спирта в от-
ношении 3 : 1 . 

7. Стандартные растворы гидрокортизона и кортикостерона. Кон-
центрация и соотношение этих гормонов по возможности должны 
быть близкими к их содержанию в исследуемой плазме крови. При 
определении 11-оксикортнкостсрондов в плазме используют две стан-
дартные пробы. Первая в 100 мл раствора содержит 20 мкг гидро-
кортизона и 5 мкг кортикостерона, вторая — 40 мкг гидрокортизона 
и 10 мкг кортикостерона. Стандартные пробы готовят следующим 
образом: навеску кортикостероидов растворяют в 10—15 каплях 
спирта, объем раствора доводят водой до получения нужных разве-
дений и хранят в холодильнике. 

Ход определения. 2,0—2,5 мл крови собирают в пробирку, содер-
жащую гепарин в качестве антикоагулянта. Плазму отделяют от 
эритроцитов центрифугированием при 3000 об/мин в течение 20 мин. 
Ее можно держать в холодильнике в течение нескольких дней. 

В мерную пробирку с притертой пробкой помещают 1,0 мл плаз-
мы и доливают к ней 3,0 мл гекеана. После энергичного встряхивания 
пробирки в течение 1 мин гексан отсасывают пастеровской пипет-
кой, соединенной с водоструйным насосом, а остаток гекеана удаляют 
отгонкой в вакууме на водяной бане ( + 40° С). К плазме добавляют 
10.0 мл метиленднхлорнда {или хлороформа) и после встряхивания 
пробирки иа протяжении 1 мин плазму отсасывают тем же способом, 
что и гексан. Экстракт промывают сначала 0,5 мл раствора карбона-
та натрия (1 мин), а затем 0,5 мл дистиллированной воды (1 мин), 
которые также удаляют с помощью пастеровской пипетки, соединен-
ной с вакуумным насосом. 

8,0 мл метилендихлоридного (хлороформного) экстракта перено-
сят в чистую пробирку на 15,0-—20,0 мл с притертой пробкой, куда 
доливают 2.5 мл (или другой объем, необходимый для полного за-
полнения кюветы) смеси концентрированной серной кислоты и эти-
лового спирта ( 3 : 1 ) . приготовленной перед применением. После 
встряхивания в течение 1 мин метилеидихлорид (хлороформ) уда-
ляют и через час флюоресценцию проб измеряют на флюорнметре. 
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Стандартные пробы выполняют как опытную, используя вместо 
1,0 мл плазмы кровн по 1,0 мл соответствующих стандартных раст-
воров с концентрацией гидрокортизона и кортикостерона 
25 мкг/100 мл (первая проба) и 50 мкг/100 мл (вторая проба). 

Для постановки контрольной пробы вместо плазмы крови через 
всю методику проводят 1,0 мл воды. В качестве контрольной пробы 
можно пользоваться также чистой кислотно-этанольной смесыо. 

Флюориметрия осуществляется при двух длинах волн: 475 им 
(для возбуждения флюоресценции) и 530—550 нм (для выделения 
максимума спектра флюоресценции), что достигается с помощью 
интерференционных светофильтров. 

Расчет производят по формуле: 

х ~ оп. • ф » 

где х — определяемая концентрация кортнкостероидов в плазме 
(мкг/100 мл); Фоп. и Фет. — флюоресценция опытной и стандартной 
проб (число делений показывающего прибора); Сет. — концентрация 
кортнкостероидов в одной Из двух стандартных проб (мкг/100 мл). 

ст. 
Обычно величину - ф берут средней из всех определении стан-

. cT' 
дартных проб. 

Для преобразования размерности мкг/100 мл в мкмоль/л первый 
показатель умножают па коэффициент 0,0276. 

В плазме периферической крови содержится в норме 21,4± 
±0,7 мкг/100 мл (0,590 мкмоль/л) 11-оксикортикостероидов; преде-
лы колебаний составляют от 13 до 23 мкг/100 мл (0,358— 
0,635 мкмоль/л). 

Содержание кортнкостероидов в плазме новорожденных очень 
невелико, в некоторых случаях оно практически не измеримо. Ио 
уже через 3—5 вед после рождения концентрация кортнкостероидов 
в крови детей в основном не отличается от таковой у взрослых. По 
другим данным, у детей наблюдается несколько более низкий уро-
вень 17-оксикортикостерондов при более высокой концентрации кор-
тикостерона. 

У взрослых людей уровень глюкокортикоидов в периферической 
крови выше, чем у детей. Зависимости содержания Il-OKC в плазме 
от возраста не обнаружено. 

При оценке величины содержания кортнкостероидов в плазме 
крови необходимо учитывать возраст, пол обследуемых, а также ко-
лебания концентрации кортнкостероидов в течение дня: при исследо-
вании на протяжении суток более высокие цифры содержания 17-
ОКС в плазме получены в утренние часы. 

К концу нормально протекающей беременности отмечается уве-
личение уровня свободных 17-ОКС и неконъюгнрованных Il-OKC в 
2—4 раза по сравнению с их содержанием у здоровых неберемеиных 
женщин. По данным многих исследований, у женщин в третий три-
местр беременности наблюдается повышение содержания кортнкосте-
роидов в плазме до 0,96—1,37 мкмоль/л (35—50 мкг/100 мл). У бе-
ременных женщин, в кровн которых содержание кортнкостероидов 
достигает 1,37 мкмоль/л (50 мкг/100 мл), введение АКТГ может по-
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высить уровень рассматриваемого показателя до 3,04 мкмоль/л 
(ПО мкг/100 мл). 

Концентрация 17-ОКС я Il -OKC в плазме увеличивается в со-
стоянии высокого напряжения (при сильных эмоциональных реакци-
ях, волнении, нервном возбуждении). Так, у больных еще до начала 
операции наблюдается повышение количества кортикостероидов. 
В процессе хирургического вмешательства происходит дальнейшее 
возрастание их уровня. Величина подъема зависит от тяжести и дли-
тельности операции. Через сутки или двое после оперативного вме-
шательства уровень кортикостероидов крови обычно возвращается 
к норме. Отмечено также, что введение АКТГ сразу после операции 
вызывает дополнительное повышение уровня кортикостероидов в 
крови. Резкое возрастание кортикостероидов в крови наблюдается 
непосредственно перед смертью. Повышение содержания кортикосте-
роидов в крови происходит во время мышечной работы. Максималь-
ное его возрастание, как правило, бывает спустя 1—2 ч после на-
чала работы. 

Клинико-диагностическое значение определения 
кортикостероидов в плазме крови 

Отмечено значительное увеличение концентрации 17-ОКС в 
плазме при синдроме Иценко — Кушинга, гиперплазии, аденоме, ра-
ке коры надпочечников. Синдром Иценко — Кушинга характеризу-
ется высоким содержанием кортикостероидов, достигающим, по дан-
ным некоторых авторов, 2,95 мкмоль/л (107 мкг/100 мл). Двусто-
роннее субтотальное удаление надпочечников приводит обычно к 
снижению уровня кортикостероидов до нормального. При адрено-
бластоме, вирилизующей гиперплазии и вирилнзующей опухоли над-
почечника содержание как свободных, так и связанных 17-ОКС в 
плазме крови находится в пределах нормы и введение АКТГ не 
вызывает существенного подъема уровня последних. Двустороннее 
субтотальное удаление надпочечников у больных гиперплазией спо-
собствует тому, что реакция на АКТГ становится менее выражен-
ной, чем до операции. 

При болезни Аддисона, вторичной хронической надпочечнико-
вой недостаточности, а также некоторых формах адреногенитально-
го синдрома уровень 17-ОКС и Il-OKC в плазме снижается в 2,5— 
3 раза по сравнению с нормой. У лиц, страдающих болезнью Адди-
соиа, содержание кортикостероидов в крови часто оказывается близ-
ким к пулю. Вместе с тем описаны случаи аддисоновой болезни с 
нормальным содержанием кортикостероидов в кровн. У больных с 
гипофункцией гипофиза и вследствие этого с недостаточностью над-
почечников также наблюдается пониженный уровень кортикосте-
роидов. 

Уменьшение концентрации Il-OKC имеет место у больных с не-
специфическнм инфекционным полиартритом, бронхиальной астмой. 

У больных с хроническим гепатитом, циррозом печени, ревмато-
идным артритом, спондилитом., остеоартритом и подагрой содержа-
ние свободных 17-ОКС в плазме близко к норме, конъюгированные 
же 17-ОКС представлены в очень малых количествах. 

Параллельное исследование свободных 17-ОКС в плазме крови 
и моче дает возможность более полно оценить функциональное со-
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стояние коры надпочечников при хронических заболеваниях печени. 
При тяжелых циррозах экскреция свободных 17-ОКС с мочой по-
вышена, в то время как концентрация их в плазме снижена. 

При заболеваниях почек с развитием хронической почечной не-
достаточности концентрация суммарных 17-ОКС в плазме близка к 
нормальной, содержание же конъюгатов 17-ОКС значительно сниже-
но. Суточная экскреция с мочой свободных 17-ОКС очень увеличе-
на, что вызвано снижением канальцевой реабсорбции и нарушением 
процессов связывания 17-ОКС глюкуроновой кислотой. 

Однако не всегда по уровню кортнкостероидов в крови можно 
судить о секреторной деятельности надпочечников. Так, при гипоти-
реозе и циррозах печени концентрация кортнкостероидов в кровн 
может быть нормальной, в то время как экскреция стероидов с мо 
чой сильно понижена. 

Таким образом, концентрация кортнкостероидов в плазме пери 
ферической крови во многом зависит от состояния процессов мета 
болизма и выведения. 

Исследование кортнкостероидов в периферической крови янлиет 
ся необходимым тестом для осуществления контроля за состоянием 
коры надпочечников прн лечении больных стероидными препарата 
ми. Следует, однако, помнить, «то для правильной оценки функции 
коры надпочечников при данном лечении определение содержании н 
крови кортнкостероидов можно проводить не ранее чем чере i 
5—7 дней после отмены препарата. 

ИССЛЕДОВАНИЕ ОБМЕНА КАТЕХОЛАМИНОЗ 

К катехоламииам относится группа аминов, в молекулах кото 
рых содержится ядро катехола (диоксифенильное кольцо, иазывае 
мое также пирокатехином, или ортодиокенбензолом). 

Наибольшее биологическое значение среди них имеют три сое-
динения: адреналин [fi- (3, 4-дигндроксифеннл)-Р-гидрокси-^-метн.) 
этнламин, метиламиноэтанолпирокатехин, эпинефрин]; иорадренални 
[р- (3,4-дигидроксифеиил) -р-гидрокси-этиламии, аминоэтанол пирока-
техин, называемый также артеренолом, или иорэпинефрином]; дофа-
мин ГР-З, 4-дигидроксифенил-этиламин, окситирамнн]. 

Адреналин уже с начала XX в. известен как гормон мозгового 
слоя надпочечников. Он синтезируется в особых секреторных клет-
ках — адреналнноцнтах хромаффиипой ткани, включающей в себя 
мозговое вещество надпочечников, параганглии, органы Цуккер-
кандля. 

Норадреналин также вырабатывается в секреторных клетках 
(иорадреналиноцитах) мозгового слоя надпочечников. Значительная 
часть его метилируется в надпочечниках в адреналин. Другим источ-
ником норадреналипа является симпатическая нервная ткань, имен-
но с ней связана функция иорадреналина как медиатора симпати-
ческой нервной системы. 

Дофамин — предшественник иорадреналина в процессе биосин-
теза. Как и норадреналин, он — медиатор симпатической нервной 
системы. В мозговой ткани основное количество дофамина локали 
зуется в corpus striatum, в базальних ганглиях putameii, nucleus 
caudatum, substantia nigra. В центральной нервной системе дофамин 
выполняет роль двигательного.медиатора. Большое количество дофа-
мина содержится в легких, кишечнике, печени, то есть в органах, 
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имеющих слабую симпатическую иннервацию. Функциональное зна-
чение высокого его содержания в этих тканях остается пока еще не 
известным. 

Основной путь образования катехоламинов в организме следую-
щий: фенилалаиин -*• тирозин -*• диоксифенилаланин (ДОФА) -»- до-
фамин -> норадренални - > адреналин. 

Содержание катехоламинов в биологических жидкостях невели-
ко. В 1 л плазмы периферической венозной крови здорового челове-
ка находится в общей сложности около 1 мкг катехоламинов. 

За сутки с мочой экскретнруется до 15 мкг (82 нмоль) адре-
налина, 10—40 мкг (59—236 нмоль) норадреналипа, 100—766 мкг 
(652,8—5000 нмоль) дофамина и 10—110 мкг (50—558 нмоль) 
ДОФА. 

Прн нормальной функции почек изучение экскреции катехолами-
нов и ДОФА с мочой является адекватным методом оценки состоя-
ния системы катехоламинов — симпато-адреналовой системы. Вот 
почему способы определения катехоламинов в моче все шире входят 
в практику клинико-диагностических лабораторий. 

Известны биологические, колориметрические, полярографические, 
хроматографические, флюориметрическне и радиоизотопные методы 
исследования катехоламинов. 

Отличающиеся большой чувствительностью и простотой техни-
ческого исполнения радиоэнзпматические способы установления кате-
холаминов основываются на их ферментативном метилировании ме-
ченым S-адеиозилметнонином с последующим измерением радиоак-
тивности мстокснпроизводных катехоламинов. Внедрение названных 
методов в клиническую практику сдерживается дефицитностью неко-
торых реагентов и необходимостью выполнения специальных радно-
изатопных исследований. Более доступны и вместе с тем весьма со-
вершенны флюориметрическне способы определения этих гормонов-
медиаторов. 

Первая группа флюориметричсских методов, ведущая свое нача-
ло от работ Лунда (1949), базируется на образовании триоксиин-
долов (адренолютина, норадренолютина). 

Триоксииндоловый метод считается самым специфичным из всех 
химических способов установления концентрации катехоламинов, по-
скольку им исследуют только те диоксифенолы, которые имеют бо-
ковую цепь строго определенной конфигурации. 

Вторая группа методов, основанная на измерении флюоресцен-
ции продуктов конденсации катехоламинов с этилеидиа м ином 
(Вайль — Малербс, Боне, 1952), является гораздо менее специфич-
ной; многие вещества катехоловой структуры, в частности оксити-
рамин и диоксифенилуксусная кислота, также могут образовывать 
светящиеся конденсаты. Кстати, это обстоятельство позволило неко-
торым авторам по разнице между величинами, полученными при 
работе с этилендиаминовыми и триоксииидоловыми методами, опре-
делять дофамин. 

Для дифференциации катехоламинов можно использовать как 
неодинаковую степень их окисления при-разных значениях рН, так 
и различия в максимумах возбуждения и флюоресценции форми-
рующихся при окислении катехоламинов флюорофоров. 

Как видно, наиболее чувствительный и специфичный способ диф-
ференцирования и количественного определения катехоламинов — 
это триоксииндоловый флюорнметрнческий метод, который в приве-
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денных нами вариантах применяется в клинико-диагностических ла-
бораториях как унифицированный. 

Флюориметрические способы исследования катехоламинов вклю-
чают 3 этапа: 1) сбор и хранение материала, 2) выделение из не-
го катехоламинов, 3) их дифференцированное количественное опре-
деление. 

Для стабилизации катехоламинов в крови необходимо соблю-
дать тщательное ее охлаждение. Мочу собирают в посуду из темно-
го стекла в присутствии консервантов, обеспечивающих сохранение 
катехоламинов либо благодаря подкислению среды, либо путем пре-
дохранения их от окисления. 

Из всех известных консервантов наиболее пригодными следует 
считать кислоты. При содержании подкисленной (до рН 3) мочи в 
замороженном состоянии в холодильнике катехоламииы сохраняют-
ся без потерь 2—3 дня. 

Для выделения катехоламинов из мочи и очистки их от при-
месей используют принцип адсорбционной или ионообменной хро-
матографии. С целью освобождения катехоламинов из связанного 
состояния (до 60 % иорадреналина находится в моче в конъюгиро-
ванной форме) предварительно применяют этап гидролиза. 

Для гидролитического расщепления конъюгатов катехоламинов 
рекомендуется кипячение мочи при рН I. 

Гидролиз связанных форм катехоламинов можно осуществлять 
обработкой мочи p-глюкуронидазой и фенолсульфатазой, однако 
широкого использования этот метод не получил. 

В щелочной среде катехоламииы хорошо адсорбируются на 
окиси алюминия (Al2O3). Высокой адсорбционной способностью по 
отношению к катехоламннам обладает гидроокись алюминия 
Al(OH)3 . При работе с окисью алюминия чаще всего применяют 
колоночную хроматографию. Наибольший выход добавленных кате-
холаминов дают образцы окиси алюминия, обработанной кипячени-
ем с соляной кислотой (по Брокману), отмытой до нейтральной ре-
акции с последующим ее высушиванием при температуре 
+ 120—200° С. 

Для полноты адсорбции чрезвычайно важно точно соблюдать 
рН в пределах 8,2—8,5, причем перед доведением рН необходимо 
удалить соли тяжелых металлов. Наиболее пригодным для связы-
вания ионов тяжелых металлов и для предотвращения выпадения 
фосфатов реактивом следует считать эгилендиаминтетрауксусную 
кислоту, а также ее натриевые или калиевые соли (хелатон, селек-
тои B2). Добавление ЭДТА облегчает адсорбцию катехоламинов на 
окись алюминия и предотвращает их от разрушения в щелочной 
среде. Выход катехоламинов с обработанной кислотой окиси алюми-
ния, но данным различных авторов, составляет 75—100 %. 

Хроматографию на ионообменных смолах также успешно при-
меняют для экстракции и очистки катехоламинов из физиологических 
жидкостей. При использовании ионообменных смол (амберлитов, да-
уэксов) анализируемые биологические жидкости обрабатывают в 
среде с рН около 6,5, то есть в условиях, предохраняющих катехо-
ламииы от разрушения. 

Элюция катехоламинов с окиси алюминия, дауэксов и эмберли-
тов осуществляется некоторыми органическими и неорганическими 
кислотами. 

Следующие этапы методов включают превращение катехолами-
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иов во флюоресцирующие продукты и, как было отмечено, различа-
ются в триоксииидоловых и этилендиаминовых методах. 

Для образования светящихся лютинов (триоксииндоловые мето-
ды) в качестве окислителя катехоламинов пригодны красная кровя-
ная соль, двуокись марганца и персульфат калия. При работе с 
йодом оптимальным является окисление рассматриваемых веществ 
в течение 30 с, а при работе с красной кровяной солью требуется 
длительность названного процесса 2—4 мин. 

Добавление смеси NaOH и аскорбиновой кислоты завершает эту 
реакцию, приводя к появлению флюоресцирующих лютинов. 

Продукты окисления катехоламинов, способные флюоресциро-
вать (в щелочной среде), быстро разрушаются щелочью. Для их 
стабилизации применяют раствор аскорбиновой кислоты, который 
должен быть свежеприготовленным. В присутствии аскорбиновой 
кислоты аминолютины стабильны примерно час, этого времени до-
статочно для проведения флюориметрии. 

Образующийся при окислении йодом диоксинндол дофамина при-
обретает свойства флюорофора после осуществления фотохимиче-
ской реакции. Последнее происходит в результате облучения пробы 
светом ртутной лампы (максимальная длина волны—245 нм) в те-
чение 10 мин, а также при нагревании содержимого пробирки в во-
дяной бане прн +45° С на протяжении 30 мин или в кипящей водя-
ной бане в течение 40 мин. Последние варианты образования 
флюорофора более приемлемы, так как они обусловливают прове-
дение реакции в более мягких условиях. К тому же для этого не 
требуется специальных кварцевых кювет (поскольку кюветы из 
обычного химического стекла задерживают ультрафиолетовые лучи). 

Дифференциация катехоламинов может осуществляться либо за 
счет способности катехоламинов максимально окисляться при раз-
ных значениях рН среды, либо за счет различия в спектральных ха-
рактеристиках лютинов. Обычно применяют сочетание обоих прин-
ципов. 

Определение адреналина 
и норадреналина в моче флюориметрическим 
методом после дифференциального окисления 
катехоламинов йодом при различных значениях 
рН (В. В. Меньшиков, 1961) 

Принцип. Катехоламнны выделяются из мочи, доведенной до 
рН 8,2—8,5, путем колоночной хроматографии с применением в 
качестве адсорбента окиси алюминия, элюируются 0,25 и раствором 
уксусной кислоты, дифференцируются окислением йодом при раз-
ных значениях рН (4,6 и 7,2). Интенсивность флюоресценции реги-
стрируют на флюориметре. 

Реактивы. 1. Этилендиамкнтетрауксусиая кислота или ее двуиа-
триевая соль (ЭДТА, трилон Б, хелатон, селектон Ба. верссн, комп-
лексон III). 

2. 2 н раствор серной кислоты. Готовят из фиксанала или путем 
доведения 27,8 мл концентрированной H2SO4 (р=1,84 кг/л) до 1 л 
дистиллированной водой. 

3. 1 н раствор едкого натра (получают из. фиксанала). 
4. Окись алюминия, очищенная по методу Брокмана. 500 г х. ч. 
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окиси алюминия для удаления ионов тяжелых металлов кипятят с 
соблюдением предосторожности в течение 20 мин с 2 л 2 и раство-
ра соляной кислоты; тщательно встряхивая, охлаждают смесь на 
воздухе, дают отстояться, сливают надосадочную (пожелтевшую) 
жидкость в колбу, вливают новую порцию (2 л) соляной кислоты, 
отстаивают 10 мни и вновь сливают; добавляют к осадку 1 л би-
дистиллированиой воды, переносят смесь па воронку Бюхнера, где 
окись алюминия промывают бидистиллнроваииой водой до рН про-
мывных вод 6,0. Окись алюминия высушивают в фарфоровой ступке 
в сушильном шкафу на протяжении 3—4 ч прн температуре + 120— 
2000C. Хранят в темной склянке с притертой пробкой. 

Второй способ очистки окиси алюминия — по методу Jorg, 
Biichner в модификации В. М. Демченко. Окись алюминия (200 г) 
отмывают в первом цикле 400 мл дистиллированной воды с по-
мощью стеклянной мешалки с электроприводом (скорость — 
4000 об/мин) в течение 1 мин, затем 2 мин отстаивают, надосадоч-
ную жидкость сливают; для полного отмывания окиси алюминия 
проводят 12 циклов с дистиллированной водой. 

Окись алюминия просушивают в муфельной печи сначала на 
протяжении 2 ч при температуре +200° С, а затем — 3 ч при 
+400° С. Выход адреналина при использовании обработанной таким 
образом окиси алюминия составляет 96 %. 

5. Стеклянная вата (применяется в случае, если имеются хро-
матографические колонки типа «б») . Вату заливают 2 и раствором 
едкого натра и оставляют на сутки. Затем щелочь сливают, вату 
несколько раз промывают дистиллированной водой и опять добав-
ляют 2 н раствор соляной кислоты. Через сутки кислоту удаляют, 
вату отмывают в дистиллированной воде до нейтральной реакции 
промывных вод, обрабатывают 2 раза бидистнллированной водой и 
сушат на воздухе. Храпят в склянке с притертой пробкой. 

6. Вата хирургическая. 
7. Фильтровальная бумага. 
8. 0,25 н раствор уксусной кислоты (7,5 г или 8,25 мл ледяной 

уксусной кислоты на 500 мл раствора). 
9. 1 моль/л раствора х. ч. фосфата натрия (Na3PO4 • 12 H2O). 

38 г кристаллической соли растворяют в 175 мл воды. Необходимое 
для реакции количество фосфата натрия устанавливают эмпириче-
ски, после приготовления каждой партии раствора. Для этого соби-
рают 5—10 элюатов мочи, разливают по 2 мл в 2 пробирки. В пер-
вую пробирку вносят микропипеткой (под контролем рН-метра) 
раствор соли до установления рН 4,6, во вторую — д о рН среды 
7,2. Среднее из 5—10 определений и будет тем количеством раство-
ра фосфата натрия, которое нужно употреблять для получения соот-
ветствующего значения рН. 

10. Ацетатный буфер, рН 4,6. Смесь 260 мл раствора уксусной 
кислоты (12,10 г/л) * и 240 мл раствора уксуснокислого натрия 
(27,40 г/л). Буфер держат в холодильнике. 

11. Раствор уксуснокислого натрия (500 г/л) с добавлением не-
скольких капель ледяной уксусной кислоты до рН 7,2. 

12. 0,01 и раствор йода. Делают непосредственно перед исполь-
зованием из 0,1 и раствора. 0,1 и раствор приготовляют из фик-
санала. 

13. 0,1 н раствор гипосульфита (тиосульфата) натрия (24,8 г 
соли на 1 л раствора). Предпочтительнее получать из фиксанала. 
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14. Раствор аскорбиновой кислоты. Готовят непосредственно 
перед применением (100 мг аскорбиновой кислоты х. ч. на 10 мл 
раствора). Аскорбиновая кислота пригодна только белого цвета. Хра-
нят в бутылочке из темного стекла. 

15. Раствор едкого натра, 300 г/л. 
16. Стандартные растворы катехоламинов. Сухие стандартные 

вещества (адреналин и норадреналин, представленные свободными 
основаниями, солями виннокаменной кислоты — гидротартратамн 
или хлоридами) держат в эксикаторе, обернутом в черную бумагу, 
в сухом месте; иа дно эксикатора кладут поглотитель — гидрат 
окиси кальция (гашеную известь) или хлористый кальций. Стандарт-
ный раствор 1 с концентрацией катехоламинов 1000 мкг/мл (основ-
ной) хранят в холодильнике не более 1 мес в темной посуде. Для 
его получения 10 мг основания катехоламинов (навески солей рас-
считывают по их молекулярной массе) растворяют в бюксе или на 
часовом стекле в 4—5 каплях концентрированной соляной кислоты, 
переносят в мерную колбу на 10 мл (или в точно отградуированную 
пробирку) и доводят до метки бидистиллированной водой. 

В день опыта готовят: раствор 2 (5 мкг/мл) —0,5 мл 1 и со-
ляной кислоты и 0,25 мл раствора 1 доливают до 50 мл бидистил-
лированной водой; 

раствор 3 (0,1 мкг/мл) — 1 мл разведения 2 доводят до 50 мл 
0,25 и уксусной кислотой. Этот раствор является рабочим. 

17. Универсальная индикаторная бумага. 
18. Раствор эозина в концентрации 0,1 мкг/мл. Делают на би-

дистиллированной воде, полученной в стеклянном бидистилляторе. 
Перед работой необходимо подготовить хроматографнческие ко-

лонки, которые бы обеспечивали скорость прохождения жидкости 
1—2 мл/мин. Они бывают нескольких модификаций. 

Тип «а»: внутренний диаметр колонки — 1 0 мм, канал длиной 
10—15 см, резервуар емкостью 40—50 мл. IIa дно колонки плотно 
укладывают хирургическую вату, поверх которой помещают кусочек 
фильтровальной бумаги и 1 г окиси алюминия (нужное количество 
окиси алюминия удобнее отмерять, пользуясь одной и той лее гра-
дуированной пробиркой, по метке на стекле). 

Тип «б»: колонка с краном. Внутренний диаметр — 8 мм, длина 
канала—17 см, объем резервуара—50 мл. На дно колонки, над 
краном, располагают обработанную стеклянную вату, поверх которой 
насыпают 1 г окиси алюминия. » 

Тип «в»: колонка с краном. Внутренний диаметр — 12 мм, дли-
на канала — 15 см, объем резервуара — 50 мл. Над краном колонки 
кладут пористый стеклянный фильтр Шота № 1, на него помещают 
кусочек фильтровальной бумаги и насыпают 1 г окиси алюминия. 

Колонку типа «а» для обеспечения скорости прохождения жидко-
сти нужно соединить с системой, подключенной к вакуумному насо-
су; устройства колонок тина «б» и «в» дают нужную скорость про-
хождения жидкости без вакуумного насоса. 

П р и м е ч а н и е . Мы прнмеияли колонки, которые, будучи без кранов, 
допускали возможность регулирования скорости прохождения через них 
растворов. Вакуум в системе создают ртом н поддерживают некоторое вре-
мя путем пережатия резиновой трубки, связанной с колбой Эрленмейера. 
С помощью небольшой гребенки (с тремя отростками) можно регулировать 
ток жидкости сразу в нескольких колонках. Достоинством этого типа коло-
нок является отсутствие в них стеклянного крана (для пего требуется смаз-
ка вазелином, способным давать неспецифическую флюоресценцию). 
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Ход определения. Перед сбором мочи с целью определения кате-
холаминов обследуемым нужно за 2—3 Дня до анализа исключить 
из пищи некоторые продукты: бананы, ананасы, сыр, крепкий чай, 
кофе, а также следующие лекарства: антибиотики тетрациклинового 
ряда, хинин, хинидин, альдомет, резерпин, исмелии, седуксен, эле-
ниум, мелппрамин, психотропные вещества тиазинового ряда, адре-
иоблокаторы, ингибиторы моноаминоксидазы. 

Пациенту необходимо предоставить полный покой (исключить 
инструментальные исследования, а также факторы, которые могут 
вызвать физическое или эмоциональное напряжение). 

Определение катехоламинов возможно как в суточной, так и в 
порционной моче. Для расчета требуется точно зафиксировать ко-
личество мочи и время, за которое она собрана. 

В посуду для сбора суточной мочи добавляют для консервации 
2 н раствор серной кислоты из расчета приблизительно 10 мл кис-
лоты на 100 мл мочи (80—100 мл). Порционную мочу измеряют и 
доливают к ней консервант в указанных пропорциях. Подкисленную 
мочу можно хранить в холодильнике в течение 2—3 суток. 

Для выделения катехоламинов из мочи к 25 мл ее прибавляют 
0,5 г ЭДТА и доводят рП до 8.2—8,5 с помощью { н раствора 
NaOH (piI контролируют по индикаторной бумаге). Мочу помещают 
в колонку (любого образца) с окисью алюминия, предварительно 
промыв адсорбент 10—15 мл бидистнллированной воды. Если ис-
пользуют колонку с краном, то мочу вливают в нее при закрытом 
кране. Окись алюминия перемешивают стеклянной палочкой и после 
ее оседания открывают кран или создают в системе вакуум при 
применении бескрановых колонок. После прохождения мочи адсор-
бент вновь промывают бнд истилл иров а иной водой (10—15 мл). 

Катехоламниы элюируют с адсорбента 10 мл 0,25 и раствора 
уксусной кислоты (двумя порциями по 5 мл), после добавления пер-
вой порции перемешивают стеклянной палочкой адсорбент с кис-
лотой. 

Элюат разливают по 2 мл в 3 пробирки. Для дифференцирова-
ния катехоламинов но кислотности сред в пробирку 2 приливают 
1 мл ацетатного буфера и количество реактива фосфата натрия, 
найденное эмпирически для данной порции раствора ( « 0 , 2 мл). Для 
установления рН 7,2 в пробирку 3 помещают 0,5 мл раствора уксус-
нокислого натрия и необходимый объем реактива фосфата натрия 
( « 0 , 6 мл). В пробирках 2 и 3 окисляют катехоламниы добавлением 
5 капель 0,01 и раствора йода (перемешивают 30 с), через 30 с 
йод нейтрализуют приливанием 2 капель 0,1 и раствора гипосуль-
фита натрия. Спустя 3—5 мин во все 3 пробирки добавляют для 
образования лютинов по 5 капель свежеприготовленного раствора 
аскорбиновой кислоты, по 3 капли раствора едкого натра (реак-
тив 15) и биднетиллироваиной воды до объема 10 мл (после доли-
вания каждого реактива пробирки тщательно встряхивают!). Объем 
пробирок доводят до метки «10», затем содержимое проб перемеши-
вают стеклянной палочкой с лопаточкой. 

Просмотр проб начинают с пробирки 1, служащей контролем. 
Раствор помещают в кювету флюориметра (в рассматриваемом слу-
чае имеются в виду приборы типа ФМ-1, БИАН-130, Флюм, ЭФ-3 и 
ЭФ-ЗМ, модифицированные по схеме А. Д. Еснкова или Л. С. Ша-
рова). При нажатии клавиши прибора проба в кювете освещается 
ультрафиолетовым светом, который проходит через первичный све-
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тофильтр (УФС-3, УФС-6, интерференционный) с максимумом про-
пускания светового потока прп длине волны 365 нм. Вторичный све-
тофильтр (интерференционный или комбинация интерференционного 
желто-зеленого и обычного голубого) выделяет максимум флюоре-
сценции (538 нм), свет флюоресценции фотоэлемент или фотоумно-
житель преобразует в электрический ток, который регистрирует чув-
ствительный гальванометр. Разность показаний второй и первой 
проб соответствует числу делений, приходящихся на флюоресценцию 
адреналина, а третьей и четвертой — норадреналина (соответствую-
щей одному мл пробы). 

Расчет осуществляют по калибровочному графику, построенно-
му с использованием стандартных растворов катехоламинов (стан-
дартные растворы обрабатывают так же, как и опытные пробы). 
Количество катехоламинов, выделенное за сутки или за 1 мни, вы-
числяют по формулам: 

для отдельных порций мочи: ( c ' 2 d ' ) A = a мкг/мин, 
для суточного количества мочи: c «2d = a мкг/сут или 

с - 2 d - 5 , 4 5 8 = а нмоль/сут адреналина и с - 2d • 5,911 = а нмоль/сут 
норадреналина, 
где с — содержание адреналина или норадреналина (мкг/мл), най-
денное для данного числа делений по графику; d' — количество мо-
чи (мл) за определенный период времени (порционная моча); d — 
суточное количество мочи (мл); t — отрезок времени (мин), в тече-
ние которого собиралась данная порция мочи; 5,458 и 5,911—ко-
эффициенты пересчета мкг/сут в нмоль/сут для адреналина и нор-
адреналина соответственно. 

Приведенная формула расчета суточной экскреции катехолами-
нов с мочой приобретает такой вид в результате преобразования 
следующего отношения: 

где с и d — значения, указанные ранее; 2 — количество элюата (мл), 
взятое в пробу; 25 — моча (мл), взятая в пробу; 10 — общее коли-
чество элюата (мл); 10 — общий объем проб по окончании окисле-
ния (мл). 

Для получения данных к построению калибровочного графика 
разливают рабочие (стандартные) растворы адреналина и норад-
реналина в несколько рядов пробирок в таких количествах, чтобы 
по окончании окисления были следующие концентрации катехолами-
нов: 0,005 мкг/мл, 0,01 мкг/мл, 0,02 мкг/мл и т. д. Для этого в пер-
вые пробирки помещают по 0,5 мл стандартного раствора 3 и по 
1,5 мл 0,25 и уксусной кислоты, во вторые — no 1 мл стандартного 
раствора 3 и по 1 мл 0,25 н уксусной кислоты и т. д. Разливают 
реактив фосфата натрия и буферные растворы так. как это описано 
для элю а то в мочи, и так же их окисляют. 

Пробы просматривают при сравнении их с контрольными (см. 
ход определения). Для каждой концентрации стандартного раствора 
берут среднее значение из нескольких определений. Измеряют свече-
ние бндистнллпрованной воды и раствора эозина в концентрации 
0,1 мкг/мл. Показания флюориметра фиксируют. При последующих 
измерениях после включения прибора его чувствительность устанав-
ливают по бидистиллированиой воде или по 0,1 мкг/мл раствора 
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эозина на величину, найденную при выведении калибровочного 
графика. 

Нормальные величины экскреции составляют для адреналина от 
3 до 15 мкг/сут (16,4—82,0 нмоль/сут), в среднем — 7 мкг/сут 
(38,2 нмоль/сут); для норадреналнна — от 10 до 40 мкг/сут 
(59,0—236,0 нмоль/сут), в среднем — 2 5 мкг/сут (148,0 нмоль/сут). 

Определение адреналина, 
иорадреналина, дофамина и диоксифенилаланина (ДОФА) 
в одной порции мочи (Э. Ш. Матлина, 
3. М. Киселева, И. Э. Софиева, 1965) 

Принцип. Катехоламииы (адреналин, норадреналин, дофамин) и 
ДОФА выделяют из мочи путем колоночной хроматографии на окиси 
алюминия. Катехоламииы и почти половину адсорбированного ДОФА 
элюируют 0,25 н раствором уксусной кислоты. Оставшийся на ад-
сорбенте ДОФА снимают 1 н раствором соляной кислоты. Диффе-
ренцирование катехоламинов осуществляют путем их окисления 
феррицианидом калия с различными значениями рН и различными 
наборами светофильтров при флюориметрии. Дофамин дифференци-
руют за счет использования другого окислителя — йода. 

Реактивы. 1. Этнлендиаминтетрауксусная кислота. 
2. 2 н раствор соляной кислоты. 
3. Окись алюминия, очищенная соляной кислотой по Брокману 

или Jorg, Biichner в модификации В. М. Демченко (описано в пре-
дыдущем методе). 

4. 5 н едкий натр. 
5. 0,25 н уксусная кислота. 
6. 1 н соляная кислота. 
7. 0.1 моль/л фосфатного буфера, рН 4,2. 6,8 г KH2PO* раство-

ряют в небольшом количестве бидистиллированной воды и доводят 
объем до 500 мл в мерной колбе, затем добавляют несколько KaneJft. 
1 н соляной кислоты. 

8. 0,1 моль/л фосфатного буфера, рН 6,2: а) готовят раствор 
однозамещенного фосфата калия (см. п. 7), б) получают раствор 
двузамещенного фосфата натрия — 35,8 г Na2HPO4 на 1 л раствора. 

Смешивают 60 частей раствора «а» и 20 частей раствора «б». 
Буферные растворы хранят в холодильнике не более недели. 
9. Феррицианид калия х. ч. (красная кровяная соль). Перед 

употреблением из него получают раствор в концентрации 0,25 
г/100 мл. 

10. Раствор 0,2 г/100 мл аскорбиновой кислоты на 5 и едком 
натре (щелочной аскорбинат натрия). Готовят перед использова-
нием. 

11. 0,02 н водный раствор йода. Делают перед применением нз 
0,1 н раствора. 2,0 мл 0,1 н раствора йода, приготовленного из фик-
санала, доводят бидистиллированной водой до объема 10 мл. 

При отсутствии фиксанала 0,02 н раствор йода можно получить 
путем растворения 254 мг йода и 5 г йодистого калия в 5 мл воды 
с последующим доведением водой объема до 100 мл. 

12. 5 н раствор уксусной кислоты (получают из х. ч. ледяной 
уксусной кислоты в зависимости от ее плотности). 

13. Сульфит натрия х. ч. кристаллический (Na2SO3 7Н20). Пе-
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ред использованием делают два раствора. 500 мг сульфита натрия 
смешивают с 1 мл воды — водный сульфит; 500 мг сульфита нат-
рия растворяют в 1 мл воды и доводят до 10 мл 5 н едким нат-
ром — щелочной сульфит. 

14. Стандартные растворы адреналина, норадреналина и дофа-
мина. Основные растворы готовят так же, как и в предыдущем ме-
тоде. Из них путем двух последовательных разведений получают 
стандартный рабочий раствор 3 для адреналина, норадреналина и 
ДОФА с концентрацией 1,0 или 0,8 мкг/мл на бидистиллированной 
воде. Для дофамина раствор 3 имеет концентрацию 1 мкг/мл. 

15. 1 н раствор NH4OH (15,3 мл концентрированного аммиака 
на 100 мл раствора). 

16. Универсальная индикаторная бумага. 
17. Обеззолеиные бумажные фильтры. 
Для флюорцметрического определения необходимы следующие 

наборы светофильтров: 
I набор: первичный светофильтр с максимумом пропускания све-

тового потока при длине волны 436 нм, вторичный (типа /КС-18) с 
широким максимумом пропускания светового потока, начиная от 
550 нм (для адреналина и норадреналина). 

П набор: первичный светофильтр с максимумом пропускания 
360 нм (УФС-3), вторичный — тот же, что и в I наборе (для адре-
налина, норадреналина и ДОФА). 

III набор: первичный светофильтр—360 нм, вторичный — 
436 нм (для дофамина). 

П р и м е ч а н и е . В своей работе суммарную флюоресценцию адренали-
на, норадреналина и ДОФА мы вызывали светом с длиной волны 363 нм 
(спектральная линия ртутной лампы), выделенной интерференционным свето-
фильтром с соответствующим максимумом пропускания светового потока. Для 
измерения флюоресценции использовали вторичный интерференционный све-
тофильтр с максимумом пропускания светового потока при длине волны 
526 им. 

Прн выборе светофильтров для регистрации флюоресценции производно-
го дофамина (5,6-диоксииндола) мы, исходя из анализа его спектров возбуж-
дения, а также указаний В. Л. Кардашева н других авторов, в качестве пер-
вичного применяли светофильтр УФС-2, скрещенный с БС-12 (для отсечения 
ультрафиолетовой области спектра до 240 нм), вторичным служил сине-голу-
бой светофильтр с широким максимумом пропускания — 420—440 им. 

Ход определения. Собирают и хранят мочу так же, как и в пре-
дыдущем методе. Мочу фильтруют через бумажный фильтр. Отме-
ряют мерным цилиндром 17,5 мл фильтрата и добавляют к нему 
250 мг ЭДТА, рН мочи доводят до 8,2—8,5. 

Для адсорбции готовят хроматографическую колонку, на дно 
которой кладут стеклянную вату (с целью задержки окиси алюми-
ния) и 1,0 г окиси алюминия. Через колонку пропускают 10 мл во-
ды. Скорость прохождения мочи должна составлять 1—2 мл в мин. 
Затем через колонку проводят 7,0 мл воды с одной каплей 0,5 и 
раствора аммиака. Остатки промывных вод удаляют с конца колон-
ки кусочком фильтровальной бумаги. 

Элюцию осуществляют в два этапа. Вначале ее проводят 0,25 и 
уксусной кислотой; при этом с адсорбента снимается адреналин, 
норадреналнн, дофамин и частично ДОФА (в среднем 45 % ) ; за-
тем — I H С О Л Я Н О Й кислотой, которая элюирует оставшееся количест-
во ДОФА. Уксуснокислый элюат получают двумя порциями по 
3,5 мл каждая. После доливания первой порции при закрытом кра-
не колонки стеклянной палочкой перемешивают окись алюминия и 
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дают ей осесть. Кран открывают и элюат собирают в ту же пробир-
ку без помешивания. 

Последнюю элюцию осуществляют 1 н соляной кислотой также 
двумя порциями по 1,75 мл каждая. После добавления первой пор-
ции осадок перемешивают. Элюаты можио держать в холодильнике 
не более одного дня. 

Для окисления с образованием флюоресцирующих продуктов 
необходимо следующее. Уксуснокислый элюат доводят до рН 4,2 1— 
2 каплями 1 н аммиака и затем отбирают по 1,0 мл в контрольные 
и опытные пробы, содержащие по 1,0 мл фосфатного буфера с рН 
4,2. Оставшееся количество элюата подщелачивают до рН 6,2, учи-
тывают объем аммиачного реактива (15), пошедшего на титрова-
ние, и в две пробы наливают количество раствора, соответствующее 
1,0 мл элюата. В эти пробы предварительно помещают по 1,0 мл 
фосфатного буфера с рН 6,2. 

Солянокислый элюат также доводят I и аммиаком до рН 6,2 в 
мерных пробирках, затем добавляют воды до 7,0 мл. Из этих раст-
воров в опытную и контрольную пробы отбирают по 1,0 мл, пред-
варительно налив в них по 1,0 мл фосфатного раствора с рН 6,2. 
Три полученные опытные пробы (уксуснокислого элюата с рН 6,2 
и 4,2 и солянокислого элюата) окисляют 0,1 мл реактива феррнциа-
нида калия в течение 4 мин (контрольные пробы не окисляют) и за-
тем добавляют как в опытные, так и в контрольные пробы по 1,0 мл 
щелочного аскорбииата. 

Через 3 мин все пробы доводят водой до 10,0 мл, а в контроль-
ные доливают по 0,1 мл раствора феррнцианнда калия. Для боль-
шей стабилизации флюоресценции опытные и контрольные пробы в 
период измерения флюоресценции охлаждают на льду. 

Для измерения флюоресценции и расчета содержания адрена-
лина, норадреналнна и ДОФА ставят I набор светофильтров (из 
первичного на 436 нм и вторичного на 550 нм) и просматривают 
контрольные и опытные пробы с рН 4,2 и 6,2, содержащие адрена-
лин, норадреналин и уксуснокислый ДОФА. В этих условиях флюо-
ресцируют при PII 4,2 только адреналин, при рН 6,2—адреналин и 
норадреналин. Затем меняют первичный светофильтр на УФС-3 и 
просматривают пробы с рН 6,2, содержащие адреналин, норадрена-
лин и ДОФА (в этих условиях флюоресцируют все вещества), и про-
бы солянокислого элюата, окисленного при рН 6,2. Регистрируют 
разницу показаний флюоресценции опытных и контрольных проб. 

6-7-10-d 
Экскреция адреналина (мкг/сут) = £ 1 7 5 . JQQQ . 

где 6 — флюоресценция адреналина в 1 мл измеряемой пробы; E — 
флюоресценция 1 нг адреналина в 1 мл пробы (этот показатель на-
ходят при калибровке прибора); ^ — количество элюата (мл); 10 — 
разведение элюата при окислении; d — суточное количество мочи 
(мл); 17,5 — количество мочи в опытной пробе (мл); 1000 —коэф-
фициент для перевода из иг в мкг. 

П р и м е ч а н и е . Для перевода размерности из мкг/сут в нмоль/сут по-
лученное по приведенной формуле значение экскреции адреналина умножа-
ют иа 5,458. 

После соответствующих сокращений формула приобретает сле-
дующий вид: 
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6-4-d 
Экскреция адреналина:-^TJQQQ -= а мкг/сут, или 

6-4-d-5,458 
E-IOQQ = а нмоль/сут. 

8-4-d 

Экскреция норадреналина: . IQQQ— = а мкг/сут, или 

8-4-d-5,91I — E i . 1 0 0 Q — = а нмоль/сут, 
где 8 (14—6) — флюоресценция норадреналина (при рН 4,2 и 6,2 в 
условиях метода свечение адреналина одинаково); Ei—флюоресцен-
ция 1 нг норадреналина в условиях опыта. 

Флюоресценцию ДОФА уксуснокислого (х) рассчитывают сле-
дующим образом (в данном примере): 

х = 32 — 
6- E2 8- E3 

E + E 1 

где 32 — флюоресценция адреналина, норадреналина и ДОФА уксу-
снокислого (при светофильтрах 360—550 нм); E2—флюоресценция 
1 нг/мл стандартного раствора адреналина с рН 6,2 и при свето-
фильтрах 360—550 нм; E3—флюоресценция 1 нг/мл стандартного 
раствора норадреналина с рН 6,2 и при светофильтрах 360—550 им. 

Общая флюоресценция ДОФА (уксуснокислый и солянокислый 
элюаты) равна 12+х. 

(12 -L x)-4-d 
Экскреция ДОФА = • |£ 000 = а МКГ/СУТ> и л и 

(12 + x)-4-d-5,071 
Е Й Ш = а нмоль/сут, 

где E4— флюоресценция 1 нг/мл ДОФА с рН 6,2 и при светофильт-
рах 360—550 им; 12 — флюоресценция (в делениях шкалы прибо-
ра) ДОФА солянокислого. 

Определение дофамина. Для исследования дофамина количество 
уксуснокислого элюата, доведенного до рН 6,2 и соответствующее 
1,0 мл исходного элюата, добавляют к 0,5 мл фосфатного буфера 
с рН 6,2 в опытную и контрольную пробы. Объем доводят водой 
до 3,5 мл и окисляют каждую пробу 0,2 мл 0,02 и йода в течение 
4 мин. Затем к опытной пробе доливают 0,5 мл щелочного сульфи-
та, а в контрольную вносят 0,45 мл раствора щелочи. Через 7 мин 
во все пробы помещают по 0,7 мл 5 н уксусной кислоты и содер-
жимое пробирок тщательно взбалтывают. 

Пробы облучают кварцевой лампой на протяжении 15 мин или 
прогревают в водяной бане при температуре + 4 5 0C в течение 30 
мин и после добавления в контрольные пробы по 0,05 мл водного 
сульфита измеряют флюоресценцию раствора в кварцевой кювете. 
По нашему мнению, более предпочтителен вариант обработки проб 
с прогреванием в водяной бане. Для измерения флюоресценции ис-
пользуют первичный светофильтр с максимумом пропускания све-
тового потока прн длине волны 360 нм и вторичный, имеющий мак-
симум пропускания светового потока при длине волны 436 нм. 
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Разница между величинами свечения опытной и контрольной 
проб представляет собой флюоресценцию, обусловленную суммарным 
свечением дофамина и ДОФА (в уксуснокислом элюате). Допустим, 
что она равна 20 делениям. Флюоресценцию ДОФА в условиях оп-
ределения дофамина (окисление йодом и регистрация прн свето-
фильтрах 360—436 нм) рассчитывают по формуле: 

X-E4 

E5-IOOO ' 
где х — указанная ранее флюоресценция ДОФА уксуснокислого при 
окислении его феррицианндом калия (светофильтры 360—550 нм); 
E4— свечение 1 нг/мл ДОФА в тех же условиях; Es— флюоресцен-
ция 1 мкг/мл ДОФА при окислении йодом (светофильтры 360— 
436 нм); 1000—коэффициент для перевода из нг в мкг. 

Тогда на долю дофамина (в нашем примере) приходится: 

2 0 - Е5Х1000 Д е л е н и й -
Экскреция дофамина: 

== 3 МКГ /СУТ» 

где Ей— флюоресценция J мкг/мл стандартного раствор а дофамина, 
окисленного йодом прн светофильтрах 360—436 нм; 5 — разведение 
элюата прн окислении. 

П р и м е ч а н и е . Для изменения размерпости мкг/сут в нмоль/сут по-
лученный результат умножают на коэффициент 6,528. 

Если исследование проводят в порционной моче, то полученный резуль-
тат необходимо разделить на время в мин (ответ получают в мкг 
(нмоль)/мнн). 

Для построения калибровочного графика иа каждую пробу бе-
рут 2 пробирки (опытную и контрольную), в которые разливают 
стандартные растворы адреналина, норадреналнна и ДОФА в таких 
количествах, чтобы концентрация веществ по окончании окисления 
была равной 20, 10 и 5 нг/мл. Для каждой концентрации делают не-
сколько параллельных проб. Недостающее до 2 мл количество до-
полняют буферным раствором с рН 4,2 и 6,2. Далее пробы окисля-
ют феррицианидом калия, как описано выше, и просматривают прн 
тех же наборах светофильтров. Должны быть получены приблизи-
тельно такие результаты: 1) 1 нг/мл адреналина прн рН 4,2 и 6,2 и 
светофильтрах 436—550 и 360—550 нм дает примерно одинаковую 
флюоресценцию; 

2) флюоресценция иорадреналина с рН 4,2 незначительна, с 
рН 6,2 и прн светофильтрах 436—550 им—почти в 2 раза меньше 
аналогичного показателя адреналина, а при светофильтрах 360 — 
550 нм — равна ей; 

3) интенсивность флюоресценции ДОФА при окислении ферри-
цианидом калия с рН 6,2 и светофильтрами 360—550 нм приблизи-
тельно в 2 раза меньше таковых адреналина и норадреналнна в тех 
же условиях. 

Стандартные растворы дофамина и ДОФА разливают в 2 про-
бирки (опытную и контрольную) в количествах: 1,0 мл, 0,5 мл, 
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0,25 мл, соответствующих концентрациям 0,2 мкг/мл, 0,1 мкг/мл, 
0,05 мкг/мл; недостающий объем до 1,0 Мл дополняют буфером с 
р H 6,2. 

Пробы окисляют йодом так же, как описано выше, и регистри-
руют флюоресценцию при светофильтрах 360—436 им. Рассматри-
ваемые показатели люминесценции дофамина и ДОФА близки. При-
мерные величины свечения для 0.2 мкг/мл пробы — 15—18 делений 
для дофамина н 11—13 делений для ДОФА (если измерять флюо-
ресценцию на приборе типа ФМ-1, ФЛ10М, ИФ-1, БИАН-130 и на 
модифицированных по схеме А. Д. Есикова и А. С. Шарова прибо-
рах типа ЭФ-3, ЭФ-ЗМ). 

Нам кажется, что удобнее делать расчет не на 1 мл пробы, 
а на содержимое всей пробы (пример этого расчета мы приводим 
ниже). В нашем флюориметре использовались стандартные прямо-
угольные кварцевые кюветы от спектрофотометра типа СФ-4 (СФ-
4А, СФ-16, СФ-26) общим объемом 4 мл. Поэтому при окислении 
элюата мы добавляли всего лишь 1 мл бндистиллированной воды в 
пробирку, содержащую 1,0 мл фосфатного буфера, 1 мл элюата и 
I мл раствора аскорбиновой кислоты. Вместе с 0,1 мл раствора фер-
рицианида калия общий объем пробы составил 4 мл. Очевидно, в 
каждом конкретном случае определения целесообразнее применять 
тот общий объем раствора, который соответствует кювете флюори-
метра (если она рассчитана на 10,0 мл, лучше всего использовать 
10 мл окисленного раствора, если на 7,0 мл — 7 мл раствора 
и т. д.). 

Рассчитывать содержание адреналина, норадреналина и ДОФА 
в уксуснокислом элюате можно путем решения трех уравнений с 
тремя неизвестными: 

M ^ 2 = 0 ,25-А; M j J = 0,25-A - f 0,1 -НА; 

Mg>2 = 0 ,24-A -j- 0,24-НА -{- 0,12- Д; Hf 2 = 0 ,12-Д. 

В этих уравнениях M^ 2» M g 2 , M^ 2 соответственно обозначают 
показания флюориметра для уксуснокислого элюата, измеренные при 
первом наборе светофильтров с рН 6,2 и 4,2 и при втором наборе 
светофильтров с рН 6,2. Цифры соответствуют показаниям флюо-
риметра для 1 иг (ианограмма) адреналина, норадреналина и ДОФА 
в опытной пробе. 

В солянокислом элюате определяют содержание ДОФА (Д) по 
данной выше формуле, где H^ 2 — показание флюориметра для со-
лянокислого элюата о рН 6,2, измеренное при втором наборе свето-
фильтров; Д — искомое содержание ДОФА (иг) в опытной пробе; 
0,12—показание флюориметра для 1 иг ДОФА в опытной пробе. 
Приведенные коэффициенты — величины, найденные Э. Ш. Матлиной 
с сотр. для использованного ими метода. В наших условиях опреде-
ления были получены другие коэффициенты. Вполне понятно, что 
эти цифры могут быть применены только для иллюстрации способа 
расчета. Путем суммирования содержания ДОФА в уксуснокислом 
и солянокислом элюатах рассчитывают общее содержание: 

M1 , 
A u r = q 25 ' M j 2 = A n r + 0 , 1 - Н А ; 
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Q - В = 0 , 0 1 5 - Д А , где 0,011 и 0,015 — коэффициенты, найденные 
для ДОФА (Д) и дофамина (ДА) в соответствующих условиях опре-
деления; Q — показания флюориметра. 

Формула расчета (общая): 
. __ KAn П Р О б е . 0 , 4 . Д 

»\лв моче — 2000 —а мкг/сут, 
где KA b моче — суточная экскреция с мочой адреналина, норадрена-
лина, дофамина и ДОФА, выраженная в мкг (мкг/сут); KA о UpoGo — 

рассчитанное по приведенным формулам содержание в пробе адре-
налина, норадреналина, дофамина и ДОФА (нг); 0,4—коэффициент, 
получаемый делением 7 (общий объем пробы, мл) на 17,5 (объем 
взятой на анализ мочи — мл); Д — диурез (мл); 1000—коэффици-
ент перевода нг в мкг (в 1 мкг— 1000 нг). 

Например, в случае определения адреналина формула для рас-
чета суточной экскреции этого катехоламина примет вид: 

А - 0 . 4 - Д 
JOOO = мкг/сут, 

где А—содержание адреналина в пробе (нг), найденное по одной 
из вышеприведенных формул. 

П р и м е ч а н и е . Для выражения суточной экскреции адреналина, нор-
адреналина, дофамина и ДОФА в нмоль/сут в числитель помещенной выше 
формулы вносят коэффициенты, которые соответственно составляют 5,458 
(для адреналина), 5,911 (для норадреналина), 6,528 (для дофамина), 5,071 
(для ДОФА). 

Катехоламины п ДОФА у здоровых людей экскретируются в следующих 
количествах (пределы колебаний): адреналин — 2,2—8 мкг/сут (12,0— 
43,7 имоль/сут), норадреналин — 8—100 мкг/сут (47,3—591,0 нмоль/cyr), дофа-
мин—112—450 мкг/сут (730—2930 нмоль/сут; 0,730—2,930 мкмоль/сут), ДОФА— 
8—111 мкг/сут (40.4—563,0 нмоль/сут). 

При исследовании 62 практически здоровых людей мы получили показа-
тели, полностью соответствующие приведенным литературным данным. Гак, 
экскреция ДОФА составила 56±2,29 мкг/сут (282 нмоль/сут), дофамина — 
252,30±0.25 мкг/сут (1640 нмоль/сут; 1,64 мкмоль/сут), норадреналина — 
27.51±1,29 мкг/сут (162 нмоль/сут), адреналина — 6,55±0,25 мкг/сут 
(35,8 нмоль/сут). 
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МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ 
МЕТИЛИРОВАННЫХ ПРОДУКТОВ ОБМЕНА 
КАТЕХОЛАМИНОВ В МОЧЕ 

Главными конечными продуктами биологической н биохимичес-
кой инактивации адреналина, норадреналина и дофамина является 
З-метокси-4-гндроксимиидальная (ванилил-миндальная кислота, ВМК) 
и З-метокси-4-гидроксифенилуксусная кислота (гомованилнновая ки-
слота, ГВК). Эти метаболиты образуются при окснметилировании 
и окислительном дезаминировании катехоламинов. 

Методы их исследования включают следующие этапы: ]) сбор 
материала, 2) гидролиз и экстракцию, 3) разделение метаболитов, 
4) количественное определение. 

Сбор материала и гидролиз мало чем отличаются от описан-
ных для катехоламинов. 

Экстракцию проводят чаще всего этплацетатом. Для дальней-
шего электрофоретнческого или хроматографического исследований 
этнлацетатный экстракт обычно выпаривают досуха в легком токе 
воздуха при H-40—50 0C. 

Электрофорез мочевых продуктов обмена катехоламинов осу-
ществляют в буферах с малой ионной силой: либо в пиридиновом 
(пиридин — уксусная кислота — вода = 30:4;996), либо в ацетатном 
буфере с рН 6,0 (5 мл ледяной уксусной кислоты и 995 мл воды). 

Применяют высоковольтный электрофорез с напряжением 2000 
(Штудниц, Хансон, 1959), 1900—2000 (Цайссль, 1961), 2500—3000 
(Иошинага, Итон с соавт., 1961), 5000 В (В. С. Камышников, 1971), 
с снлой тока соответственно 100, 35—60, 8—12, 4—6 мА на полосу. 

Длительность электрофоретнческого разделения варьирует от 
1,5 до 3 ч. Необходимо охлаждение полос хроматографической бу-
маги до температуры +4°—0°С. 

Клайн и Чернаик (1961) проводили электрофоретическое разде-
ление с силой тока 0,5 мА на ленту в течение 17 ч, с напряжением 
300—400 В. Ваиилил-миндальная кислота в условиях последнего ме-
тода продвигается от места нанесения примерно на половину пути 
к аноду. 

Методы тонкослойной хроматографии пока еше не нашли широ-
кого практического применения в клинике. 

Количественное установление метаболитов катехоламинов про-
изводят различными способами. Для выявления этих веществ на 
хроматограммах и фореграммах используют способность их образо-
вывать ярко окрашенные соединения с диазотированным р-ннтро-
анилином, диазотированной сульфаииловой кислотой, 2,6-днхлорхи-
нонхлорамидом. Окрашенные пятна затем элюпруются и исследуются 
спектрофотометрнчески. Элюцию диазосоедннений после обработки 
р-ннтроанилином чаще всего осуществляют метанольной щелочью, 
спектрофотометрирование ведут при 520—550 нм. 

Как кислые, так и основные метаболиты могут быть подвергну-
ты окислению перйодатом натрия или феррицианидом калия, в ре-
зультате чего 90—100 % этих продуктов переводится в ванилин, оп-
тическую плотность которого затем измеряют спектрофотометрнче-
ски при 350—360 нм. 

Некоторые авторы денситометрируют хроматограммы и форе-
граммы с последующим планиметрическим исследованием денсито-
грамм. 
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При изучении многих из описанных методик (с помощью до-
ступных нам приборов и реактивов) создается впечатление, что из 
всех способов разделения продуктов обмена катехоламинов в моче 
наиболее быстрым и поэтому наиболее удобным для клинико-диаг-
ностических лабораторий является высоковольтный электрофорез. Он 
дает возможность провести определение с начала до конца в тече-
ние одного рабочего дня. Методом электрофореза гораздо четче вы-
деляется фракция ванилил-миндальной кислоты. В то же время при 
отсутствии специального аппарата для высоковольтного фореза мо-
жно применять электрофорез и при более низком напряжении — по-
рядка 300—400 В. В этом случае результаты исследования могут 
быть получены на вторые сутки. 

Определение ванилил-миндальной кислоты 
с использованием электрофореза на бумаге 
(В. В. Меньшиков, Т. Д. Большакова, 1966) 

Принцип. Содержащиеся в моче фенольпые кислоты экстрагиру-
ют уксусно-этиловым эфиром, этилацетат упаривают, сухой экстракт 
растворяют в небольшом объеме абсолютного этанола и наносят на 
полосу хроматографнческой бумаги для электрофоретического раз-
деления. Пятно BMK выявляют окраской диазотированным р-нитро-
анилнном, элюируют метанольной щелочью и проводят колориметри-
ческое определение фракции. 

Реактивы. 1. 3 п HCl и 1 и HCl (нз фиксапалов). 
2. Этилацетат. 
3. Насыщенный раствор NaCl. 
4. Абсолютный этанол. 
5. Раствор для электрофореза, рН 6,0 (готовят доведением ди-

стиллированной водой 5 мл ледяной уксусной кислоты до 1 л в мер-
ной колбе). 

6. Дназотированный паранитроанилин: 
а) смесь, состоящая из 0,5 г р-нитроанилина, 10 мл концен-

трированной HCl и 490 мл воды (получают при нагревании). Для 
приготовления раствора берут бюкс, в котором на аналитических ве-
сах взвешивают нужное количество р-ннтроаннлина, вливают туда 
соответствующий объем концентрированной соляной кислоты и ус-
танавливают бюкс на горячую плитку (работу проводить под тя-
гой), растворяя р-нитроанилин энергичным помешиванием содержи-
мого стеклянной палочкой. После полного растворения содержимое 
бюкса переносят в мерную колбу (через стеклянную воронку, мно-
гократно обмывая водой внутренние стенки бюкса). Раствор хра-
нят в холодильнике; 

б) раствор NaNO2—2 г/л (держат в холодильнике); 
в) раствор K2CO3— 100 г/л (хранят в холодильнике). 
Перед использованием делают смесь холодных растворов: 1 объ-

ем (а) + 1 объем (б) , через 4—5 мин — 2 объема (в). Смесь годна 
1,5 мни (см. примечания к методике определения ВМК). 

7. Раствор метанольной щелочи. Готовят перед употреблением 
из расчета 4 мл на пробу путем сливання 2 частей метанола и 1 ча-
сти раствора Na2CO3 концентрации 20 г/л (см. примечания к мето-
дике определения ВМК). 
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8. Стандартный раствор BMK- Основной водный раствор с кон-
центрацией 100 мкг в 1 мл. Для построения калибровочной кривой 
0,01; 0,02; 0,03; 0,04 мл этого раствора, содержащего соответствен-
но 1; 2; 3; 4 мкг стандарта, проводят через все этапы методики (до-
пускается наносить навеску BMK сразу же на полосы хроматогра-
фической бумаги). 

Ход определения. Для исследования отбирают 1 мл мочи в про-
бирку или колбочку с притертой пробкой. С помощью 1 н HCl дово-
дят пробы до рН 1,0, для очистки от примесей добавляют 1 мл на-
сыщенного раствора NaCl. 

BMK экстрагируют двумя порциями этилацетата по 4 мл, каж-
дый раз встряхивая содержимое пробирки (колбочки) в течение 
1 мин, и дают отстояться 20 мин. Этнлацетатный слой оба раза сли-
вают в другую колбочку и затем высушивают досуха в легком токе 
воздуха в водяной бане при +40—50 0C. 

Сухой остаток растворяют в 0,2 мл абсолютного этанола (дву-
мя порциями по 0,1 мл, обмывая стенки колбочки) и переносят мик-
ропипеткой на ленту из хроматографической бумаги (ширина ее — 
4 см, длина — 43 см) на участок шириной в 1 см, в 13,5—14,5 см 
от катодного конца ленты. 

Лента предварительно должна быть смочена раствором уксусной 
кислоты (реактив 5) и натянута в аппарате для электрофореза. 
Разделение проводят в камерах отечественного производства в аце-
татном растворе (сила тока — 1 мА, напряжение — 330—420 В, дли-
тельность— 18 ч). Через 18 ч ленты фиксируют в течение 30 мин в 
сушильном шкафу при + 8 0 0C, опрыскивают свежеприготовленным 
красителем — дназотированным р-нитроанилином. Затем сушат на 
воздухе на протяжении 1—2 ч. Ванилил-миндальная кислота прояв-
ляется в виде фиолетовой полоски в 12—14 см от места нанесения 
к аноду. Эту полоску вырезают, помещают в пробирку и элюируют 
в течение часа (за это время 2—3 раза следует энергично встрях-
нуть пробы) 4 мл метанольной щелочи. 

Затем производят спектрофотометрию пурпурного элюата BMK 
при 520 нм или его фотоэлектроколориметрию на ФЭКе с зеленым 
светофильтром. В обоих случаях используют кюветы с толщиной 
слоя 10 мм. 

В качестве контрольного применяют элюат из опрысканного ку-
сочка ленты шириной в 1 см, не содержащего фракций мочи. 

Показатели контрольной пробы вычитают из показателей опыт-
ной, по калибровочной кривой определяют количество BMK (мкг) 
в 1 мл исследуемой мочи и полученный результат умножают на 
цифру диуреза (мл). Содержание BMK в моче выражают в 
мкмоль/сут (мг/сут) или (что удобнее для отдельных порций мочи) 
в нмоль (мкг) на мг креатинина. 

Этим методом обнаруживается 88,1 % добавленного к пробам 
мочи стандарта, расхождение параллельных проб в среднем соста-
вляет +3,79 

Нормальные величины экскреции ваннлил-миндальной кисло-
т ы — 3,53—19,2 мкмоль/сут (0,7—3,8 мг/сут), в среднем — 
10 мкмоль/сут (1,92±0,17 мг/сут), или 3,03—15,1 нмоль (0,6— 
3,0 мкг), в среднем—9 нмоль (1,77±0,15 мкг) на мг креатинина. 
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Метод определения в моче ванилил-миндальной, 
5-оксииндолуксусной кислот 
и тирамина (В. С. Камышников, 4971) 

Принцип. После приготовления этаиольного экстракта феиоль-
ных кислот часть раствора наносят на полосу хроматографической 
бумаги для определения BMK методом высоковольтного электрофо-
реза, а в оставшемся количестве экстракта исследуют 5-оксинндолук-
сусную кислоту (5-ОИУК) путем добавления к нему реагентов на 
этот метаболит. Освобожденный от кислых продуктов остаток мо-
чи используют для установления в нем тирамина флюориметриче-
ским методом. 

Реактивы для определения BMK описаны в предыдущем мето-
де, приготовление остальных реагентов дано в методе определения 
5-ОИУК в моче. 

Ход определения. Для исследования в пробирку отбирают 1,5 мл 
мочи (рН 1) из суточного ее количества, добавляют 1,5 мл насы-
щенного раствора NaCl. Экстракцию производят дважды порция-
ми этилацетата ио 4 мл со встряхиванием пробирки в течение 1 мин. 
После каждой экстракции верхний прозрачный этилацетатный слой 
помещают в широкую пробирку с пробкой, через которую под дав-
лением продувают воздух. Затем в той же пробирке выпаривают 
экстракт на водяной бане прн температуре + 47 °С, на что требу-
ется около 10 мин. 

Сухой остаток растворяют в 0,15 мл абсолютного этанола прн 
тщательном смывании стенок пробирки. Из этого объема сразу же 
отсасывают микропнпеткой 0,05 мл раствора и наносят па середину 
подготовленной (предварительно смоченной буфером и отжатой) 
полосы хроматографической бумаги «Ленинградская быстрая» дли-
ной 46 см и шириной 4 см (можно использовать и бумагу других 
марок). 

Электрофорез проводят в растворе уксусной кислоты ионной 
силы 0,25, рН 3, с градиентом потенциала 100 В/см и силой тока 
1,0—1,5 мА/см на протяжении 1,5 ч. Температура пластины, охлаж-
дающей бумажные полосы, при этих параметрах тока не должна 
превышать + 1 4 0C. 

После проявления фракций диазотированным р-иитроанилином 
и высушивания фореграмм в токе воздуха, нагретого до + 8 0 0 C , 
ванилил-миидальную кислоту, выявляемую по стандартному вещест-
ву в виде полоски фиолетового цвета, элюируют метанольной ще-
лочью и проводят спектрофотометрию (или колориметрию на мик-
рофотометре типа МКМФ-1) при длине волны 525 нм. Для контро-
ля элюируют метанольной щелочью часть опрысканного красителем 
чистого участка фореграммы. Показатели контроля вычитают из по-
казателен проб опыта. 

В остатке экстракта определяют 5-ОИУК. Для этого к нему до-
бавляют 2,9 мл дистиллированной воды, 0,3 мл этанольного раство-
ра а-ннтрозо-р-нафтола (0,1 г/100 мл) и 0,3 мл нитрозокислотного 
реактива (приготавливают перед использованием из расчета 0,2 мл 
раствора NaNO2—2,5 г/100 мл на 5 мл 1 н H2SO4). После прогрева-
ния пробы в течение 7 мин на водяной бане (па той же, которую 
применяют для получения сухих экстрактов) и удаления избытка 
а-нитрозо-Р-нафтола встряхиванием содержимого пробирки с 3 мл 
этилацетата нижнюю окрашенную водную фазу сначала переносят в 
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обычную пробирку, а затем спектрофотометрируют прн длине вол-
ны 525 нм. 

Контрольную пробу ставят с водой и реактивами (в одной 
пробе). 

В остатке мочи после устранения из нее кислых продуктов опре-
деляют тирамин. Для этого в пробирку приливают несколько капель 
1 и NH4OH и 0,5 мл боратного буфера с рН IO (31,4 г борной кис-
лоты растворяют в 1 л воды и добавляют примерно 67 мл раствора 
N a O H - 3 0 0 г/л). Остаток мочи промывают дважды порциями этн-
лацетата по 4 мл путем встряхивания пробирки на протяжении 
1 мин. После разделения фаз прозрачный верхний слой органическо-
го экстрагента отсасывают, все количество эфира объединяют и про-
мывают сначала 2, а затем 1 мл 0,2 н HCI в течение 1 мин при энер-
гичном встряхивании пробирки. 

Нижнюю водную фазу, содержащую тирамин, переносят в дру-
гую пробирку, в которую доливают 0,5 мл раствора а-ннтрозо-Р-
нафтола (для определения 5-ОИУК) и 0,5 мл нитрозокислотного 
реактива (готовят перед использованием смешиванием 5 мл разбав-
ленной в 5 раз концентрированной азотной кислоты и 0,1 мл раст-
вора NaN02 с концентрацией 25 г/100 мл). 

Для образования флюоресцирующего комплекса пробирку про-
гревают в водяной бане при температуре + 4 7 0C в течение 30 мин. 

Избыток а-нитрозо-р-нафтола устраняют прибавлением к раст-
вору 4 мл дихлорэтана. 

Почти бесцветную водную фазу отсасывают в центрифужную 
пробирку и флюориметрнруют, применяя интерференционные свето-
фильтры с максимумами пропускания светового потока при длинах 
волн 440 и 526 им (их можно также использовать для исследования 
адреналина и норадреналина). 

По нашим данным, в норме суточная экскреция тирамина сос-
тавляет 231,26+11,78 мкг (около 1260 мкмоль). 

Для оценки результатов учитывают (по калибровочной кривой) 
содержание BMK в 0,5 мл, 5-ОИУК — в 1 мл, тирамина — в 1,5 мл 
мочи, суточный диурез. Возможна дополнительная очистка экстрак-
та при определении 5-ОИУК. 

При очистке экстракта хлороформом (обследование больных с 
извращением обмена аминокислот триптофана, тирозппа, фенилала-
нина) к 3 мл водного раствора, содержащего экстракт из 1 мл мо-
чи, приливают 2 мл хлороформа. Смесь энергично встряхивают 
1 мин. Содержимое переливают в центрифужную пробирку и цент-
рифугируют при 3000 об/мин на протяжении 15 мин. Водную фазу 
переносят в другую пробирку и проводят реакцию с а-ннтрозо-р-наф-
тольиым и нитрозокислотным реактивами по описанному способу. 
Расхождение результатов параллельных исследований при включе-
нии этапа О Ч И С Т К И экстракта хлороформом варьирует от 0,33 до 
7,67 %, составляя в среднем 4,73 %. 

П р и м е ч а н и я к м е т о д и к е о п р е д е л е н и я В M К. Остано-
вимся на рассмотрении тех моментов технического исполнения методики, от 
которых во многом зависит правильность получаемых результатов. 

Этап приготовления реактивов. Все 3 раствора, применяемые для при-
готовления дназотироваиного р-нитроанилнна. хранят прн -M 0C и возобнов-
ляют каждые 4 нед. Непосредственно перед использованием смешивают рав-
ные части растворов р-нитроанилииа и нитрита натрия (после добавления 
нитрита раствор р-нитроанилина почти полиостью обесцвечивается) и прили-
вают две части раствора карбоната натрия (после его внесения должна вновь 
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появиться прежняя желтая окраска р-ннтроанилина). Эту смесь необходим» 
ввести в реакцию в течение 2 мин. 

Раствор для элюции нужно готовить путем постепенного, по кайлим, 
прибавления к раствору карбоната натрия двойного объема метанола (чтобы 
избежать выпадения хлопьев углекислого натрия из-за гораздо меньшей 
растворимости карбоната натрия в метаноле, чем в воде). 

Экстракционные процедуры. Сухой экстракт (по методике Штудннна 
растворенный в этаноле) почти неограниченно долго можно держать в хо-
рошо закупоренной посуде в холодильнике, что позволяет прервать методику 
на этом этапе. 

Хранение фореграмм. Еще не опрысканную дназо-реагентом бумажную 
полосу допустимо сохранять защищенной от света и полностью изолирован-
ной от паров фенола (!) не более 2—3 дней. Следовательно, и на этом эта-
пе методика может быть прервана. 

Обработка фореграмм. После окрашивания бумажных полос раствором 
дназотнрованного р-нитроаннлнна фракция BMK должна быть элюироваиа в 
течение 3 ч (включая п время сушки бумаги в струе холодного воздуха). Че-
рез 4 ч окраска пустых проб (фона) становится интенсивнее, вследствие чего 
получаются более низкие значения экстинкции. Следовательно, элюцню на-
до осуществлять на протяжении 3 ч после окрашивания фореграмм диазотн-
рованиым р-ннтроаннлином. 

Исследование стабильности BMK мочи. По данным Штудннца (I960), со-
держание проб одной и той же мочи при комнатной температуре (+4 °С) как 
в подкисленном, так и в неподкнеленном состоянии в течение 8 дней не ска-
зывается на определении количественного содержания ВМК. He играет роли, 
подкислена моча или нет. Установлено, что хранение подкисленной мочч в 
замороженном состоянии (—20 °С) на протяжении 7 мес (и даже 3 лет) прак-
тически не сказывается на результатах анализа. 

Прн установлении BMK мочи обследуемым нужно исключить нз пищи 
бананы, содержащие большое количество норадреналнна, а также некоторые 
лекарственные препараты: кофеин, салициловую кислоту и некоторые дру-
гие, могущие извратить результаты анализа. 

Клинико-диагностическое значение 
исследования катехоламинов, 
их предшественников и метаболитов 

Прн интерпретации результатов анализа экскреции к а т е х о л -
аминов с мочой н е о б х о д и м о помнить, что выделение катехоламинов 
изменяется с возрастом (табл. 4 5 ) . 

Экскреция адреналина у мужчин и женщин почти одинакова 
во всех возрастных группах, за исключением о б с л е д у е м ы х 12—15 
(у мальчиков выше, чем у девочек ) и 4 1 — 5 0 лет (у мужчин выше, 
чем у ж е н щ и н ) . 

Выделение норадреналнна д о возраста 8—11 лет почти одина-
к о в о ; в дальнейшем о н о возрастает у девочек и превышает экскре-
цию медиатора у мальчиков. И в п о с л е д у ю щ и е периоды экскреция 
его у женщин выше, чем у мужчин. 

Выделение Д О Ф А во все периоды у женщин выше, чем у м у ж -
чин, а дофамина увеличено у женщин по сравнению с таковым у 
м у ж ч и н в в о з р а с т е ' с 12 д о 30 и с 51 д о 60 лет. 

При исследовании экскреции катехоламинов с порционной мочой 
н е о б х о д и м о учитывать, что в утренние и дневные периоды с у т о к вы-
деление катехоламинов , как правило, выше, чем ночью (табл. 4 6 ) . 

Так, если экскреция адреналина и иорадреналина у людей днем 
составляет 7 , 5 ± 1 , 1 (4 ,2—11,5 ) и 3 0 , 9 ± 3 , 5 (17 ,0—41,6 ) нг/мин. т о 
ночью она с н и ж а е т с я соответственно д о 1 , 9 ± 0 , 8 4 (0 ,3—5,86) и 
1 1 , 3 ± 4 , 2 (2 ,3—30,4) иг/мни (В . В. Меньшиков , 1961) . Более деталь-
но изменение экскреции адреналина, иорадреналина и их предшест -
венников дофамина и Д О Ф А в зависимости о т времени с у т о к иссле-
д о в а н о Э. Ш . Матлиной, 3 . М . Киселевой и И. Э. Софиевой (1965) 
(табл. 46 ) . 
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Табл. 45. П о к а з а т е л и с у т о ч н о й э к с к р е ц и и к а т е х о л а м и н о в и Д О Ф А с м о ч о й ( x ± S x ) у з д о р о в ы х л ю д е й р а з н о г о 
в о з р а с т а ( д а н н ы е Т . Д . Б о л ь ш а к о в о й с с о а в т . , 1 9 6 9 ) 

В о з р а с т 

Адреналин Норздреналин Дофамин Д О Ф А 

В о з р а с т 

( м к г / с у т , н м о л ь / с у т ) ( м к г / с у т . н м о л ь / с у т ) ( м к г / с у т , н м о л ь / с у т ) ( м к г / с у т , н м о л ь / с у т ) 

Д о 1 мес 0 , 4 ± 0 , 1 2 , 1 8 1 , 3 ± 0 , 2 7 , 7 1 5 , 0 + 2 , 6 9 8 , 0 — — 

11 мес 2 , 5 + 0 , 3 1 3 , 6 5 , O i O , 6 2 9 , 6 5 3 , 0 5 , 9 3 4 6 , 0 1 2 , 5 + 1 , 2 6 3 , 3 

1 - 3 г 5 , 0 + 0 , 3 2 7 , 8 6 , 5 + 0 , 5 3 8 , 4 6 4 , 4 ± 4 , 2 4 2 1 , 0 1 7 , 0 + 1 , 4 8 6 , 2 

4 — 7 л е т 4 , 3 - 0 , 4 2 3 , 5 1 0 , 9 + 1 , 7 6 4 , 4 6 8 , 6 + 1 0 , 3 4 4 7 , 0 — — 

8 - 1 1 » 6 , 2 ± 0 , 6 3 3 , 8 1 6 , 4 + 2 , 6 9 6 , 9 8 2 , 3 + 1 4 , 5 5 3 7 , 0 — — 

1 2 - 1 5 » 6 , 9 л 1 , 0 3 7 , 7 2 5 , 8 + 4 , 6 1 5 3 , 4 1 2 4 , 2 + 2 7 , 9 8 1 0 , 0 — — 

1 6 — 2 0 » 6 , 5 i 0 , 3 3 5 , 5 1 7 , 3 J ; 0 , 8 1 0 2 , 3 2 5 1 , 2 + 2 1 , 8 1 6 3 5 , 0 5 1 , 1 ± 4 , 2 2 5 8 , 0 

2 1 - 3 0 » 5 , 6 - 0 , 3 3 0 , 6 2 0 , 4 + 1 , 9 1 2 0 , 0 3 2 4 , 1 + 2 8 , 6 2 1 8 0 , 0 4 8 , 8 + 4 , 6 2 4 7 , 0 

3 1 — 4 0 » 5 , 4 ± 0 , 3 2 9 , 5 1 7 , 9 - 0 , 3 1 0 5 , 8 3 2 2 , 5 ± 2 7 . 5 2 1 0 0 , 0 5 1 , 3 ± 4 , 4 2 6 0 , 0 

4 1 - 5 0 » 7 , 9 _ 0 , 8 4 3 , 1 1 5 , 2 - 2 , 8 8 9 , 8 3 0 0 , 0 . . : 1 7 , 3 1 9 6 0 , 0 4 0 , 4 + 1 0 , 8 2 2 2 , 0 

5 1 — 6 0 » 3 , 5 ± 0 , 4 1 9 , 1 1 4 , 0 + 1 , 7 8 2 , 8 3 8 3 , 3 - 5 7 , 6 2 5 0 0 , 0 3 1 , 8 + 5 , 5 1 6 1 , 0 



Табл. 46. Динамика выделения катехоламинов и ДОФА в нг/мин 
с мочой здоровых взрослых людей в течение суток 

Суточная периодика экскреции катехоламинов у детей первого 
полугодия жизни такова: максимум выделения адреналина прихо-
дится на дневные часы, норадреналин обнаруживает два пика 
экскреции — с 9 до 12 ч и с 18 до 21 ч. Минимальная экскреция 
норадреналнна отмечается между 3—6, 15—16 и 21—24 ч. Во вто-
ром полугодии жизни максимальный подъем уровня выделения ад-
реналина наблюдается у детей в утренние часы — с 6 до 9, мини-
мум экскреции — в ночное время. Суточная динамика выделения иор-
адреналина такая же, как и в первом полугодии. 

Курение, физическая нагрузка, эмоциональный стресс вызывают 
повышение экскреции катехоламинов с мочой. 

Рассмотрение основных путей биосинтеза и метаболизма кате-
холаминов позволяет прийти к выводу о том, что для наиболее пол-
ного суждения о состоянии симпато-адреналовой системы у больного 
необходимо исследовать по возможности все основные звенья мета-
болизма катехоламинов — от их предшественников до гомованилн-
новой и ванилил-миндальной кислоты. Только в этом случае можно 
судить о резервных возможностях симпато-адреналовой системы, ак-
тивности ее гормонального и меднаторного звеньев и общем объеме 
образующихся в организме гормонов-медиаторов. 

Разумеется, результаты биохимического исследования долл<ны 
быть подкреплены и данными клинического наблюдения, так как бы-
ло бы весьма односторонне изучать одни лишь показатели обмена 
катехоламинов, не учитывая при этом степени чувствительности 
организма больного к их влиянию. 

В этом смысле заслуживает всяческого одобрения метод функ-
циональных проб (Г. Н. Кассиль, Э. 111. Матлипа и др.), позволяю-
щий «встряхнуть» у больного парасимпатическую и симпатическую 
системы, с тем чтобы составить представление о границах гомео-
стаза. 

Вообще же участие симпато-адреналовой системы в механизмах 
нейрогуморальной регуляции настолько многогранно, что требует 
детального освещения. 

Уже давно было высказано предположение о том, что в разви-
тии реакции напряжения (стресс) в организме и активации при этом 
системы гипоталамус — гипофиз — кора надпочечников ведущая роль 
принадлежит адреналину. 

Возникновение диэнцефального синдрома и других заболеваний 
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Время суток Адреналин Норадреналин Дофамин ДОФА 

7—11 ч 4 ,8 + 0,64 1 5 , 5 ± 1 , 8 261,0 + 39,0 3 8 , 5 ± 5 , 5 

11—15 ч 6 , 0 ± 1,2 12,2 + 2,1 234,0 + 34,0 38,0 + 8 ,2 

15—21 ч 4,5±0,63 17 ,0±2 ,4 281 ,0±39 ,0 3 2 , 1 + 5 , 2 

21—7 ч 1,7 + 0,35 8 , 4 ± 1 , 6 162,0 + 40,0 3 3 , 0 ± 9 , 3 



связано с изменением количеств*"" 0 ™ содержания в организме ад-
реналина, норадреналина, их предшественников и метаболитов. Что 
же касается извращения обмен*» катехоламинов, то оно часто рас-
сматривается в клинике нервных н психических болезнен. 

Многочисленными и с с л е д о в я ^ и я м и в о б лэстн биохимии биоген-
ных аминов показано большое з**а ч е н 0 й е э т и х соединении в деятель-
ности центральной нервной системы. В настоящее время не вызыва-
ет сомнения, что как сами к а т е х < ? л а м " н ы ' т а к и и х о б м е н т е с н о в я -
заны прежде всего с ф у н к ц и о н а л ь н ы м состоянием головного мозга. 
Катехоламниы являются активны м И Участниками нервных процессов, 
и нарушение их обмена может играть существенную роль в разви-
тии нервных и психических з а б о Л с в а т , и * 

Доказана важная и даже к л ^ ч е в а я позиция обмена катехолами-
нов в возникновении расстройств Двигательного автоматизма и мы-
шечного тонуса (паркинсонизм), эмоциональной сферы (аффектив-
ная патология), высших форм целенаправленной деятельности и мы-
шления (шизофрения). 

Нарушения в регуляции „ « у с т н о г о тонуса и двигательных ав-
томатизмов (патология э к с т р а п н р а м и д и ? и системы, клинически про-
являющаяся в синдроме паркинс<? н и з м а ) сопровождаются выражен-
ными изменениями в обмене К а т < ? х о л а м и н о в ' в основном на уровне 
дофамина. Прн паркинсонизме концентрация дофамина в головном 
мозге резко падает (в черной с / б с т а н ц и и о н а составляет только 
15 % от наблюдаемой в норме), т о В Р ™ Я к а к содержание норад-
реналина снижается в значительней меньшей степени. 

Тесная связь симпато -адренаЛ о в о и системы с состоянием эмоци-
ональной сферы обусловливает значительный интерес к изучению 
катехоламинов при аффективной патологии. Показано, что при такой 
выраженной патологии э м о ц я о н а Л ь н о й с Ф е Р ы . к а к маниакально-де-
прессивный психоз, выделение K 3 f е х о л а м н н о в резко меняется в за-
висимости от фазы заболевания: в Депрессивной фазе значительно 
увеличивается суточная экскреций адреналина и снижается выделе-
ние норадреналина, для м а и и а к а / * ь , ю г 0 состояния характерным яв-
ляется многократное возрастание экскреции норадреналина. Отмече-
но снижение уровня адреналина случаях умственной отсталости 
Недостаточная функция мозгового вещества надпочечников и низкий 
уровень адреналина в крови м о г у ^ привести к нарколепсии и нару-
шению смены сна и бодрствования*-

Изучение процессов п р е в р а т и * и я катехоламинов и физиологичес-
кой активности возникающих пр*< э т о м метаболитов приобретает 
особое значение в патохимин шизо чтении. 

Не менее актуальна для С о в р ^ м е н н о и клиники проблема изуче-
ния катехоламинов и при сердечно-сосудистых заболеваниях, что 
можно проиллюстрировать на п р и з е р е гипертонии и коронарной не-
достаточности. . ш 

В схеме патогенеза г и п е р т о г * и ч е с к о и болезни катехоламинам 
справедливо отводят роль промеж уточного звена в становлении ги-
пертонического состояния. Это предположение подтверждается вы-
явлением отчетливого повышения с^Держания катехоламинов в орга-
низме больного во время rHnepTOHV< 4 e C K " x KPH 3 O B -

По данным исследований п о с / * е д н . н х л е т - Р о л ь гормонов-медиа-
торов в патогенезе сердечно-сосуд* с т о и недостаточности сводится не 
только к нарушению доставки к р » р н к сеРДЦУ. но и к изменению 
биохимических процессов в нем. 
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Рааб выдвинул концепцию о способности катехоламинов нитей 
енфнцировать поглощение кислорода гканыо миокарда, что не удов-
летворяется достаточным повышением коронарного кровотока. 
В этих условиях энергетическая активность сердца надает, возника-
ет гипоксия миокарда с накоплением молочной кислоты. 

Выделение катехоламинов повышено при кризах гипертоничес-
кой болезни, в острый период инфаркта миокарда, при приступах 
стенокардии. 

Гипотоническая болезнь также сопровождается выраженными 
нарушениями а обмене упомянутых гормонов-медиаторов и их пред-
шественников. Так, рядом авторов отмечено резкое уменьшение 
экскреции дофамина мри этом заболевании, что наводит на мысль 
о какой-то поломке в цепи биосинтеза факторов, способствующих 
поддержанию на должном уровне кровяного давления. 

Роль катехоламинов в организме так многогранна, что она ска-
зывается не только в геиезе целого ряда нервно-психических и тера-
певтических заболеваний. «Тонкое» исследование обмена гормонов-
медиаторов способствует правильной диагностике многих хирургиче-
ских заболеваний и выбору наиболее рациональной тактики веде-
ния больного как при осуществлении сложных полостных операций 
с применением гипотермии и искусственного кровообращения, так и 
при даче больному различных видов наркоза. 

При обследовании больного с так называемой «эссенциальной» 
гипертонией нужно всегда помнить о возможности наличия у него 
феохромоцитомы—гормонально активной опухоли мозгового вещест-
ва надпочечников. Феохромоцитома, как правило, сопровождается 
значительным увеличением продукции катехоламинов. Содержание 
катехолам!шов при этом в десятки раз превосходит тот небольшой 
подъем, который наблюдается в период кризов при гипертонической 
болезни, что и позволяет C высокой степенью достоверности отдиф-
ференцировать феохромоцитому от гипертонической болезни и диэн-
цефальных кризов. Часто исследование катехоламинов является 
единственным тестом, позволяющим поставить диагноз феохромоци-
томы и симнатоганглиобластомы. 

Тесные корреляции т-жду уровнем кровяного давления н кате-
холаминемией были установлены и при адднеоковои болезни. 

Жировое перерождение печени в результате воздействия четы-
реххлористого углерода на организм человека в значительной мере 
обусловлено повреждающим влиянием катехоламинов на паренхиму 
печени. Увеличение экскреции катехоламинов обнаружено также прн 
гепатитах н циррозах печени, при обострениях язвенной болезни же-
лудка и 12-нерстной кишки. Нарушение экскреторной функции по-
чек не может не привести к задержке катехоламинов в кровенос-
ном русле, в связи с чем оно может иметь значение в патогенезе 
уремии. Остро протекающие инфекционные заболевания (различной 
этиологии токсические диспепсии и другие) нередко сопровождают-
ся коллзптоидным состоянием за счет поражения хромаффинной 
ткани. Да и сама лихорадка обусловлена изменением соотношения 
адреналина и норадреналнна в определенных центрах головного моз-
га. При коллагенозах выделение катехоламинов снижается. Острые 
лейкозы у детей вызывают полную дегенерацию хромаффинной тка-
ни'с исчезновением реакции на катехоламииы. 
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И С С Л Е Д О В А Н И Е С И С Т Е М Ы 

С Е Р О Т О Н И Н — 5 - Г И Д Р О К С И И Н Д О Л У К С У С Н А Я К И С Л О Т А 

Весьма важным гуморальным регулятором, принимающим актив-
ное участие в осуществлении процессов гомеостаза, является 5-гпд-
рокситриптамип. Это вещество, содержащееся в крови в ничтожно 
малой концентрации, в отличие от других биогенных аминов (тир-
амина, гистамниа, триптамина) обладает выраженным сосудосужи-
вающим действием. Названное в силу этого серотонином, оно, как 
оказалось, ничем не отличается от обнаруженного Эрспамсром энте-
рамина и открытого Дукером тромботонниа. 

Установление важной роли ссротоиина в проявлении многих фи-
зиологических процессов потребовало разработки специфических ме-
тодов количественного определения этого амина в биологическом ма-
териале. 

Один из наиболее чувствительных методов количественного уста-
новления серотонина — биологический—основывается на способно-
сти 5-гидрокситриптамнна вызывать сокращение гладкой мускулату-
ры (толстой кишки, желудка, рога матки и т. д.) эксперименталь-
ных животных. К сожалению, ему присущи все обычные для 
биологических способов недостатки: небольшая специфичность, раз-
личная чувствительность тест-объекта, трудности, связанные с необ-
ходимостью содержания в условиях клиники лабораторных живот-
ных. 

Колориметрические методы определения серотонина и родствен-
ных ему аминов обусловлены их способностью образовывать с а-
ннтрозо-р-нафтолом окрашенные соединения, обладающие макси-
мальной абсорбцией прн 540 им. Ввиду необходимости в использо-
вании значительных количеств субстрата для получения достаточно 
интенсивной окраски эти способы нашли наибольшее применение 
при исследовании содержания 5-ОИУК в моче и для контроля за 
интенсивностью протекания соответствующих ферментных реакций в 
тканях. 

В последние годы в практику биохимического исследования во-
шли методы, базирующиеся на способности серотонина в опреде-
ленных условиях испускать свет флюоресценции. В нейтральных н 
слабокислых растворах максимум спектра флюоресценции 5-гидро-
ксииндолов приходится на 330 нм при ее возбуждении ультрафио-
летовыми лучами с длиной волны 295 им (без поправок). С повы-
шением кислотности среды (путем добавления соляной кислоты) ин-
тенсивность флюоресценции при 330 нм падает и одновременно по-
является новый максимум ее прн 550 им (без поправок). 

Наиболее широко распространенный способ определения содер-
жания серотонина в тканях состоит в экстракции его п-бутанолом 
из насыщенных солыо подщелоченных тканевых гомогенатов; при 
добавлении к н-бутанолу гептана и подкнелении среды серотонин 
снова переводится в водную фазу. После этого осуществляют флюо-
риметрический анализ подкисленного раствора серотонина с учетом 
флюоресценции соответствующего стандартного раствора и реакти-
вов. Следует отметить, что классический флюоресцентный метод (Bo-
данский с сотр., 1958; Вайсбах, Воолкес, Юдеифренд, 1958; Юден-
френд, 1963) труднодоступен (требует интерференционного свето-
фильтра на 296 нм и кварцевой оптики) и может дать ошибочные 
результаты при наличии и среде 5-метокситриптамина и N-метильных 
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производных. В 1965 г. Снндер с соавт. разработали новый способ 
исследования серотоиина, основанный на переводе его во флюоро-
фор за счет конденсации 5-гидрокситриптамина с иннгидрниом и про 
ведения последующей флюорнметрии при длинах волн: возбуждс 
иия—380 нм и'флюоресценции — 490—500 нм. Преимуществом это 
го метода являются его большая доступность, высокая специфич-
ность: различные производные триптамииа (такие, как 5-метокси , 
4- и 6-оксн-, N-замещенные), мелатонин, а также 5-окситринтофаи, 
5-гидрокспипдолуксусная кислота и многие другие вещества не об-
наруживаются этим методом. Последний был значительно усовер-
шенствован В. И. Кулинским и Л. С. Костюковской. 

И все же, иа наш взгляд, наиболее приемлемым для применения 
в клинико-диагностических лабораториях является высокоснецифич-
иый метод, базирующийся па способности о-фталевого альдегида 
образовывать флюоресцирующие комплексы с 3,5-замещенными ин-
долами. Чувствительность этой реакции значительно повышается в 
присутствии L-цистеина. Этот сравнительно нетрудоемкий метод 
требует для проведения исследования (при использовании стандарт-
ного флюориметра) не более 2 ч. Приводим его описание (Е. Б. Ло-
бода, Ю. А. Макаров, 1974) в нашей модификации. 

Определение серогонина 
в крови флюориметрическим методом 
с о-фталевым альдегидом 

Реактивы. 1. Раствор трихлоруксусиой кислоты — 200 г/л. 
2. и-Бутаиол, промытый 1 и щелочью NaOH, I н соляной кисло-

той, 3 раза дистиллированной водой и перегнанный. 
3. и-Гептан, промытый 1 и щелочью NaOlI, 1 н соляной кисло-

той, 3 раза дистиллированной водой и перегнанный. 
4. Раствор цистеина — 0,1 г/100 мл в 0,1 н HCl. 
5. Раствор о-фталевого альдегида — 0,004 г/100 мл в концен-

трированной HCl. 
Вначале готовят основной, маточный, раствор в концентрации 

0,4 г/100 мл: 40 мг о-фталевого альдегида растворяют в 10 мл кон-
центрированной HCl. Хранят в замороженном состоянии. 

Из основного раствора получают рабочий (0,004 г/100 мл) раз-
бавлением первого в 100 раз: 0,1 мл основного раствора доводят 
концентрированной HCl до 10 мл. 

6. Стандартный раствор серотоиина. Основной раствор готовят 
в концентрации 60 мкг/мл, или 6000 мкг в 100 мл. Следовательно, 
для его получения необходимо 6 мг серотоннна-креатинин-сульфата 
растворить в 100 мл бидистиллированной воды. Содержат в замо-
роженном состоянии. 

Из основного готовят рабочий раствор разбавлением первого 
в 100 раз: к 0,1 мл основного раствора доливают 9,9 мл воды. Этот 
рабочий раствор содержит 0,6 мкг/мл серотонина-креатниии-сульфа-
та, или 0,26 мкг/мл серотонина-основания (1 мг основания серотоии-
на соответствует 2,3 мг серотоннна-креатинин-сульфата). Следова-
тельно, в 1 мл содержится 0,26 мкг серотонина-основания, в 
0,1 мл — 0,026 мкг основания серотоиина. 

Все реактивы приготовляют па бидистиллированной воде. 
Ход определения. 1\ I мл плазмы (или цельной крови) добавля-
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ют 1 мл трихлоруксусной кислоты, пробу центрифугируют. Надоса-
дочную жидкость переносят в пробирку с притертой пробкой, содер-
жащую '2,5 мл н-бутанола, смесь энергично встряхивают (в руках 
или шуттель-аппарате) в течение 5 мин, затем центрифугируют (5 
мин при 3000 об/мин), п-Бутанол отсасывают и переносят в пробир-
ку с 3,0 мл бидистнллированной воды, 0,1 мл рабочего раствора цис-
теина и 5 мл н-гептана. Пробирку энергично встряхивают 5 мин и 
центрифугируют на протяжении 5 мни при 3000 об/мин. 

Водную фазу помещают в обычную пробирку с 1,8 мл раствора 
о-фталевого альдегида, которую прогревают в течение 15 мин в ки-
пящей водяной бане. После охлаждения измеряют флюоресценцию 
пробы при длинах волн 360 и 480 нм. В случае, если после охлаж-
дения опытные пробы становятся мутными, их следует перенести в 
полиэтиленовые пробирки и отцентрифугировать. 

Контрольную пробу ставят путем доливания к смеси, состоя-
щей из 3,0 мл воды и 0,1 мл раствора цистеина, 1,8 мл о-фталевого 
альдегида с последующим ее прогреванием и охлаждением. 

Стандартную пробу готовят добавлением к смеси из 3,0 мл воды 
и 0,1 мл раствора цистеина 0,1 мл рабочего раствора серотонина, 
1,8 мл о-фталевого альдегида с последующим ее прогреванием и ох-
лаждением. 

Расчет производят по формуле: 

4 W - M 2 6 
— — ф = а мкг/мл, 

ст. 

где а — концентрация серотонина-основання в пробе (мкг/мл); Ф0гт.— 
показания флюориметра для опытной пробы; Ф с т .— показания флю-
ориметра для стандартной пробы. 

Для выражения концентрации серотонина (5-гндрокснтриптами-
иа) в мкмоль/л пользуются формулой: 

Ф о п -0,026-100-0,05675 
— — ф = а мкмоль/л, 

СТ. 

где 100 — фактор пересчета мкг на 100 мл биологической жидко-
сти; 0,05675 —фактор перевода размерности мкг/100 мл в 
мкмоль/л. После сокращения получаем: 

Ф о п -0,14755 
:-ф — а мкмоль/л. 

ст. 

В норме содержание серотонина в плазме крови составляет 
4,4±0,9 мкг/100 мл, или около 0,3 мкмоль/л. 

В литературе широко обсуждается вопрос о преимуществах оп-
ределения серотонина в тех или иных компонентах крови. Большин-
ство авторов сходится на том, что лучше исследовать не цельную 
кровь или сыворотку (в сыворотке содержание серотонина составля-
ет 1/10 часть уровня цельной крови), а плазму, так как в присут-
ствии эритроцитов происходит потеря большого количества' серото-
нина. Для сохранения последнего очень важно брать кровь в поли-
этиленовые пробирки, не применяя при этом способ освобождения 
серотонина из тромбоцитов путем замораживания и оттаивания 
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плазмы. Взятие крови в полиэтиленовые пробирки ие приводит к 
массивному разрушению тромбоцитов и эритроцитов, что позволяет 
определить содержание свободного серотоиина в плазме. 

О П Р Е Д Е Л Е Н И Е 5 - Г И Д Р О К С И И Н Д О Л У К С У С Н О Й 

К И С Л О Т Ы В М О Ч Е 

Главным конечным метаболитом серотоиина является 5-гидрок-
сипндолуксусная кислота. 

Схематично образование этого метаболита можно представить 
следующим образом: 

б- гидрокситриптамин моноамипоксидаза^ 5-гидрокеииндолацеталь-
дегпд альдегиддегидрогеназа 5 _ г а д р о к с и ш д о л у к с у с а а я кислота. 

Методы изучения экскреции с мочой 5-ОИУК значительно проще 
способов определения концентрации серотоиина в крови. Вместе с 
тем они являются достаточно адекватными для оценки продукции 
серотоиина в организме. 

I. Флюориметрические методы основываются на: I) реакции об-
разования флюорофоров в слабокислой или нейтральной среде. 
В ней максимум спектра флюоресценции 5-ОИУК приходится на 
длину волны 330 нм при возбуждении свечения ультрафиолетовыми 
лучами с длиной волны 295 им; 

2) реакции образования флюорофоров в сильнокислой среде. 
При этом максимум флюоресценции при возбуждении свечения уль-
трафиолетовыми лучами сдвигается в видимую область спектра -
550 нм; 

3) реакции с о-фталевым альдегидом. 
II. Колориметрические методы базируются на способности ин-

долов давать окраску с различными соединениями: ксантгидролом, 
диазотироваиной сульфаииловой кислотой, нафтохиноном, ванили-
ном, ос-нитрозо-Р-нафтолом (Юденфренд, 1955; Сьёердсма с соавт., 
1955; Пирс, 1956; Мак-Фарлан, 1956). Из всех перечисленных реак-
ций наиболее широко используется свойство индолов реагировать с 
а-нитрозо-|5-нафтолом. 5-ОИУК при взаимодействии с ним в опре-
деленных условиях образует окрашенное соединение (сиреиево-розо-
вого цвета), имеющее характерный спектр абсорбции с максимумом 
поглощения при 530—540 нм. На этом принципе основан предложен-
ный Съёердсма в 1955 г. полуколнчественный метод исследования 
5-ОИУК в моче. 

В 1955 г. Юденфренд с соавт. разработали колориметрический 
способ определенна 5-ОИУК, состоящий в первоначальной обработ -
ке мочи 2,4-динитрофенилгидразином (для удаления кетокислот), по-
следующей экстракции в хлороформ индолуксусной и других мешаю-
щих определению 5-ОИУК продуктов, насыщении мочи хлористым 
натрием (для увеличения коэффициента распределения 5-ОИУК ме-
жду водой и диэтиловым эфиром), экстракции 5-ОИУК эфиром с 
дальнейшим возвращением ее в фосфатный буфер (рН 7,0) и прове-
дением реакции с а-нитрозо-Р-нафтолом (в присутствии азотистой 
кислоты). Образующиеся при этом продукты (сиренево-розового 
цвета) выявляются лишь после добавления уксусноэтнлового эфира. 
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Интенсивность окраски измеряют на спектрофотометре или ФЭКе 
при длине волны 500—540 нм. 

В 1958 г. Пирс предложил модификацию метода Мак-Фарлана 
с соавт. (1956), заключающуюся в том, что 5-ОИУК экстрагируют 
из 5 мл подкисленной и насыщенной сухим NaCl мочи 25 мл эфира; 
20 мл эфирного слоя отсасывают и выпаривают досуха; сухой экст-
ракт растворяют в 4 мл воды и проводят цветную реакцию с а-
нитрозо-|3-иафтолом. Процент выхода стандартного вещества 5-
ОИУК в методе Пирса составляет 80—85 %. 

В. С. Камышников (1968) изменил этот метод, повысив его спе-
цифичность. 

III. Хроматографические способы базируются на том, что эфир-
ный или этилацетатный экстракт 5-ОИУК наносят в виде пятна на 
полосу бумаги или на пластинку с носителем — целлюлозой, силн-
кагелем (тонкослойная хроматография). После проведения одно-нлн 
двунаправленной хроматографии в сольвентиых спстемах хромато-
граммы высушивают, а затем проявляют. Участок, соответствующий 
5-ОИУК, либо вырезают (при бумажной хроматографии), либо со-
скабливают (при тонкослойной хроматографии) для осуществления 
последующей элюции. В элюате колориметрически определяют 
5-ОИУК. 

IV. Электрофоретические методы, как п хроматографические, да-
ют возможность не только исследовать 5-гндроксииндолуксусную ки-
слоту, но и выявить метаболиты катехоламинов (в частности ВМК). 
К сожалению, они остаются все еще труднодоступными для широ-
кого практического применения. 

Таким образом, в настоящее время наиболее пригодны для оп-
ределения 5-ОИУК колориметрические методы Юденфренда с соавт. 
(1955) и В. С. Камышникова (1968). Они просты, позволяют в те-
чение небольшого промежутка времени выполнить большое количест-
во анализов, обладают высокой специфичностью и чувствитель-
ностью. Утверждены в качестве унифицированных. 

Перед сбором мочи обследуемым необходимо исключить из пи-
щи (по меньшей мере за три дня до анализа) продукты с большим 
количеством серотонина, а именно: грецкие орехн, бананы, томаты, 
ананасы, смородину, сливы, крыжовник, телятину, печенку, сыр и 
продукты, содержащие сою. 

В качестве консерванта используют 10 мл 5 и HCl (на 1000— 
2000 мл мочи), а также смссь из 3 мл толуола и 25 мл ледяной 
уксусной кислоты либо серную кислоту (100 г/л), добавляемую к мо-
че в соотношении 1:10. 

Моча с консервантом, подкисленная до рН 1—2, может хра-
ниться до исследования в холодильнике в течение нескольких дней. 

Определение 5-гидроксииндолуксусной кислоты 
в моче по реакции с а-нитрозо-Р-нафтолом 
(Юденфренд, Титус, Вайссбах, 1955) 

Принцип. Метод базируется на реакции связывания иитрозонаф-
тола с веществами группы индола, что сопровождается развитием 
окраски, интенсивность которой пропорциональна содержанию 5-
ОПУК в моче. 

Реактивы. 1. Хлороформ х. ч. перегнанный. , 

342 



2. Этиловым эфир х. ч., промытый 1 раз раствором сернокислн-
vo железа (1 г/л) для удаления перекисей и 2 раза — дистиллиро-
ванной водой. 

3. Уксусноэтиловый эфир х. ч. 
4. 0,5 и фосфатный буфер, рИ 7,0. Хранят в холодильнике. 
5. Раствор а-нитрозо-Р-нафтола в обезвоженном и отогнанном 

2 раза этиловом спирте (1 г/л). Держат в холодильнике. 
6. Этиловый спирт, обезвоженный расплавленным едким кали, 

добавленным из расчета 5,0 г КОМ на 500 мл этанола. Смесь оста-
вляют на 10—14 дней, после чего спирт дважды отгоняют. 

7. Раствор 2,4-динитрофсиилгидразина в 2 и соляной кислоте — 
5 г/л. 

8. 2 и серная кислота (готовят нз фиксанала). 
9. Раствор азотистокислого натрня (NaNO2)—2,5 г/100 мл. Хра-

пят в холодильнике. 
10. Пнтрозо-реактнв. Делают непосредственно перед использо-

ванием. К 5 мл 2 и серной кислоты доливают 2 мл раствора азотис-
токислого натрия. 

11. NaCl х. ч. 
12. Стандартный раствор 5-ОИУК- Получают основной раствор 

5-ОИУК в концентрации 100 мкг/мл. 10 мг взвешенной на аналити-
ческих весах (в бюксе или часовом стекле) кристаллической 5-
ОИУК растворяют в небольшом объеме дистиллированной воды, пе-
реносят в мерную колбу па 100 мл и доводят объем дистиллиро-
ванной водой до 100 мл. Раствор держат в холодильнике. 

Ход определения, б мл мочп помещают в делительную (па 50 
100 мл) воронку, приливают 6 мл раствора 2,4-днмитрофенплгпдра-
зина, содержимое воронки слегка встряхивают и оставляют на 30 
мин. Затем прибавляют 20 мл хлороформа и смесь взбалтывают 
5 мин, отстаивают в течение 2—5 мин, центрифугируют, хлороформ 
сливают через кран делительной воронки, добавляют чистый хлоро-
форм и эту процедуру повторяют вновь. 

10 мл водной фазы переносят в делительную воронку, в которую 
всыпают 4 г хлористого натрия и приливают 25 мл этилового эфи-
ра, смесь встряхивают 15 мин и центрифугируют, 20 мл эфирного 
экстракта помещают в другую пробирку, в которую добавляют 2,5 
мл фосфатного буфера с рН 7,0. 

2 мл водной фазы отсасывают со дна пробирки, переносят и 
чистую пробирку со шлифом на 15—20 мл, доливают 1 мл раство-
ра а-нитрозо-р-иафтола, содержимое пробирки перемешивают, до-
бавляют 1 мл питрозо-реактива (свежеприготовленного!), затем 
опять хорошо встряхивают и ставят в водяную баню с температу-
рой + 3 7 0C на 10 мин. 

В каждую пробу вносят 5 мл этилацетата, встряхивают, слой 
этилацетата удаляют отсасыванием и вновь повторяют процедуру. 
После отстаивания водную фазу осторожно переносят с помощью 
пастеровской пипетки в кювету с шириной слоя 10 мм. Раствор ко-
лорнметрируют на ФЭКе с зеленым светофильтром (длина волны 
540 нм). Результаты сравнивают с аналогичными данными контроль-
ной пробы. 

Для подготовки контрольной пробы 6 мл дистиллированной во-
ды обрабатывают так же, как опытные пробы. 

Расчет ведут по калибровочному графику. 
Для получения данных к построению калибровочной кривой из 
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основного стандартного раствора делают ряд разведений с концен-
трацией 10; 25; 50; 75 и 100 мкг/мл. Стандартные растворы обраба-
тывают так же, как и опытные. 

Вычисление экскреции 5-ОИУК в суточной моче (мг/сут) произ-
водят но формуле: 

где с — с о д е р ж а н и е 5-ОИУК в пробе (мкг); d — суточное количе-
ство мочи (мл); б — количество мочи, взятое в пробу (мл); 1000 — 
коэффициент пересчета иа мг. 

Для расчета величины экскреции в мкмоль/сут следует исполь-
зовать формулу: 

c -d-0 ,0057 
^ = а мкмоль/сут, 

где 0,0057 — фактор пересчета мкг в мкмоль. 
Величину экскреции 5-ОИУК с порционной мочой (мкг/ч) опре-

деляют по формуле: 
C d ' 

~ б Т ~ = а м к г / п ? 

где d' — количество порционной мочи (мл); t — время сбора 
мочи (ч). 

У взрослых людей суточная экскреция 5-ОИУК в норме состав-
ляет в среднем 4,9 ±0 .28 мг/сут, или 28 мкмоль/сут. Величина поча-
совой экскреции колеблется в течение суток в пределах 165— 
330 мкг/ч. Для получения размерности мкмоль/ч приведенные чис-
ловые значения умножают на фактор пересчета 0,0057 (0,94— 
1,88 мкмоль/ч). 

П р и м е ч a H в я: I. Необходимо тщательно доводить рН фосфатного 
буфера до 7,0. так как при несоблюдении этого условия отмечаются большие 
потери 5-ОИУК. 

2. Прямо пропорциональная зависимость между содержанием 5-ОИУК в 
моче и оптическое плотностью сохраняется в пределах концентрации до 
100 мкг/мл (0,57 мкмоль/ыл). Прн более высоких значениях концентрации мо-
чу следует развести дистиллированной водой, а результат умножить на циф-
ру разведения. 

Определение 5-гидроксииндолуксусной кислоты 
в моче по реакции с гх-нитрозо-|3-нафтолом 
(В. С. Камышников, 1968) 

Принцип. 5-ОИУК экстрагируют этилацетатом из подкисленной 
до рН 1 и насыщенной NaCI мочи, экстракт выпаривают досуха, 
остаток растворяют сначала в этаноле (способствующем лучшему 
переходу 5-ОИУК в водную среду), затем в воде и в водной фазе 
проводят цветную реакцию с иитрозо-нафтольным реактивом. Из-
быток а-нитрозо-р-нафтола и другие продукты удаляют экстракци-
ей этилацетатом, после чего измеряют оптическую плотность хромо-
форов, прямо пропорциональную содержанию 5-ОИУК в моче. 

Реактивы. 1. 1 и раствор H2SO4 . 
2. Насыщенный раствор х. ч. NaCl. 
3. Хлороформ х. ч. перегнанный. 
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4. Укоусноэтиловый эфир X. ч. 
5. Раствор а-иитрозо-р-нафтола в обезвоженном и отогнанном 

2 раза этиловом спирте (1 г/л). Хранят в холодильнике. 
6. Этиловый спирт, обезвоженный едким кали (см. предыду-

щий метод). 
7. Раствор азотистокислого натрия (NaNO2) —2,5 г/100 мл. 

Держат в холодильнике. 
8. Ннтрозокислотный реактив. Готовят перед использованием 

смешиванием 0,2 мл раствора азотистокислого натрия и 5 мл 1 н 
серной кислоты. 

9. Стандартный раствор 5-ОИУК (основной). 5 мг кристалличе-
ской 5-ОИУК растворяют в небольшом объеме дистиллированной 
воды, смесь переносят в мерную колбу на 50 мл и доводят объем 
дистиллированной водой до 50 мл. В 1 мл этого раствора содержит-
ся 100 мкг (0,57 мкмоль) 5-ОИУК: 100 мкг/мл (0,57 мкмоль/мл). 
Хранят в холодильнике. 

Ход определения. В пробирку с притертой пробкой вносят I мл 
подкисленной до рН 1 мочи, 1 мл насыщенного раствора NaCI и 
после перемешивания содержимого производят экстракцию 5-ОИУК 
уксусйоэтиловым эфиром. Последнюю повторяют дважды путем до-
бавления к водной фазе этилацетата порциями по 4 мл с последую-
щим встряхиванием смеси в течение 1 мин. После каждой экстрак-
ции верхний прозрачный этилацетатиый слой переносят в широкую 
пробирку, в которой затем производят выпаривание объединенного 
экстракта. Пробирку закрызают пробкой с двумя (короткой и длин-
ной) стеклянными трубками, ставят в водяную баню, нагретую до 
+ 47° С, и через пробирку делают продувание током воздуха (выпа-
ривание экстракта можно осуществлять и любым другим способом). 
Сухой остаток растворяют в 0,1 мл абсолютного этанола, тщательно 
смывая при этом стенки пробирки. Затем к этаиольиому экстракту 
доливают 2,9 мл дистиллированной воды, 0,3 мл раствора а-нитро-
:ш-Р-нафтола и 0,3 мл нитрозокислогного реактива. После переме-
шивания пробу прогревают на водяной бане при температуре -+47° С 
на протяжении 7 мин. К еще горячему раствору (сразу же после 
Извлечения пробирки из водяной бани) добавляют 3 мл этилацетата. 
Содержимое пробирки тщательно взбалтывают. После разделения 
фаз нижний слой, имеющий сиренево-розовую окраску, отсасывают 
и измеряют экстиикцию иа спектрофотометре (или микрофотоколори-
метре). 

Сиектрофотометршо проводят в кювете с толщиной слоя 10 мм 
при длине волны 525 им. Под кювету подкладывают пластинку нз 
плексигласа толщиной 3 мм для уверенной регистрации экстинкции 
малых объемов растворов. При спектрофотометрии «0» прибора 
устанавливают по контролю. При микрофотоколорнметрни (иа при-
боре типа М.КМФ-1) используют кюветы-пробирки диаметром 15мм. 

К серии опытных проб готовят контрольную на воду и реакти-
вы. Для этого 1 мл воды пропускают через все этапы метода так 
же, как это описано для мочи. 

Расчет ведут по калибровочному графику. 
Для получения данных к построению калибровочного графика к 

1 мл основного стандартного раствора (содержит 100 мкг, или 
0,57 мкмоль 5-ОИУК в I мл) приливают 9 мл дистиллированной 
воды. В 1 мл полученного разведения находится 10 мкг 5-ОИУК. 
В пробирки для экстракции вносят 2 мл воды и последовательно до-
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бавляют 0,2; 0,4; 0,0; 0.8 и 1,0 мл рабочего стандартного раствора, 
что соответствует 2; 4; 0; 8 и 10 мкг 5-ОИУК. Общий ббъем всех 
проб (за исключением последней) доводят до 3 мл, после чего в этих 
же пробирках определяют 5-ОИУК путем доливания нитрозо-
нафтолыюго, нитрозокислотиого реактивов, последующего их про-
гревания и колориметрирования (см. ход определения). 

Суточную экскрецию 5-ОИУК вычисляют по формулам: 

С-с! 
—JOQQ = а мг/сут (1), 

где С — найденное по калибровочному графику содержание 
5-ОИУК в пробе (мкг); d — суточное количество мочи (мл); 1000— 
коэффициент пересчета в мг. 

C-d-0,0057 = а мкмоль/сут. (2) 
Для определения содержания 5-ОИУК в порционной моче рас-

чет производят по формуле: 
C d -

— ^ — = а мкг/ч, 

где d' — количество порционной мочи (мл); t — время сбора мочи (ч). 
Пересчет значений размерности в мкг/ч в мкмоль/ч осуществля-

ют умножением первой величины на коэффициент 0,0057. 
П р и м е ч а н и я к м е т о д и к е о п р е д е л е н и я 5 - г и д р о к с и-

н H д о л у к с у с н о й к и с л о т ы в м о ч е п о р е а к ц и и с а - н и т-
р оз о -^-нафтолом. D случае применения варианта метода с очисткой 
хлороформом (для этого варианта в перечне реактивов указан хлороформ) к 
3 мл водного раствора, содержащего экстракт пз I мл мочи, приливают 2 мл 
хлороформа. Смесь энергично встряхивают в течение I мни. Содержимое пе-
реносят в центрифужную пробирку и центрифугируют при 3000 об/мин на 
протяжении 15 мин. Водную фазу отбирают в' другую пробирку, в которой 
проводят реакцию с u-иитрозо-Р-нафтольным и нитрозокнслотным реактива-
ми. Расхождение результатов параллельных исследований прн исключении 
этапа очистки хлороформом варьирует от 0,33 до 7,67 %. составляя » сред-
нем 4,73 %. 

Выделение 5-ОИУК с мочой у здоровых взрослых людей состав-
ляет, по данным Юдеифренда с соавт. (1955), 2—8 мг/сут (11,4— 
45,7 мкмоль/сут), Д. С. Бассалык (1965) — 4,9±0,28 М Г / C V T 

(28,0 мкмоль/сут), В. С. Камышиикова (1968) — 5,0±0,65 мг/сут 
(28,5 мкмоль/сут). 

Достоверных различий в экскреции 5-ОИУК у мужчин и жен-
щин не выявлено. 

У детей в возрасте от 1 до 15 лет экскреция 5-ОИУК достоверно 
ниже (в среднем 3,4±0,07 мг/сут, 19,4 мкмоль/сут; с пределами 
колебаний от 2 до 6 мг/сут, 11,4—34,2 мкмоль/сут), чем у взрослых 
людей (4,9±0,28 мг/сут, 28 мкмоль/сут; пределы колебаний варьи-
руют от 2 до 10 мг/сут, 11,4—57,08 мкмоль/сут) (Л. С. Бассалык, 
1965). Эмерих и Шаф (1968) отметили уменьшение в 2 раза выде-
ления 5-ОИУК у лиц в возрасте от 50 до 99 лет. Так, по данным 
этих авторов, у людей от 1 до 45 лет экскреция 5-ОИУК в сред-
нем составляет 5,11 мг/сут (29,2 мкмоль/сут), в то время как у 
людей 50—59 лет — 3,00 мг/сут (17,3 мкмоль/сут). В период менст-
руации экскреция с мочой возрастает в 2—3 раза. 

Таким образом, при оценке величин экскреции 5-ОИУК необхо-
димо учитывать возраст обследуемого. Если определяется выделе-
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ние 5-ОИУК с порционной мочой, нужно учитывать суточный ритм 
экскреции этого метаболита. В дневные часы (особенно утром) вы-
деление его выше, чем вечером и ночью. У беременных в III три-
местре также наблюдается возрастание экскреции 5-ОИУК с мочой. 

Клинико-диагностическое значение исследования 
обмена серотонина 

В настоящее время не представляет сомнения, что серотонин 
имеет отношение к регуляции функции гемостатического гомеостаза. 
Последний определяется состоянием проницаемости, резистентности 
сосудов, активностью свертывающей и противосвертывающей систе-
мы крови и, наконец, функцией гсмопоэза, на которые этот биоген-
ный амин способен оказывать влияние. Л. А. Багдасаров с соавт. 
показали, что восстановление гемостаза в результате переливания 
тромбоцитарной массы наблюдается лишь при нормализации уров-
ня серотонина в крови. Г. А. Чернов, JI. Д. Орлова считают, что 
при заболеваниях системы кровн между степенью выраженности 
геморрагического синдрома и серотонннемней имеются коррелятив-
ные отношения. Так, при болезни Верльгофа в момент обильных 
кровотечений серотонин почти полностью исчезает из крови. Мы 
установили уменьшение содержания 5-гидрокситриптамина в крови и 
5-ОИУК в суточном количестве мочи у больных с острым лейкозом, 
хроническим миело- и лимфолейкозом в период разгара заболева-
ния и в терминальной стадии, что говорит о глубоком нарушении 
обмена серотонина у больных с указанными формами патологии. 
Улучшение клинического состояния больных сопробождается тенден-
цией к нормализации метаболизма серотоиина. Об этом же свиде-
тельствуют н данные других авторов. 

Значительное возрастание концентрации серотоиина в крови от-
мечается при карцииоидиом синдроме. Карциноид — гормонально 
активная опухоль, развивающаяся из энтерохромаффиииой ткани и 
секретирующая в больших количествах серотонин. Чаще всего встре-
чаются карциноиды тонкого кишечника, бронхов, яичииков. Неболь-
шая по размерам опухоль может давать обширные метастазы, обыч-
но в печень. Для клинической картины гормонально активного кар-
цннойда характерны крнэы, сопровождающиеся ярилнвами (с появ-
лением на лице и туловище «фляшей» — пятен с синюшным оттен-
ком), бронхоспазмом, диареей, пеллагроподобным дерматозом, по-
ражением клапанов сердца (главным образом правого). 

Значение определения 5-ОИУК в моче для диагностики, про-
гноза и наблюдения за течением этого заболевания чрезвычайно ве-
лико. По мнению Кирбергера (1966), величины экскреции 5-ОИУК с 
мочой от 10 до 25 мг/сут (57,08—142,50 мкмоль/сут) подозритель-
ны, а свыше 25 мг/сут (142,50 мкмоль/сут) доказательны. Известны 
случаи, когда выделение 5-ОИУК с мочой достигало 1000 и более 
мг/сут (5708 мкмоль/сут и более). В 1966 г. JI. С. Бассалык с со-
авт. описали случай злокачественного течения карцинондной опухо-
ли с азотемией. При этом экскреция 5-ОИУК составила 400 мкг/мл 
(2,38 мкмоль/мл) мочи вместо 40 мет/мл (0,24 мкмоль/мл) в порме. 

По данным В. В. Меньшикова, Л. С. Бассалык и Р. А. Шапи-
ро, у больных с типичным карцнноидным синдромом содержание 
серотонина в крови возрастало более чем в 100 раз. Характерно, 
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что у больных т?о время прилива концентрация серотонина в крови 
повышалась, после прилива—снижалась до исходного уровня. 

Гиперпродукция серотонина при карциноиде служит предпосыл-
кой повышенного выделения 5-ОИУК. Следует лишь помнить, что 
величина экскреции 5-ОИУК еще не свидетельствует о размерах 
опухоли, наличии и степени метастазироваиия: описаны случаи ма-
леньких, локализованных овариальных карциноидов с большим ко-
личеством метастазов, но с незначительным возрастанием экскреции 
5-ОИУК. Вместе с тем даже небольшое увеличение выделения 
5-ОИУК с мочой молсет быть ранним симптомом этого тяжелого за-
болевания. В тех случаях, когда серотонин сразу поступает в боль-
шой круг кровообращения, повышенная экскреция 5-ОИУК нередко 
является первым симптомом, предшествующим клиническому прояв-
лению каршшоидного синдрома. 

При карциноиде кишечника серотонин сначала проходит через 
печень, где он пнактнвируется. При метастазах злокачественного 
карцинонда в печень находят огромное количество 5-ОИУК в моче, 
что служит поздним, прогностически неблагоприятным симптомом^. 

Нормальная экскреция 5-ОИУК еще не исключает каринноидный 
синдром. Продукция серотонина опухолью и выброс 5-ОИУК в мо-
чу могут значительно колебаться. Поэтому для постановки диагноза 
этого заболевания исследование 5-ОИУК в моче должно выполнять-
ся многократно. Оно является диагностическим тестом и при наблю-
дении за больным после удаления опухоли. Высокая концентрация 
5-ОИУК в моче в это время свидетельствует о неполном удалении 
опухоли или о ее метастазах. Нормализация экскреции 5-ОИУК 
также не служит доказательством полного удаления опухоли или 
отсутствия метастазов. К определенному заключению можно прий-
ти лишь иа основании регулярного исследования 5-ОИУК в моче. 

Падение уровня серотонина в крови свойственно больным с па-
ренхиматозными заболеваниями печени и с воспалительными про-
цессами в желчном пузыре. Есть основание предполагать, что по-
нижение концентрации серотонина в кровн при гепатитах связано с 
дефицитом витамина Be и со снижением активности фермента окси-
трнптофандекарбоксилазы, необходимого для синтеза 5-гидрокснтрип-
тамина. 

Увеличение выделения 5-ОИУК с мочой наблюдается у больных 
с другой гормонально активной опухолью — феохромоцитомой 
(Л. С. Бассалык, 1965). По данным автора, выделение 5-ОИУК при 
этой патологии колеблется от 5,7 до 24,4 мг/сут, 32,5— 
137,0 мкмоль/сут, в среднем составляя 11.3± 1.2 мг/сут, 
62,8 мкмоль/сут. Резкое повышение экскреции 5-ОИУК отмечается 
при кризах феохромоинтсмы (1132 мкг/ч, 7,53 мкмоль/ч в момент 
криза). 

Увеличение выделения 5-ОИУК бывает у некоторых больных с 
инфарктом миокарда в первые сутки после его возникновения; ука-
зывается на высокие показатели экскреции 5-ОИУК у больных с 
острой коронарной недостаточностью, особенно в первые 4 ч после 
развития инфаркта. Это, очевидно, можно связать с освобождением 
из тромбоцитов (при образовании тромба) большого количества 
серотонина, что, естественно, сказывается на возрастании выделе-
ния 5-ОИУК. У больных с гипсртопической болезнью, иелечепных 
резерпином, выделение кислоты остается в пределах нормы, хотя 
некоторые авторы отмечали небольшое повышение ее экскреции в 
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первой стад н и гипертонической болезни, а также в периоды гипер-
тонических кризов. При атеросклерозе и выраженной стенокардии 
также наблюдается малое увеличение экскреции 5-ОИУК. Это дает 
основание предполагать, что серотонин не принимает большого уча-
стия в патогенезе упомянутых заболеваний. Л. С. Бассалык с соавт. 
не нашли возрастания выделения 5-ОИУК у группы больных с гастри-
тами, язвенной болезнью желудка и 12-перстнон кишки. Отмечено 
увеличение экскреции 5-ОИУК в первые часы после операции на 
сердце. 

Значительное повышение экскреции 5-ОИУК зарегистрировано у 
больных со злокачественными опухолямп (злокачественные новооб-
разования предстательной л^елезы, иноперабельная опухоль прямой 
кишки, Ретикулосаркома) и заболеваниями крови. Как указывает 
М. О. 1 aymeH(5aXt э т о Может быть вызвано тем. что в процессе 
опухолевого роста определенную роль играет нарушение обмена 
триптофана, Нз которого синтезируется серотонин. 

Клинические наблюдения свидетельствуют о повышенном выде-
лении 5-ОИУк с мочой у больных при аллергических состояниях, 
осложненных инфекцией, и у больных, страдающих туберкулезом, 
^ H лечении изониазидом. Обнаружено понижение экскреции 
о-ОИУК у больных с ревматоидным артритом. Существенно изменя-
ется обмен серотонина при злокачественном пролнфератнвном росте 
(значительно возрастает выделение 5-ОИУК с мочой). Нарушено 
выделение 5-ОИУК при почечной форме гипертонической болезни. 
Значительно повышена экскреция 5-ОИУК с мочой у больных с 
тромбофлебитом, что, вероятно, связано с высвобол<дением серотони-
на в результате образования тромба. 

11о-видиМОму, 5-ОИУК экскретируется в увеличенных количест-
вах у больных с поражением тонкого кишечника, выделение ее не 
отклоняется о т нормального уровня v больных с различными ко-
литами. 

Отмечено возрастание экскреции 5-ОИУК с мочой у шизофрени-
ков в период нарастания психической симптоматики. 

Снижение выделения 5-ОИУК обнаружено прн коллагенозах. 
Изменение содержания 5-ОИУК в моче наблюдается при забо-

леваниях печени. Экскреция метаболита возрастает прн гепатитах и 
значительно снижается в случаях цирроза печени, особенно при 
тяжелых его формах. 

Исследование выделения 5-ОИУК у детей показало, что при ге-
моррагическом васкулите экскреция кислоты резко возрастает в ост-
рой стадии заболевапия. 

У детей с дискннезнями кишечника и наклонностью к гипермо-
торике в половине случаев отмечено увеличение экскреции 5-ОИУК, 
что, по всей вероятности, может свидетельствовать об участии се-
ротонина в патогенезе указанных нарушений. Неудивительно поэто-
му, что прн карциноидном спидроме одним нз проявлений возраста-
ния содержания серотонина в крови является днаррея. 

ИССЛЕДОВАНИЕ 
СИСТЕМЫ ГИСТАМИН — ГИСТАМИНАЗА 

Биогепнцй амин гнетам ни представляет собой продукт, обра-
зующийся nj>H декарбоксилировании гистидина. 

Все известные в настоящее время методы определения гистами-
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на включают два основных этапа: 1) экстракцию гистамина, 2) ко-
личественное его установление. 

Осаждение белков обычно производят трихлоруксусной или 
хлорной кислотами, что позволяет высвободить из связанного со-
стояния почти весь гистамин. При добавлении кислоты к крови или 
ткани необходимо тщательно перемешивать содержимое пробирки 
для предотвращения формирования грубого преципитата (или даже 
комков); последнее практически исключает возможность полного 
реагирования исследуемой ткани с кислотой. Преципитат удаляют 
центрифугированием либо фильтрованием. Надосадочную жидкость 
можно хранить в течение длительного времени без потерь, так как 
при низком рН среды разрушение гистамина уменьшается. 

Полученные экстракты встряхивают с п-бу та полом в таких усло-
виях (высокий рН, большая концентрация солей), при которых гис-
тамин как свободное основание переходит в бутаиольпую фазу. 
Гистамин устраняют из бутанола путем адсорбции на нонообменни-
ке и элюируют разведенной соляной кислотой (водным или спирто-
вым раствором). 

Примеси легко отделяют экстракцией эфиром из водных раство-
ров (их рН доводят до 12). По данным ряда авторов, более целе-
сообразно использование для этих целей смеси, состоящей из н-бу-
танола и хлороформа, которая значительно лучше экстрагирует гис-
тамин, чем один бутанол, и к тому же в меньшей степени экстраги-
рует примеси. 

Применяемые для выделения гистамина методы бумажной, га-
зовой, тонкослойной хроматографии, а также способы ультрафиль-
трации и электродиализа сложны для распространения в клинико-
диагностических лабораториях. 

В основу биологических методов исследования гистамина поло-
жены следующие тест-объекты: артериальное давление (АД), тол-
стая кишка морской свинки, сосуды почек (гистамин в очень низ-
ких концентрациях вызывает расширение сосудов почки, не влияя 
на общее кровяное давление), развитие броихоепазма у морских 
свинок. 

Химические способы базируются на взаимодействии определен-
ных реактивов с функциональными группировками, входящими в со-
став молекулы гистамина. Таковыми являются: нмидазольное коль-
цо, первичный алифатический амии, 1,4-дпамино- 1-бутеп. 

Из колориметрических способов наиболее чувствительны мето-
ды исследования гистамина по реакции с его первичной аминогруп-
пой (2,5-диметокситетрагидрофурановые). Из них на первом месте 
стоит способ с применением 4-диметнлциииамальдегида. 

Метод, предложенный С. М. Розеителем и X. Ш. Табором 
(1948), основан на колориметрическом измерении количеств гиста-
мина посредством проведения диазореакции с р-нитроанилином. 

Среди других следует отметить метод И. А. Крюковой (1965), 
которая использовала свойства нингидрина при рН выше 5 образо-
вывать со свободными аминогруппами молекул гистамина комплекс 
голубого цвета. Колориметрические способы обладают рядом недо-
статков (например, малая их чувствительность). 

Самыми совершенными справедливо считаются флюориметриче-
скне методы определения. Они сочетают в себе, чувствительность 
биологического анализа с удобством химического Известны две их 
разновидности: 
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1. Способ, базирующийся на реакции первичных амни< 
ацетоацетальдегидднметнлацеталем в присутствии форма 
Флюороген, интенсивность свечения которого измеряют Hpi 
ной длине волны 405 нм, вторичной — 485 нм, стабилен и 
15 мин. Между концентрацией флюорогена и интенсивпостьк 
чення существует хорошая линейная зависимость. Однако 
тод недостаточно специфичен: первичные алифатические и 
ческие амины, аминокислоты и пептиды, а также белки п 
флюороген. 

2. Второй флюориметрнческий метод основан иа рсак! 
дсисацнн гистамина с о-фталевым альдегидом, в результате 
образуется сильно флюоресцирующее соединение, имечонщ 
мум спектра возбуждения при 365 им и максимум пнкгра < 
цеиции при 450 нм. Эта реакция является чрезвычайно сип 
для незамещенных пмидазолэтиламииов. Принцип флюор) 
ского анализа был разработан Шором с соавт. (1950). 

о-Фтальальдегиднын способ обладает высокой и H 
ностыо: гистндии, аргинин, агматин, спермин, спермиднн х.« 
разуют флюорогены с о-фталевым альдегидом, однако ни 
этих конденсатов не дает столь интенсивной флюоресипн 
гистамин. 

С. А. Мещерякова (1971) предложила уеовершепппои.и 
днфнкацню флюорнметрического метода Шора с соавт. дл» 
лення гистамина в крови. 

Биологические способы малопригодны для повсе дней HOI 
довапия гистамина в клинико-диагностической лаборатории 
выполнения необходимы большое количество животных и 
пая стандартизация тест-объектов, хотя эти способы до гп\ 
пользуют во многих лабораториях мира. 

Из химических на первое место следует поставим, ф.н 
рпчеекпй о-фтальальдегидпый метод как наиболее епецнфшм 
ствительный, быстрый и требующий небольшого колшипи 
Приказом министра здравоохранения СССР № 290 от I I 
1972 г. он был предложен для повсеместного применении i 
во унифицированного. 

Определение гистамина в цельной крови 
по флюоресценции продуктов, образующихся 
при реакции с о-фталевым альдегидом 
(модификация метода С. А. Мещеряковой) 

Принцип. Гистамин экстрагируют из кровн хлорной i 
очищают от примесей путем экстракции смесыо бутаиол.1 
форма, переводят в водную фазу, в которой осуществляю! 
конденсации с о-фтальальдегидным реактивом. Коиденсщ 
зируют фосфорной кислотой и флюорпметрируют. 

Реактивы. 1. Водный раствор оксалата (щавелевоуксус 
го) натрия — 1,34 г/100 мл. Держат в темной бутыли прн и 
температуре. Добавляют из расчета 0,1 мл на 1 мл крови. 

2. Хлорная кислота концентрированная (57 г/100 мл) 
нее готовят I н и 0,4 и водные растворы. Для их получении 
(4,59 мл) исходного реактива вносят в мерную колбу на 
доводят водой до метки. 



3. н-Бутаиол х. ч. (фракция, кипящая при +116,5 — 118,5°). 
4. Хлороформ х. ч., перегнанный два раза, или хлороформ для 

наркоза. 
5. Бутанол-хлороформиая смесь: н-бутанол с хлороформом в 

объемном соотношении 3:2 (готовят перед употреблением). 
6. Абсолютный метиловый спирт (можно пользоваться дважды 

перегнанным метанолом). 
7. 5 н водный раствор едкого натра (его предпочтительнее хра-

нить в полиэтиленовой посуде). 
8. NaCl кристаллический х. ч. 
У. 0,1 н водный раствор едкого натра, насыщенный хлористым 

натрием. Хлористый натрий добавляют к 0,1 н раствору NaOII так, 
чтобы образовался избыток твердого NaCl. 

10. 1 и раствор едкого натра (он лучше сохраняется в полиэти-
леновой бутыли). 

11. 0,1 и раствор соляной кислоты. 
12. 1,4 моль/л водного раствора о-фосфорной кислоты. 17,29 мл 

концентрированного раствора фосфорной кислоты (85 г/100 мл) до-
ливают до 100 мл водой. 

13. о-Фталевып альдегид (с температурой плавления кристал-
лов -1-40 — 60 0C; коммерческий препарат рекомендуется перекрпс-
таллизовывать нз лигроина). Из него приготовляют 0,1 г/100 мл 
раствор в метаноле. Метаиольиый раствор стабилен в течение двух 
недель, если держать его в холодильнике (лучше в морозильной ка-
мере) в темной склянке с притертой пробкой. ' 

14. Стандартный раствор гистамина (основание или дигидрохло-
рид). Кристаллический гистамин дигидрохлорид (C5H8N3^HCl) со-
держит 60,5 % гистаминового основания. Хранят в сосуде с притер-
той пробкой в темноте, в эксикаторе, на дне которого находится 
поглотитель. 

Из кристаллического препарата готовят его основной раствор 
(100 мкг/мл) путем растворения 5 мг основания (или 51 ,63= 
= 8,15 мг днгидрохлорнда) гистамина в 50 мл 0.4 и хлорной кисло-
ты (дерлсать в замороженном состоянии). Перед использованием из 
основного получают рабочий раствор 1 (10 мкг/мл) прибавлением к 
1 мл основного раствора гистамина 9 мл 0,4 и HCIO4. Для того что-
бы более точно отобрать 0,1; 0,5; 1,0 мкг гистамина в стандартные 
пробы, мы рекомендуем приготовить из него рабочий раствор 2 с 
концентрацией 1 мкг/мл (к 1 мл рабочего раствора 1 доливают 9 мл 
0,4 и хлорной кислоты). 

15. Трижды дистиллированная вода. Последний раз она долж-
на быть перегнана обязательно в стеклянном дистилляторе над мар-
та нцевокислым калием. 

Ход определения. В пробирки емкостью 15—30 мл вносят по 
4 мл оксалатпой крови и такой лее объем I и раствора хлорной 
кислоты. Тщательно закрыв их стеклянными или полиэтиленовыми 
пробками, содержимое перемешивают на протяжении 10 мин в шут-
тель-аппарате (или энергично встряхивают 3 мин), после чего пробы 
центрифугируют 5 мин при 4000 об/мин. 4 мл надосадочной жидко-
сти переносят в такие же пробирки, содержащие по 0,5 мл 5 н раст-
вора едкого натра, 1,5 г хлористого натрия и по 10 мл смеси бута-
нол-хлороформа. Содержимое пробирок тщательно смешивают 3 мин 
(время отмечают по секундомеру) и центрифугируют прн -1000 об/мин 
о течение 5 мин. 
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Нижнюю водную фазу отсасывают (лучше с помощью иниеи.м. 
соединенной со шприцем) и сливают. Затем в пробирки помомаим 
по 5 мл 0,1 н раствора NaOH с NaCl (для удаления гнетидииа). Про 
бирки энергично встряхивают на протяжении 3 мин. Пробы вновь 
центрифугируют 5 мин при 4000 об/мин. После разделения фаз вен, 
верхний (органический) слой переносят с помощью системы шприц 
пипетка в другие такие же пробирки, в которые приливают no 5 мл 
0,1 и раствора HCI. Их хорошо закрывают пробками и смесь взбал-
тывают 3 мин. Пробы центрифугируют 5 мни при 4000 об/мин. Верх-
ний водный слой (растиор соляной кислоты) с помощью системы 
шприц—пипетка (или другим способом) практически полностью отел 
сывают и помещают в обычные пробирки, в которые доливают ио 
0,5 мл I и NaOII и по 0,12 мл раствора о-фталевого альдегида. lIi 
рез 4 мин добавляют 0,2 мл H3PO4. Пробы флюорнметрнруюг, сне 
чение образовавшегося конденсата возбуждают длиной волны 
365 нм, а измеряют его при светофильтре с максимумом пропуска-
ния 460 нм. Флюороген стоек 30 мин. 

П р и м е ч а н и е . Все работы по определению гистамина делают под 
тигой. 

Для приготовления контрольной пробы 4 мл 1 и хлорной кисло 
ты (используемой вместо крови) проводят через все этапы метода 

Параллельно опытным и контрольным пробам обрабатываю) ра 
бочий стандартный ра'створ гистамина, в 4 мл которого заключаем 
ся 0,1; 0,5; 1,0 мкг основания гистамина, что соответствует содержа-
нию в указанном объеме 0,1; 0,5; 1,0 мл рабочего раствора 2. Н е д о -
стающий до 4 мл объем доводят 0,4 н раствором хлорной кислоты. 

Сначала измеряют величину свечения контрольной, затем 1 -2 
стандартных и опытных проб. 

Линейная зависимость между интенсивностью флюоресценции и 
концентрацией гистамина обнаруживается обычно в пределах от 
0,005 до 0,5 мкг гистамина в пробе. 

Расчет осуществляют по калибровочной кривой, которую стро-
ят по общеизвестным принципам, или по формуле: 

Ф 0 - С 
Содержание гистамина в мкг/мл крови = ¢ , .4 '(*)* 

где Ф0. — разность в показаниях опытной и контрольной проб (выра-
жаемая числом делений шкалы прибора); Ф0 . — разность показа-
ний стандартной и контрольной проб; С — содержание гистамина 
(мкг) в 4 мл стандартного раствора; 4 — коэффициент пересчета на 
содержание гистамина в 1 мл крови. 

Для нахождения концентрации гистамина в мкг/100 мл пользу-
ются формулой: 

(Ф 0 .С-25) /Фо. - (2) 
Чтобы выразить результаты в мкмоль/л, найденное по приве-

денной формуле (1) значение умножают на коэффициент 8,997. Его 
получают умножением 0,008997 на 1000, где первый показатель 
представляет собой фактор пересчета мкг в мкмоль, второй — фак-
тор пересчета на 1 л биологической жидкости. После сокращений 
формула приобретает вид: 

(Ф0 . -С-2,25)/Фо, 
Содержание гистамина в кровн здоровых людей составляет 

0,18—0,72 мкмоль/л (0,02—0,08 мкг/мл, 2—8 мкг/100 мл). 



Определение активности гистаминазы 
в сыворотке крови 

В большинстве методов об активности гистаминазы Цдиаминок-
сидазы, диамин: 02-оксндоредуктазы (дезамшшруюшей); КФ 1.4.3.6] 
в сыворотке крови судят по убыли субстрата, добавленного в инку-
бационную смесь. Количество оставшегося гистамина определяют 
чаще всего биологическим, колориметрическим или флюориметрнче-
CKiIM методами. 

В 1973 г. А. Г. Класои и А. Б. Райцис опубликовали описание 
чувствительного и специфичного способа исследования гистаминазы, 
основанного иа образовании способного флюоресцировать конденса-
та гистамина с о-фталевым альдегидом. После апробации этой ме-
тодики мы внесли в ход анализа изменения, которые сделали способ 
еще более надежным и простым в исполнении. Приводим его опи-
сание. 

Реактивы те же, что и в методе определения гистамина в сыво-
ротке крови. Кроме того, требуются: 1. 0,2 моль/л фосфатного буфе-
ра, рН 7,2. Для его приготовления смешивают 72 мл 0,2 моль/л раст-
вора Na3HPO1 и 28 мл 0,2 моль/л раствора NaH2PO4. 

0,2 моль/л раствора двузамешенного фосфата натрия получают 
растворением кристаллической соли состава Na2IlPOi^H2O в 200 мл 
воды. 

Для приготовления 0,2 моль/л раствора однозамещенного фос-
фата натрия 6,24 г кристаллогидрата NaH2P04-2H20 растворяют в 
200 мл воды. 

При отсутствии солей указанного состава можно сделать соот-
ветствующий пересчет исходя из соотношения молекулярных масс 
разных кристаллогидратов (или кристаллогидрата и безводной со-
ли). Следует помнить о том, что кристаллогидраты, содержащие 12 
молекул воды, легко выветриваются на воздухе, поэтому для исклю-
чения ошибок при получении буферного раствора их частично обез-
воживают выдерживанием тонко растертого порошка кристалличе-
ской соли в течение 2 суток на воздухе. 

2. Раствор ТХУ — 100 г/л. 
3. Основной раствор гистамина. 100 мкг/мл (16,5 мг дихлорида 

гистамина или 10 мг основания растворяют в 100 мл воды). 
Перед инкубацией готовят рабочий раствор гистамина, для чего 

к 0,5 мл основного его раствора прибавляют (в пробирке) 2,0 мл 
дистиллированной воды. Из полученного (2,5 мл) объема (достаточ-
ного для постановки 3 опытных и 1—2 контрольных проб) отбирают 
по 0,5 мл рабочего раствора гистамина в опытные пробы; оставший-
ся в пробирке раствор (0,5—1,0 мл) помещают в холодильник и по-
сле завершения срока инкубации (см. ход определения) его извлека-
ют оттуда и оттаивают. 0,5 мл раствора (10 мкг основания гистами-
на) вносят в контрольную пробу. 

Лабораторное оборудование то же, что и в методе определения 
гистамина. Помимо этого для проведения инкубации используют 
плоскодонные конические колбочки на 15—30 мл, закрывающиеся 
пробками с пропущенными через них двумя стеклянными трубками 
(одной короткой, другой более длинной). Такое устройство позволя-
ет продувать через колбочки кислород. Для инкубации лучше всего 
применять сосудики от аппарата Варбурга. 

Ход определения. В колбочки для инкубации вносят по 2,9 мл 
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фосфатного буфера и па 0,5 мл (1,0 мл) исследуемо» сыворотки. 
В опытные пробы добавляют по 0,5 мл (10 мкг) рабочего раствора 
гистамина. Содержимое колбочек продувают кислородом и помеща-
ют на сутки в термостат при + 3 7 0C (оставшийся в пробирке рабо-
чий раствор гистамина замораживают в холодильнике). После инку-
бации во все колбочки доливают по 5 мл раствора трихлоруксусиой 
кислоты, а в контрольную пробу помещают 0,5 мл размороженного 
раствора гистамина (10 мкг). Через 5 мин содержимое колбочек пе-
реносят в центрифужные пробирки и центрифугируют в течение 15 
мин при 4000 об/мин. 4 мл надосадочной жидкости вносят в закры-
вающиеся стеклянными или полиэтиленовыми пробками пробирки 
(емкостью около 20 мл), в которых находится 0,5 мл 5 и раствора 
едкого натра, 1,5 г хлористого натрия и 10 мл смеси бутанол-хлоро-
форма. Содержимое пробирок энергично перемешивают 3 мин (вре-
мя отмечают по секундомеру) и центрифугируют при 4000 об/мни 
на протяжении 5 мин. Нижнюю водную фазу отсасывают (лучше с 
помощью пипетки, соединенной со шприцем) и сливают. Затем в про-
бирки помещают по 5 мл 0,1 и раствора NaOH с NaCl (для удале-
ния гистидина). Пробирки встряхивают в течение 3 мин. Пробы 
вновь центрифугируют 5 мин при 4000 об/мин. После разделения 
фаз весь верхний (органический) слой переносят с помощью систе-
мы шприц — пипетка в другие такие же пробирки, в которые прилива-
ют по 5 мл 0,1 и раствора HCl. Их хорошо закрывают пробками и 
смесь взбалтывают 3 мни. Пробы центрифугируют 5 мин при 
4000 об/мин. Верхний водный слой (раствор соляной кислоты) с по-
мощью системы шприц — пипетка (или другим способом) практически 
полностью отсасывают и помещают в обычную пробирку, в которую 
добавляют 0,5 мл 1 н NaOH и 0,12 мл раствора о-фталевого альде-
гида. Через 4 мин доливают 0,2 мл H3PO1. Пробы флюориметриру-
ют: свечение образовавшегося конденсата возбуждают длиной волны 
305 им, а измеряют его при светофильтре с максимумом пропуска-
ния 460 пм. Флюорогеи стоек 30 мин. 

В контрольной пробе на реактивы (ее можно и не ставить) ме-
няют порядок добавления раствора, а именно: о-фталевый альдегид 
вносят после доливания фосфорной кислоты. 

П р и м е ч а й и е. Все работы по определению гистамина следует про-
водить под тягой. 

Активность гистаминазы вычисляют по формуле: 
(Фк - Ф 0 ) - 1 0 - 2 ( 1 ) 

ф 9 4 = а мкг/(ч • мл), 
к. 

где Фк. — показание контрольной пробы (с вычетом показания конт-
рольной пробы на реактивы); Ф0. — показание опытной пробы (с вы-
четом показания контрольной пробы на реактивы); 10—количество 
гистамина в растворе (мкг), внесенного в контрольную и опытные 
пробы; 2 (1)—коэффициент пересчета активности гистаминазы на 
1 мл сыворотки; 24 — коэффициент пересчета на 1 ч инкубации. 

Для выражения результата в мкмоль/(ч л) полученное по при-
веденной формуле значение умножают на фактор 8,997 (найденный 
умножением 0,008997 на 1000, где 0,008997 — фактор пересчета мкг 
в мкмоль гистамина). 

Активность гистаминазы в сыворотке крови составляет в сред-
нем 2,4 мкмоль/(ч л) (0,27±0,24 мкг/(ч-мл), 
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Известно, что в процессах инактивации этого амина значитель-
ную роль играет также гистамннопексическая активность крови 
(ГПА). В Советском Союзе и за рубежом для определения ГПА 
преимущественно пользуются методом Перита — Заборта, базирую-
щимся, как и способ исследования активности гистаминазы, на опре-
делении убыли гистамина, добавленного к сыворотке крови или к 
ткани. 

Клинико-диагностическое значение исследования 
системы гистамин—гистаминаза 

С момента открытия гистамина накопилось достаточно большое 
количество фактов, свидетельствующих о важной роли этого био-
генного амина в проявлении многих физиологических процессов. 
Так, гистамин — это один из участников нейро-гуморальиой регуля-
ции тонуса кровеносных сосудов и органов с гладкой мускулату-
рой (показано, что освобождающийся гистамин вызывает снижение 
артериального давления), он резко повышает проницаемость капил-
ляров, активизирует секрецию пищеварительных и деятельность 
экскреторных желез, обусловливает спазм гладкомышечных органов 
и т. д. Кроме того, в настоящее время выявлен ряд патологических 
процессов, в генезе которых большое значение имеет избыточное на-
копление гистамина в тканях: различные аллергические состояния, 
заболевания, вызывающие склерозирование внутренних органов, и 
прочие. Наряду с этим установлено, что многие патогенные факторы 
(гипоксия, травмы, эмоциональные напряжения, проникающая ради-
ация и т. д.) ведут к освобождению большого количества гиста-
мина. 

Содержание гистамина в крови определяется состоянием биосин-
теза, депонирования, секреции, взаимодействия с эффекторными ор-
ганами, инактивации и выведения этого биогенного амина из орга-
низма. Лишь комплексное изучение всех обменных процессов может 
дать известное представление о системе гистамина. 

Нужно сказать, что у одного и того же человека колебания 
уровня гистамина в крови в течение года незначительны. Не обна-
ружено достоверных различий в содержании гистамина в зависимо-
сти от пола н возраста. Правда, у взрослых отмечается тенденция 
к более высокому уровню гистамина в крови по сравнению с детьми. 
В детском же возрасте у мальчиков выявлено несколько более вы-
сокое содержание гистамина, чем у девочек. 

При нормально протекающей беременности к 26—30-й неделям 
уровень гистамина в крови возрастает в 20—25 раз. Небезынтерес-
но отметить, что у беременных в III триместре активность гистами-
назы более чем в 200 раз превышает норму. 

Возрастание содержания гистамина в крови обнаружено при та-
ких воздействиях, как охлаждение, перегревание, влияние рентгенов-
ских лучей и ионизирующей радиации, облучение ультрафиолетовым 
светом. Предполагают, что увеличение концентрации гистамина в 
крови прн этом связано с усиленным его высвобождением из мест 
биосинтеза. Неудивительно поэтому, что чрезвычайно высокие коли-
чества гистамина в крови выявлены прн тех заболеваниях, которые 
характеризуются повышенным его образованием (например, в гиста-
миноцитах),— при мастопитоме и лейкемии. Особенно большое со-
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держание гистамина наблюдается при злокачественной мастодитоме. 
Часто встречающаяся пигментная крапивница сопровождается повы-
шенной продукцией гистамина. 

При миелондном лейкозе также обнаруживается очень высокая 
концентрация гистамина в кровн (до 100—115 мкг/100 мл), причем 
огромные цифры наблюдаются как прн лейкемических, так и при 
алейкемических формах заболевания. По существующему мнению 
(Гингольд, 1968), определение содержания гистамина в крови важ-
но для ранней диагностики хронического миелоидного лейкоза. 

Трудно переоценить значение исследования содержания гиста-
мина в крови у больных с различными клиническими формами аллер-
гии. Так, при бронхиальной астме концентрация гистамина в боль-
шой степени повышена иа высоте приступа и после него. В межпри-
ступном периоде она хотя и ниже, чем в указанные периоды, однако 
все еще значительно превышает нормальный уровень. Длительное 
лечение стероидными и аитнгистамнннымн препаратами больных с 
бронхиальной астмой способствует снижению уровня гистамина в 
крови в межпристунном периоде до нормального. 

У больных с ревматоидным артритом, а также с различными 
другими формами ревматизма увеличенное содержание гистамина в 
крови наблюдается во всех фазах заболевания, но особенно оно ве-
лико в фазе выраженной активности. 

По данным Н. Я. Рязанова (1966), П. Н. Юренева с соавт. 
(1968), у больных с лекарственной аллергией уровень гистамина в 
кровн достигает 38—47 мкг/100 мл (3,42—4,23 мкмоль/л), а в некото-
рых случаях—даже 112 мкг/100 мл (10 мкмоль/л). 

Он повышается также при аллергической риносинусопатии, оте-
ке Квинке. 

Концентрация гистамина в цельной крови в большой степени 
увеличивается у больных с аигиоиевротичсской формой стенокардии, 
особенно в первые 3—6 дней после развития инфаркта миокарда. 

Повышение уровня гистамина в крови у больных эпидемическим 
гепатитом, циррозом печени может играть определенную роль в раз-
витии аллергических проявлений при этих патологических состояни-
ях, в патогенезе язвы желудка и 12-перстной кишки, довольно час-
то отмечаемых при заболеваниях печени. 

Работами В. И. Успенского показана важная роль резко выра-
женной гистаминемин у больных с силикозом легких. 

Высокий уровень гистамина обнаружен также при поздних ток-
сикозах беременности. 
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