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Введение
Одним из важнейших свойств живых систем является способность к адаптации.

Адаптация – это приспособление организма к меняющимся условиям среды. Она включает в себя все виды врожденной и приобретенной приспособительной деятельности с процессами на клеточном, системном и организменном уровнях.

Под физиологической адаптацией следует понимать процесс поддержания функционального состояния систем органов и организма в целом, обеспечивающий его сохранение, развитие, работоспособность в неадекватных условиях среды.

Под адекватными понимают условия, которые соответствуют гено-фенотипическим, конституционным свойствам организма в данный момент его существования. Условия, не соответствующие перечисленным выше свойствам, являются неадекватными (гипоксия, гипо- и гипертермия, радиация и др.).
В формировании физиологической адаптации выделяют два этапа: начальный этап – «срочная», но несовершенная адаптация и последующий этап – более совершенная «долговременная » адаптация.

Начальный этап адаптационной реакции возникает непосредственно после начала действия раздражителя и может реализовываться лишь на основе готовых, ранее сформированных физиологических механизмов.

«Долговременная» адаптация возникает постепенно, в результате длительного или многократного действия на организм факторов окружающей среды. Она развивается на основе многократной реализации «срочной» адаптации и характеризуется тем, что в итоге каких-то количественных изменений организм приобретает новое качество – из неадекватного превращаются в адаптированный.
Переход от «срочной» адаптации к «долговременной» - узловой момент адаптационного процесса. Механизм данного перехода основан на том, что в ответе организма участвуют не отдельные органы, а органы, объединенные и соподчиненные в систему.

Необходимо подчеркнуть, что адаптационная деятельность организма, чаще всего, протекает на пределе его физиологических возможностей, при почти полной мобилизации функционального резерва.

Одним из важных  направлений адаптационной физиологии является проведение исследований позволяющих оценить адаптивные возможности организма при воздействии вредного фактора и рекомендовать меры коррекции, способствующие снижению величины «платы» за адаптацию.
Разработка качественно-количественных критериев оценки адаптивных возможностей отдельных систем и организма в целом является важнейшим направлением адаптационной и экологической физиологии.

В настоящее время при исследовании неспецифических адаптационных реакций, адаптационных возможностей организма используется система крови, которая представляет собой основу внутренней среды организма, является чувствительным индикатором, отражающим состояние отдельных систем  и организма в целом, легко доступна для динамического  и комплексного анализа. В качестве основных индикаторных показателей используют лейкоцитарную формулу, лейкоцитарный коэффициент (отношение между процентами лимфоцитов и сегментоядерных нейтрофилов), электрофоретическую подвижность эритроцитов, активность ряда ферментов (аминотрансфераз, альфа-амилазы, фосфатаз), содержание отдельных фракций липопротеинов, продуктов перекисного окисления липидов и ряд других показателей.
Анализируемые параметры отражают функциональное состояние важнейших физиологических систем и позволяют достаточно полно оценить адаптационный ответ организма.

Глава 1. Теоретическое обоснование методов
Адаптивный или повреждающий эффект любого фактора  реализуется в условиях целостного организма опосредованно – через мембранные системы клеток. Состояние мембраны во многом определяет протекание физиологических и биохимических процессов и тем самым является исходным звеном в сложной цепи приспособительных модификаций на всех уровнях. Оценить изменение мембранных свойств позволяет изучение электрофоретической подвижности клеток. Регистрация перемещения клеток крови в электрическом поле характеризует не только их электрокинетический потенциал и, следовательно, морфофункциональное состояние мембраны, но и состояние гомеостаза организма в целом. Например, снижение отрицательного заряда и, как следствие, электрофоретической подвижности эритроцитов (ЭФПЭ), определяет повышение агрегабельности эритроцитов, свидетельствуя о нарушении реологических свойств крови, изменяя не только вязкость и структуру крови, но и инициируя процесс тромбообразования. Повышение ЭФПЭ обеспечивает сохранение дисперсного состояния крови, улучшает реологические свойства крови, а также оказывает дезагрегирующий эффект.
Учитывая, что в основе жизнедеятельности организма лежат общие приспособительные реакции к постоянно меняющимся факторам окружающей среды, актуальность изучения электрофоретической подвижности клеток крови возрастает при поиске неспецифических критериев оценки при развитии в организме стресс-реакции и адаптационных процессов, развивающихся на фоне изменяющихся условий жизнедеятельности организма. 
Неоднократно показана однотипность изменения ЭФПЭ при различных экстремальных воздействиях и патологии. ЭФПЭ уменьшается в начальный период при самых разных заболеваниях: у пациентов, страдающих холестатическим гепатитом, при инфекционных и опухолевых процессах, при язвенной болезни 12-перстной кишки, у больных хронической и подростковой анемией, при физических нагрузках и психическом напряжении. В тоже время, в период выздоровления или клинической ремиссии ЭФПЭ возрастает и при снятии клинических симптомов заболевания восстанавливается. Однонаправленность изменения ЭФПЭ при различных видах патологии является отражением общей неспецифичности реакции организма на раздражитель. В связи с тем, что в основе многих патологических процессов лежит развитие разной степени выраженности стресса изменение ЭФПЭ является критерием стресс-реакции, и соответственно показывает включение различных адаптационных систем при развитии патологии. 

Первая фаза - снижение ЭФПЭ (длиться в течение нескольких часов) связана с активацией выделения эндогенных катехоламинов, вторая фаза – повышение ЭФПЭ определяется нарастанием в крови гормонов коры надпочечников и имеет долгосрочное действие. При истощении организма – ЭФПЭ снижается.

Активность симпато-адреналовой системы максимальна в острую фазу стресса, затем снижается и повышается только под влиянием дополнительного раздражителя или при обострении уже имеющегося патологического процесса. 

Кортикостероиды предотвращают перевозбуждение гипофизарно-адренокортикальной системы. Стероидные гормоны влияют на дифференцировку, рост и адаптацию клеток к новым метаболическим условиям. Глюкокортикоиды, обеспечивая развитие резистентности организма.

При продолжительном воздействии раздражителя средней силы развивается  стадия активации. В эту стадию наблюдается стойкая активация защитных систем организма. Наблюдается колебания скорости аэробного и анаэробного гликолиза: эти процессы, то активируются, то возвращаются к норме. Такие же колебания наблюдаются по отношению к синтезу белка. Возбудимость центральной нервной системы в стойкую активацию остается умеренно повышенной. 

Резистентность при реакции активации может длительно сохраняться после прекращения воздействия. Хорошая уравновешенность различных видов метаболизма приводит к тому, что не только не преобладает явление распада, но даже, наоборот, происходит накопление строительного материала – аминокислот, нуклеиновых кислот, белков.

Необходимо подчеркнуть, что в зависимости от интенсивности стрессового или патологического воздействия наблюдаются и количественные различия фазных изменений ЭФПЭ и степень выраженности каждой фазы.

Таким образом, двухфазное изменение ЭФПЭ крови является однотипной реакцией на воздействие разных видов стресса, протекающей в соответствии с выраженностью его фаз. Это может быть использовано в качестве сигнального показателя развития патологического процесса в организме и степени вовлеченности в него адаптационных систем.

Изменение электрофоретической подвижности клеток происходит при  перестройке молекулярной архитектоники поверхности. Известно, что практически при любой патологии и стрессовом воздействии на организм активируются процессы свободнорадикального окисления. В роли повреждающих агентов выступают активные формы кислорода, которые являются эффективным инструментом локального действия за счет высокой реакционной способности.  При тяжелом и значительном напряжении защитных систем клеток количество активных форм кислорода возрастает настолько, что обуславливает развитие окислительного стресса и деструктивных изменений мембранных структур. Активные формы кислорода индуцируют процессы перекисного окисления липидов (ПОЛ) в биологических мембранах. Молекулярные продукты ПОЛ принято делить на первичные (гидроперекиси, диеновые конъюгаты (ДК), эндоперекиси), вторичные (малоновый диальдегид (МДА), триеновые конъюгаты (ТК)), и конечные, которые образуются в результате реакций взаимодействия вторичных продуктов с физиологически важными аминами (аминокислотами, белками и белковыми компонентами фосфолипидов, нуклеатидами, гормонами и витаминами) полимерные соединения – основания Шиффа (ОШ). Активация процессов ПОЛ, существенно влияющих на структурную организацию и физико-химические свойства мембраны, наблюдается при различных патологиях и стрессе. Влияние перекисного окисления липидов на микромеханику мембран обусловлено изменениями  липидной фазы, в частности, значительно снижается количество жидких липидов в бислое, а так же количество иммобилизованных мембранными белками липидов и резко возрастает доля плотноупакованных липидов в бислое. Обеднение мембран фосфолипидами, имеющими ненасыщенные ацильные цепи вследствие перекисного окисления липидов, приводя к более плотной упаковке, увеличивает вязкость бислоя. Образование липидных перекисей в мембране сопровождается повышением ее проницаемости. Изменения в результате перекисного окисления липидов липидных свойств переопределяет липид-белковые слабые взаимодействия, что, в свою очередь, влияет на межбелковые контакты. Образуются посредством малонового диальдегида сшивки белков, в значительно меньшем количестве, чем белок-белковые, образуются и липид-белковые ковалентно-связанные комплексоны. Изменение межклеточных взаимодействий, модификация эритроцитов малоновым диальдегидом определяет возрастание жесткости мембран, уменьшение деформируемости клеток.

Большое влияние на величину электрофоретической подвижности оказывает адсорбция клеточной поверхностью ионов, белков, липидов, различных биологически активных веществ из плазмы крови. 

Проведение исследования ЭФПЭ в сочетании с анализом протекания процессов перекисного окисления липидов и количественной характеристикой состава окружающей клетку среды позволяет определить факторы, влияющие на изменение электрофоретической подвижности эритроцитов, что, в свою очередь, характеризует развитие стресс-реакции организма и степени вовлеченности  адаптационных систем. Дополнительно к измерению ЭФПЭ целесообразно исследование таких ферментативных систем крови, как аминотрансферазы (аланин- и аспартатаминотрансфераза), фосфатазы (кислая и щелочная), альфа-амилаза, которые являются маркерами развития воспалительных процессов различных систем организма. 

Активность аминотрансфераз в сыворотке крови резко изменяется при поражениях печени и сердца. Так, активность АсАТ резко возрастает при инфаркте миокарда уже в первые часы, что имеет большое значение при постановке диагноза. Острый гепатит сопровождается значительным повышением активности АлАТ. Функции щелочной и кислой фосфатаз связаны с процессами общего метаболизма: увеличение их активности возможно при разнообразных заболеваниях и состояниях. Амилаза, являясь органоспецифическим ферментом, характеризует функциональное состояние слюнных желез и поджелудочной железы.
Комплексное определение приведенных выше показателей с высокой точностью позволяет определить функциональное состояние организма и дифференцировать фазы адаптационных реакций.
Глава 2. Методы исследований неспецифических реакций системы крови

Раздел 1. Электрофоретическая подвижность эритроцитов методом микроэлектрофореза (Харамоненко, 1974)

Принцип микрометода заключается в том, что в специально сконструированных микроаппаратах с помощью секундомера и окулярной сетки измеряется под микроскопом скорость перемещения каждой клетки в электрическом поле. Установка для определения ЭФП состоит из горизонтальной микрокамеры, микроскопа, источника постоянного тока. 

Реактивы и материалы:

1.Агар: 2% агара в 0,1М КСl. Для приготовления 0,1 М КСl необходимо взять 372,5 мг KCl и развести в 50 мл дистиллированной воды, затем к полученному раствору добавить 1 г агара и прокипятить в колбе из термостойкого стекла с закрытым ватно-марлевым тампоном.

2. Антикоагулянт (цитрат натрия: 3,8% раствор)
3. Трис НСl буфер: 1,21 г триса развести в 1-м литре предварительно приготовленного 0,9 % хлорида натрия. Довести рН раствора до 7,4 используя НСl.

4. 0,5 н НСl. Для приготовления используют 4,15 мл конц. НСl и доводят до 100 мл дист. водой. 

5. Электорды. При использовании агаровых сифонов с электродами типа Ag(AgCl предварительно проводят хлорирование электродов, помещая их в 0,5 Н НСL и через полярный переключатель подсоединяют к источнику тока (сила тока 10мА). Замыкание цепи производят по 30 сек на каждой полярности. Переключение полярного переключателя проводят 5 раз. 

Ход определения:

В центрифужную пробирку наливают 0,1 мл антикоагулянта (цитрат натрия: 3,8% раствор) и добавляют до 1 мл крови (разведение 1:9); либо 0,2 мл стабилизатора и 0,8 мл крови (соотношение 1 часть стабилизатора и 4 части крови).

Пробирку с кровью полностью заполняют физиологическим раствором и центрифугируют при 3000 об(мин 10 мин, надосадочную жидкость сливают, а к осадку эритроцитов опять добавляют физиологический раствор и повторяют центрифугирование. Следующее центрифугирование осуществляют с буферным раствором, который в дальнейшем служит электрофоретической средой. После центрифугирования надосадочную жидкость сливают. Из осадка готовят взвесь эритроцитов, помещая в 10 мл трис НСl буфера 0,02- 0,05 мл эритроцитов. 

Заполняют камеру для электрофореза клеточной взвесью, таким образом, чтобы в камере не было пузырьков воздуха, закрывают капилляр покровным стеклом и в лунки камеры опускают электроды типа Ag(AgCl.

Наблюдают за перемещением 10 клеток в одной пробе под микроскопом с окуляром 40х. Фиксируют, с помощью секундомера, время перемещения эритроцитов на одинаковое расстояние, меняя полярным переключателем полярность на электродах. Расстояние, на которое перемещаются клетки, определяется по окулярной микрометрической сетке. Сила тока через ячейку составляет 8-10мА. 
Величину ЭФПЭ определяют по формуле:
U=S/ TH, 
где S – расстояние, на которое перемещается эритроцит, 
      T – время перемещения клеток на расстояние S, 
      H – градиент потенциала

Величину градиента потенциала определяли по формуле:
H=Y/ gX, 
где Y – сила тока,
       g – поперечное сечение микрокамеры, 
       X – удельная электропроводимость среды
Пример: U=12 мкм × 0,04 см × 0,094 А(см × В = 1,28 мкм × см / В × с, где

4,42 с × 0,008 А

12 мкм – расстояние, на которое переместились клетки;

0,03 см – поперечное сечение камеры;

0,094 А(см×В – удельная электропроводность среды;

4,42 с – время перемещения клеток на указанное расстояние;

0,008 А – сила тока.

Раздел 2. Перекисное окисление липидов и антиоксидантная система

2.1. Определение концентрации малонового диальдегида (МДА) в эритроцитах (Владимиров, Арчаков, 1972)
Принцип метода: При взаимодействии МДА с двумя молекулами тиобарбитуровой кислоты (ТБК) при температуре 90-100°С, образуется окрашенный триметиновый комплекс с максимумом поглощения при 532 нм (зеленый светофильтр).
Реактивы:

1. Раствор гемолитика: 0,15 М калия хлорид в 1 мМ ЭДТА, pH=7,4

2. Трихлоруксусная кислота (ТХУ): 30% раствор
3. Тиобарбитуровая кислота (ТБК): 0,75% раствор
4. Натрия хлорид: 0,85% раствор

5. Антикоагулянт (цитрат натрия: 3,8% раствор)

6.Взвесь отмытых эритроцитов: цельную кровь собирают в центрифужную пробирку, куда предварительно вносят 1-1,5 мл антикоагулянта и центрифугируют 10 мин при 1500 об/мин. Надосадочную жидкость сливают, а эритроциты дважды отмывают тройным объемом 0,85% раствора натрия хлорида, каждый раз центрифугируя при указанных выше условиях и сливая надосадочную жидкость. 

Ход определения:

В центрифужную пробирку вносят 0,1 мл взвеси эритроцитов, 1,9 мл раствора гемолитика и тщательно перемешивают; затем приливают 2 мл 30% трихлоруксусной кислоты (ТХУ) и 2мл 0,75% ТБК, вновь перемешивают. Пробирку помещают на кипящую водяную баню (15 мин). После охлаждения до комнатной температуры центрифугируют (10 мин, 3000 об/мин.). Центрифугат колориметрируют в кювете с рабочей длиной 10 мм при зеленом светофильтре (530-540 нм) против контроля.
Расчет концентрации МДА (С) проводят по формуле: 
С= D·50 / 1,56 нМоль/мл эритроцитов,
где D – оптическая плотность, 
      50 – разведение, 
      1,56 – молярный коэффициент экстинции МДА.

2.2. Определение содержания диеновых и триеновых конъюгатов, оснований Шиффа (Хышиктуев и соавт., 1996)
Принцип метода: Метод основан на установлении содержания продуктов ПОЛ в крови по поглощению липидным экстрактом монохроматического светового потока в ультрафиолетовой области спектра. Количество диеновых конъюгатов (ДК), триеновых конъюгатов (ТК) и оснований Шиффа (ОШ) экстрагируются в гептан-изопропанольных фракциях. Так как в гептане экстрагируются в основном нейтральные липиды, а в изопропаноле – фосфолипиды, т.о. гептановая фракция свидетельствует об активности ПОЛ в нейтральных липидах, а изопропанольная – в фосфолипидах.
Реактивы: 

1. н-Гептан

2. Изопропанол

3. 0,01 N водный раствор соляной кислоты

4. Хлорид натрия прокаленный

Ход определения:
К 0,1 мл плазмы крови добавляют 8 мл гептан-изопропанольной смеси в соотношении 1:1, встряхивают в течение 15 мин и центрифугируют при 6000 об/мин в течение 10 минут. Далее липидный экстракт переносят в чистую пробирку и добавляют 5 мл гептан-изопропанольной смеси в соотношении 3:7, после чего в пробирку добавляют 2 мл 0,01 N водного раствора соляной кислоты для разведения фаз и удаления нелипидных примесей. После разделения фаз (верхнюю) гептановую переносят в чистую пробирку, а к нижней добавляют 1г прокаленного хлорида натрия для обезвоживания изопропанольного экстракта, который переносят в чистую пробирку. 

Замер оптических плотностей (Е) производят на спектрофотометре. Каждая фаза оценивается против соответствующего контроля при длинах волн 220 нм (поглощение изолированных двойных связей), 232 нм (поглощение ДК), 278 нм (поглощение ТК) и 400 нм (поглощение ОШ). Содержание ДК, ТК и ОШ оценивают по относительным величинам Е232/Е220, Е278/Е220, Е400/Е220 и выражают в относительных единицах. 
2.3. Определение концентрации глутатиона (Sedlak, Lindsey, 1968)
Принцип метода: Об уровне свободных SH-групп глутатиона (G-SH) судят по количеству пошедшего на титрование раствора йодноватистокислого калия. Окисленный глутатион переводят в восстановленную форму с помощью цинковой пыли и вновь оттитровывают SH-группы; получают общий глутатион (G-SH + G-S-S-G). Окисленный глутатион определяют по разнице (общий глутатион - G-SH).
Реактивы:

1. Сульфосалициловая кислота (ССК): 25% раствор 

2. Сульфосалициловая кислота (ССК): 22% раствор
3. Сульфосалициловая кислота (ССК): 4% раствор
4. Йодистый калий: 5% раствор
5. Цинковая пыль

6. Крахмал: 1% раствор (готовится в день определения)

7. Основной раствор - 0,005N раствор йодноватистокислого калия (KJO3): 0,1783 г в 1 л воды

8. Рабочий раствор для титрования - 0,001N раствор KJO3: в мерную колбу на 250 мл вносят 50 мл основного раствора и 22,8 мл 22% раствора сульфосалициловой кислоты, перемешивают и доводят дистиллированной водой до метки.
Ход определения:
В колбу емкостью 50 мл наливают 24 мл воды, вносят 3 мл цельной крови. Через 5 мин осаждают белки: по каплям при постоянном взбалтывании приливают 3 мл 25% раствора сульфосалициловой кислоты (ССК), оставляют при комнатной температуре на 10 мин, после чего фильтруют через беззольный фильтр в сухую колбу. Фильтрат делят на две части: 

а) определение восстановленного глутатиона: 10 мл фильтрата переносят в сухую колбу (колба №1);

б) определение общего глутатиона: в оставшийся фильтрат вносят небольшое количество цинковой пыли и оставляют на 30 мин, взбалтывая время от времени. Затем жидкость фильтруют через беззольный фильтр и 10 мл фильтрата переносят в сухую колбу (колба №2).

В обе колбы (№1, №2) приливают по 2,5 мл 4% раствора ССК, по 2,5 мл 5% раствора йодистого калия, по 2-3 капли 1% раствора крахмала и титруют 0,001N раствором йодноватистого калия до появления слабо-голубого окрашивания. 

Концентрацию глутатиона (А) в колбах №1 и №2 определяют по формуле:
А=I·100 / 3,26 мг%,
где I - количество 0,001N раствора йодноватистого калия (мл), израсходованного на титрование пробы,
        3,26 – число, соответствующее объему йодноватистого калия (мл), идущего на титрование 1 мг глутатиона, 

        100 – коэффициент пересчета на 100 мл крови.
Окисленный глутатион определяют по разнице между общим и восстановленным.
Раздел 3. Липиды
3.1. Определение β- и пре-β-липопротеидов в сыворотке крови

Принцип метода: Метод основан на способности гепарина образовывать с β- и пре-β-липопротеидами сыворотки крови комплекс, который под действием хлористого кальция выпадает в осадок. Концентрацию β- и пре-β-липопротеидов сыворотки крови определяют по степени мутности, которая пропорциональна концентрации липопротеидов.
Реактивы:
1. Хлористый кальций: 0,025 М раствор
2. Раствор гепарина (1 мл содержит 1000 МЕ)

Ход определения:

В пробирку отмерить 0,2 мл сыворотки крови и прилить к ней 2 мл 0,025М раствор хлористого кальция. Определить исходную величину оптической плотности (Д1) на фотоколориметре (ФЭКе) в кювете с рабочей длиной 5 мм при красном светофильтре (630-690 нм). Перенести содержимое кюветы обратно в пробирку. К содержимому пробирки добавить точно! 0,04 мл гепарина, несколько раз промыв пипетку содержимым пробирки. Ровно через 5 мин измерить величину оптической плотности (Д2) на ФЭКе.
Содержание β- и пре-β-липопротеидов в сыворотки крови рассчитывают по формуле:

Х= (Д2 - Д1) х 12, 
где Д1 – исходная величина оптической плотности,

      Д2 – величина оптической плотности через 5 мин,
      12 – эмпирический коэффициент для выражения β-липопротеидов в г/л.
По полученным данным рассчитать содержание β- и пре-β-липопротеидов в исследуемой сыворотке крови.
3.2. Разделение липидов методом тонкослойной хроматографии (Шаршунова и соавт.,1980)
Принцип метода: Метод основан на различии в скорости перемещения компонентов смеси в плоском тонком слое сорбента при их движении в потоке подвижной фазы (элюента).  Липиды экстрагировали методом Folch (1957).
Реактивы:

1. Смесь Фольча: хлороформ : метанол в соотношении 2:1

2. 5% спиртовой раствор фосфорномолибденовой кислоты 
Ход определения:
В пробирку к 3,75 мл смеси Фольча добавляют 1 мл гемолизированных эритроцитов. Смесь оставляют на холоде 2 часа, периодически встряхивая, затем центрифугируют 15 мин при 3000 об/мин. После удаления верхнего слоя (супернатанта), представляющий смесь метанола с другими органическими компонентами добавляют 1 мл хлороформа и 1 мл дистиллированной воды и разделяют на фазы путем центрифугирования (3000 об/мин. в течение 15 мин). После повторного удаления супернатанта нижний слой выпаривают на водяной бане. Затем в пробирку добавляют 0,3 мл смеси Фольча, омывая стенки пробирки, после чего экстракт наносят на пластинки с силикагелем «Sorbfil».

Разгонку липидов производили в смеси хлороформ : метанол : вода в соотношении 65 : 25 : 4. Для проявления фракций высушенную хроматограмму опрыскивали 5% спиртовым раствором фосфорномолибденовой кислоты и после высушивания помещали в сушильный шкаф на 5-7 минут (температура +100°С). 

Количественный анализ спектра ФЛ проводят с помощью компьютерной программы «One Dscan» (DSP Inc., США).
3.3. Метод определения общего холестерина в сыворотке крови (метод Ильке)
Принцип метода: В основу определения положены реакции Либермана-Бурхарда, модифицированная Ильком. Холестерин в присутствии уксусного ангидрида и смеси уксусной и серной кислот дает зеленое окрашивание.
Реактивы:
1. Реактив Илька: смесь уксусного ангидрида, ледяной уксусной кислоты и серной кислоты в соотношении 5:1:1.

Ход определения:

К 2,1 мл реактива Илька ОСТОРОЖНО, очень медленно добавляют 0,1 мл сыворотки так, чтобы она стекала по стенке пробирки. Пробирку энергично встряхивают 10-12 раз, после чего термостатируют 20 мин при 37°С. Затем колориметрируют против реактива Илька на ФЭКе в кювете с рабочей длиной 5 мм при красном светофильтре (630-690 нм).

Пользуясь калибровочным графиком, вычисляют концентрацию холестерина в моль/л. Калибровочный график составлен с учетом разведения сыворотки.
Раздел 4. Ферменты
4.1. Определение активности аминотрансфераз в сыворотке крови (унифицированный метод Райтман-Френкеля)
Содержащиеся во всех клетках человеческого организма (в клетках печени, миокарда, скелетной мускулатуре, почках) аминотрансферазы осуществляют обратимый перенос аминогрупп с аминокислот на кетокислоты. Наибольшее диагностическое значение  имеет определение активности в сыворотке крови аланин- и аспартатаминотрансфераз.
4.1.1. Аланинаминотрансфераза (АлАТ)
АлАТ - это внутриклеточный фермент, катализирующий обратимый перенос аминогрупп с аланина (аминокислота) на α-кетоглутаровую кислоту (кетокислота) с образованием пирувата. Самых больших концентраций АлАТ достигает в печени, кроме того, в меньших количествах он содержится в скелетных мышцах, сердце, почках и поджелудочной железе. 
Принцип метода: В результате переаминирования между аланином и α-кетоглутаровой кислотой образуется глутаминовая и пировиноградная кислоты:

аланин + (-кетоглутарат  ((АлАТ ((    пируват + L-глутамат
Реактивы:
1. Едкий натр (NaOH): 1 н раствор

2. Субстратно-буферная смесь, pH=7,4

- Натрий фосфорнокислый двузамещенный (Na2HPO4): 120 мг


- Калий фосфорнокислый однозамещенный (KH2PO4): 20 мг


- α-кетоглутаровая кислота, динатриевая соль: 4 мг


- DL-α-аланин: 178 мг

Вещества растворяют в 1 н растворе NaOH. Раствор NaOH добавляют осторожно, небольшими порциями, постоянно перемешивая и измеряя pH. Раствор доводят дистиллированной водой до объема 10 мл, перемешивают, добавляют каплю хлороформа и хранят в холодильнике в замороженном виде. Перед употреблением раствор должен полностью оттаять.

3. Хлорид натрия: 0,85% раствор 
4. Соляная кислота (HCl): 1 н раствор

5. Едкий натр (NaOH): 0,4 н раствор
6. Раствор 2,4-динитрофенилгидрозина: 5 мг растворяют в небольшом количестве (5-10 мл) 1 н раствора соляной кислоты при нагревании на водяной бане. После того, как раствор остынет, доводят объем HCl до 25 мл. На следующий день реактив фильтруется. Раствор хранят в посуде из темного стекла в холодильнике.
7. Стандартный раствор пировинограднокислого натрия: 11 мг вещества растворяют в небольшом количестве воды в мерной колбе на 100 мл и доводят до метки дистиллированной водой.
Ход определения:

Определение активности АлАТ проводят по приведенной ниже схеме 1, параллельно в опытной и контрольной пробах.
Схема 1
	Реактивы
	Опытная проба (мл)
	Контрольная проба (мл)

	Субстратно-буферная смесь
	0,5
	0,5

	Предварительно инкубируют в течение 5 мин при 370С

	Сыворотка крови
	0,1
	-

	Инкубируют точно 30 мин при 370С

	Сыворотка крови (или физиологический раствор)
	-
	0,1

	Раствор 2,4-динитрофенилгидразина
	0,5
	0,5

	Перемешивают и выдерживают 20 мин при комнатной температуре

	0,4 н раствор NaOH
	5,0
	5,0

	Тщательно перемешивают и выдерживают 10 мин при комнатной температуре


Опытную пробу колориметрируют против контрольной пробы при длине волны 530-540 нм (зеленый светофильтр) в кюветах с рабочей длиной 10 мм.
Определение количества пирувата в пробе проводят по калибровочной кривой
Построение калибровочного графика
В пробирки вносят пипеткой растворы как указано в схеме 2. После добавления раствора 2,4-динитрофенилгидразина содержимое пробирок перемешивают и спустя 20 мин экспозиции при комнатной температуре добавляют раствор 0,4 н раствор NaOH. Тщательно перемешивают и выдерживают 10 мин при комнатной температуре. Через 10 мин измеряют оптическую плотность растворов № 1 - 5 против раствора № 6. 

Схема 2
	№ п/п
	0,85% NaCl, мл
	Стандарт. р-р пирувата Na, мл
	Субстратно-буферная смесь, мл
	Раствор 2,4-динитрофе-нилгидразина, мл.
	0,4 н раствор NaOH, мл
	Содержание пировиноградной кислоты в пробе, мкмоль

	1
	0,1
	0,05
	0,45
	0,5
	5,0
	0,05

	2
	0,1
	0,10
	0,40
	0,5
	5,0
	0,10

	3
	0,1
	0,15
	0,35
	0,5
	5,0
	0,15

	4
	0,1
	0,20
	0,30
	0,5
	5,0
	0,20

	5
	0,1
	0,25
	0,25
	0,5
	5,0
	0,25

	6 
	0,1
	0
	0,50
	0,5
	5,0
	0

	(контроль)


Строят калибровочный график зависимости оптической плотности от концентрации в пробе пирувата. Активность АлАт выражают в мкмоль пирувата, образующегося в результате переаминирования при инкубации 1 мл сыворотки в течение 60 мин при 370С (т.е. полученные значения увеличивают в два раза).
4.1.2. Аспартатаминотрансфераза (АсАТ)
АсАТ – фермент, содержащийся в большом количестве в миокарде и в ткани скелетной мускулатуры. Подъем активности чаще всего отражает поражение мышечной ткани.
Принцип метода: АсАТ катализирует реакцию переаминирования между аспарагиновой и α-кетоглутаровой кислотой с образованием глутаминовой и шавелевоуксусной (ЩУК) кислот:

аспартат + (-кетоглутарат  ((АсАТ ((    ЩУК + L-глутамат
Щавелевоуксусная кислота затем превращается в пировиноградную, которая в щелочной среде реагирует с 2,4-динитрофенилгидрозином с образованием окращенного гидразона пировиноградной кислоты. Интенсивность окраски зависит от концентрации кислоты.
Реактивы:
1. Субстратно-буферная смесь, pH=7,4


- Натрий фосфорнокислый двузамещенный (Na2HPO4): 120 мг


- Калий фосфорнокислый однозамещенный (KH2PO4): 20 мг


- α-кетоглутаровая кислота, динатриевая соль: 3 мг


- DL-α-аспарагиновая кислота: 266 мг

Вещества растворяют в 1 н растворе NaOH. Раствор NaOH добавляют осторожно, небольшими порциями, постоянно перемешивая и измеряя pH. Раствор доводят дистиллированной водой до объема 10 мл, перемешивают, добавляют каплю хлороформа и хранят в холодильнике в замороженном виде. Перед употреблением раствор должен полностью оттаять.

2. Все реактивы, которые необходимы при определении активности АлАТ
Ход определения:

Определение активности АсАТ проводят по приведенной ниже схеме 3, параллельно в опытной и контрольной пробах.
Схема 3
	Реактивы
	Опытная проба (мл)
	Контрольная проба (мл)

	Субстратно-буферная смесь
	0,5
	0,5

	Предварительно инкубируют в течение 5 мин при 370С

	Сыворотка крови
	0,1
	-

	Инкубируют точно 60 мин при 370С

	Сыворотка крови (или физиологический раствор)
	-
	0,1

	Раствор 2,4-динитрофенилгидразина
	0,5
	0,5

	Перемешивают и выдерживают 20 мин при комнатной температуре

	0,4 н раствор NaOH
	5
	5

	Тщательно перемешивают и выдерживают 10 мин при комнатной температуре


Опытную пробу колориметрируют против контрольной пробы при длине волны 530-540 нм (зеленый светофильтр) в кюветах с рабочей длиной 10 мм.

Определение количества пирувата в пробе, образовавшегося при переаминировании с участием АсАТ, определяют по калибровочной кривой (см. схему 2). Активность фермента выражают в мкмоль пировиноградной кислоты, образовавшейся при инкубации 1 мл сыворотки в течение 60 мин при 370С.
Примечание: Для определения АсАТ сыворотка не должна быть гемолизированной.
4.2.Определение активности ά-амилазы в сыворотке (плазме) крови (метод Смита и Роя)
ά- амилаза – фермент, относящийся к группе гидролаз. Существует множество методов установления активности фермента; наиболее точными являются амилокластические и сахарифицирующие. Первые основаны на определении остатка крахмала в пробе, где работает амилаза; вторые – на определение глюкозы и мальтозы, образующихся при действии энзима на крахмал. Амилокластические чувствительнее сахарифицирующих. 
Принцип метода: Об активности ά- амилазы судят по количеству нерасщепившегося крахмала, определенного колориметрически по интенсивности окраски йод-крахмального раствора.
Реактивы:

1. Крахмал: 2% раствор (готовят в день определения)
2. Раствор йода: 0,18 г KJ и 0,018 г кристаллического йода растворяют в 10 мл дист. воды. Хранят в темной посуде.

3. Фосфатный буфер, рН=7,2: 72 мл 0,1 М Na2HPO4 и 28 мл 0,1 М KH2PO4

4. Хлорид натрия: 3% раствор

5. Хлорид натрия: 0,85% раствор
6. Соляная кислота (HCl): 1 н раствор 
7. Соляная кислота (HCl): 0,1 н раствор
Ход определения:
Определение активности ά-амилазы проводят по приведенной ниже схеме 4, параллельно в опытной и контрольной пробах.

[image: image1.wmf]Схема 4
	Реактивы
	Опытная проба (мл)
	Контрольная проба (мл)

	2 % раствор крахмала
	0,5
	0,5

	Буферный раствор, рН=7,2
	0,3
	0,3

	3 % хлорид натрия
	1,0
	1,0

	Инкубируют на водяной бане 10 мин при 370С

	Сыворотка (плазма) крови
	0,1
	-

	0,85% хлорид натрия (физиологический раствор)
	-
	0,1

	Перемешивают и инкубируют 7,5 мин при 370С

	1 н HCl (для прекращения действия амилазы)
	0,1
	0,1

	Тщательно перемешивают 


Из каждой пробирки микропипеткой берут по 0,2 мл содержимого и переносят его в мерные колбы с предварительно налитой в них воды (30-40 мл). В каждую колбу вносят по 0,5 мл 0,1 н раствор HCl, 0,1 мл раствора йода, доливают водой до метки (50 мл) и тщательно перемешивают. Опытную и контрольную пробы сразу же колориметрируют против воды в кювете с рабочей длиной 10 мм при 650 нм (красный светофильтр).
Активность ά-амилазы выражают в амилазных единицах (Е) на 100 мл сыворотки:
Е= (Кп – Оп) / Кп х 1000

Кп – экстинция контрольной пробы,

Оп – экстинция опытной пробы.
Примечание: Для определения фермента нельзя использовать оксалатную или цитратную кровь, т.к. соли щавелевой и лимонной кислот являются ингибиторами ά-амилазы.
4.3. Определение активности щелочной и кислой фосфатаз крови (метод Бодански) (Камышников, 2000).
Фосфатазы – ферменты, отщепляющие гидролитическим путем остаток фосфорной кислоты от ее органических эфирных соединений:
    фосфатаза
R-O-PO3H2 + H2O                      R-OH + H3PO4
В зависимости от рН оптимума различают несколько групп фосфатаз, из которых клиническое значение имеют кислая фосфатаза (рН оптимум 3,8–6,0) и щелочная фосфатаза (рН оптимум 8,4–10,3).
Щелочная фосфатаза содержится практически во всех тканях организма. Особенно много ее в костной ткани, печеночной, предстательной, молочной железах, слизистой оболочке кишечника. Основное место локализации ЩФ – мембраны клеток.
Кислая фосфатаза (КФ) – лизосомальный  фермент. Содержится практически во всех тканях. Самая высокая концентрация отмечается в предстательной железе (простатическая фракция), затем - в печени, селезёнке, эритроцитах (внелизосомальная локализация), тромбоцитах, костном мозге. Высокая активность кислой фосфатазы отмечается в макрофагах и остеокластах. 
Принцип метода: Под действием фермента сыворотки крови β-глицерофосфат натрия подвергается гидролизу с освобождением неорганического фосфора, по содержанию которого и судят об активности энзима.
Реактивы:

1. Субстратный буфер (основной раствор): 500 мг β-глицерофосфата натрия и 425 мг мединала (барбитуровокислого натрия) растворяют в 30 мл дистиллированной воды и после полного растворения указанных реактивов объем полученного раствора доводят до 50 мл (в мерной колбе). Раствор сохраняют в темном флаконе в холодильнике.
2. Щелочной раствор: В мерную колбу на 100 мл вносят 50 мл основного раствора, 2,8 мл 0,1 н раствора NaOH и после проверки рН (значение которого должно быть 8,6) объем смеси доводят дистиллированной водой до метки. Раствор хранится в холодильнике.

3. Кислый раствор: В мерную колбу на 100 мл вносят 50 мл основного раствора (субстратного буфера), 5 мл 1 н уксусной кислоты и после доводят объем смеси дистиллированной водой до метки. рН раствора должен составлять 5,0. Полученный реактив хранится в холодильнике.
4. Молибденовый раствор: 1,25 г молибденовокислого аммония растворяют в 30 мл дистиллированной воды и фильтруют в мерную колбу на 50 мл. В другом сосуде готовят раствор серной кислоты путем добавления к 12,5 мл дистиллированной воды 3,75 мл концентрированной H2SO4. Растворы соединяют и после охлаждения объем полученного реактива доводят дистиллированной водой до метки.
5. Соляная кислота: 0,1 н раствор

6. Раствор аскорбиновой кислоты: 500 мг аскорбиновой кислоты растворяют в 50 мл 0,1 н HCl (готовят непосредственно перед применением).

7. Едкий натр (NaOH): 0,1 н раствор

8. Уксусная кислота: 1 н раствор
9. Трихлоруксусная кислота (ТХУ): 10% раствор
10. Основной стандартный раствор фосфора: 439,4 мг KH2PO4, предварительно высушенного до постоянной массы в эксикаторе над серной кислотой, переносят в мерную колбу на 100 мл, растворяют в небольшом количестве воды и доводят объем дистиллированной водой до метки. Перед употреблением основной раствор разбавляют дистиллированной водой в 100 раз: 1 мл стандартного раствора фосфора вливают в мерную колбу на 100 мл и доводят его объем до метки, т.о. 1 мл полученного рабочего стандартного раствора содержит 0,01 мг фосфора.
Ход определения:
Определение активности щелочной (ЩФ) и кислой (КФ) фосфатаз проводят по приведенной ниже схеме 5.
Схема 5
	Реактивы
	Опытная проба для определения ЩФ (мл)
	Опытная проба для определения КФ (мл)

	Щелочной/ Кислый раствор
	1,0
	1,0

	Инкубируют на водяной бане или в термостате 3-5 мин при 370С

	Сыворотка крови
	0,1
	0,1

	Инкубируют 60 мин при 370С


Время термостатирования опытных проб может быть использовано для определения содержания неорганического фосфора.

Содержание неорганического фосфора в контрольных пробах проводят по приведенной ниже схеме 6.

Схема 6
	Реактивы
	Контрольная проба для определения ЩФ (мл)
	Контрольная проба для определения КФ (мл)

	Щелочной/ Кислый раствор
	1,0
	1,0

	10% ТХУ
	1,1
	1,1

	Сыворотка крови
	0,1
	0,1

	Тщательно перемешивают и центрифугируют 10 мин при 1500 об/мин

	
	
	

	Центрифугат (переносят в чистые, сухие пробирки)
	1,5
	1,5

	Молибденовый раствор
	1,0
	1,0

	Аскорбиновая кислота
	1,0
	1,0

	Перемешивают и выдерживают 10 мин при комнатной температуре, после чего фотометрируют в красной области спектра в кювете с рабочей длиной 5 мм 


При учете оптической плотности проб в качестве раствора для сравнения используют дистиллированную воду.
Активность щелочной и кислой фосфатаз рассчитывают по калибровочной кривой.
Построение калибровочного графика
В пробирки вносят пипеткой растворы как указано в схеме 7. 

Схема 7
	№ п/п
	Основной стандартный раствор неорганического фосфора, мл
	10% ТХУ, мл
	Дист. вода, мл
	Раствор аскорбиновой кислоты, мл
	Молибденовый раствор, мл
	Содержание фосфора в стандартном растворе, мг

	1
	0,1
	0,4
	1,0
	1,0
	1,0
	0,001

	2
	0,2
	0,4
	0,9
	1,0
	1,0
	0,002

	3
	0,4
	0,4
	0,7
	1,0
	1,0
	0,004

	4
	0,6
	0,4
	0,5
	1,0
	1,0
	0,006

	5
	0,8
	0,4
	0,3
	1,0
	1,0
	0,008

	6 
	1,0
	0,4
	0,1
	1,0
	1,0
	0,01


Через 10 мин после приливания молибденового раствора пробы колориметрируют в тех же условиях.
При построении калибровочной кривой на оси абсцисс откладывают показатели, соответствующие фосфора в 1,5 мл раствора (см. схема 7) (или еще лучше цифры активности фермента в размерности «ммоль/(ч х л)), а на оси ординат – соответствующие им значения абсорбции.
Активность щелочной (1) и кислой (2) фосфатаз оценивается по количеству выделенного неорганического фосфора (в ммоль) при действии на субстрат 1 л сыворотки за время инкубации 1 ч при +370С и рассчитывается по следующим формулам:
(Ощ – Кщ) х 1000 х 474,19 

 (1)
(Ок – Кк) х 1000 х 474,19


(2)
Ощ, Ок – количество неорганического фосфора, содержащегося в опытных пробах,
Кщ, Кк – количество неорганического фосфора, содержащегося в контрольных пробах,

1000 – коэффициент пересчета в единицы Бодански (ВЕ),

474,19 – коэффициент пересчета в ммоль/(ч х л).
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