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При подготовке новой редакции практикума авторы 

руководствовались многолетним опытом преподавания 

биохимии на лечебном, медико-профилактическом, 

стоматологическом факультетах и факультете высшего 

сестринского образования Рязанского государственно-

го медицинского университета им. акад. И.П. Павлова. 

Представлены методики разной степени сложности 

и продолжительности, поэтому они могут быть исполь-

зованы как на практических занятиях студентов, так 

и в учебно-исследовательской и научной работе.

Выполнение подобранных в практикуме лаборатор-

ных работ поможет студентам различных факультетов 

усвоить теоретический материал программы по дисци-

плине «Биологическая химия», развить мыслительные 

способности, приобрести навыки самостоятельного био-

химического анализа материала. Практикум дополнен 

работами по биохимии питания, содержит новые разде-

лы «Биохимическое исследование тканей зуба и слюны», 

«Диагностика патологии порфиринового обмена».

Каждый раздел имеет краткое введение, которое со-

держит основные теоретические сведения и помогает 

студентам понять целесообразность определения того 

или иного показателя. В начале каждой работы приведен 

перечень растворов, оборудования и материалов, требуе-

мых для ее выполнения. Прописи приготовления некото-

рых многокомпонентных растворов, буферных растворов 

и перечень наиболее распространенных референтных ве-

личин лабораторных показателей, полученных с исполь-
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зованием конкретных методов исследования, вынесены 

в приложение. Особое внимание уделено практической 

направленности и профилизации практикума. В нем 

представлено значительное число унифицированных 

методов, применяемых в клинике для диагностики за-

болеваний, приведены скрининг-тесты для диагностики 

молекулярных болезней, биохимические методы анализа 

лекарственного растительного сырья и биогенных пре-

паратов, пищевых продуктов. Кроме того, при описании 

лабораторных работ кратко излагается практическое 

использование этого метода в медицинской, фарма-

цевтической практике и биохимических исследованиях. 

В специальном разделе «Практическое значение работы» 

указаны нормальные значения и причины возможных 

отклонений. Эта информация поможет будущему вра-

чу проводить обоснованные, соответствующие уровню 

диаг ностического поиска лабораторные исследования.

В постановке новых лабораторных работ и редакти-

ровании старых  приняли активное участие сотрудники 

кафедры биологической химии с курсом клинической 

лабораторной диагностики ГОУ ВПО РязГМУ Мин-

здравсоцразвития России доценты Рязанова Е.А., По-

кровский С.А., Фомина М.А. Большую помощь в под-

готовке практикума к изданию оказали Кудашкин Н.Е., 

Поздняков С.В., которым авторы выражают свою при-

знательность.
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ВВЕДЕНИЕ  ВВЕДЕНИЕ  
Биохимические исследования проводят для получения 

информации о многочисленных химических и физико-

химических процессах, протекающих в клетках и тканях 

живых организмов в норме и при патологии. 

В зависимости от цели исследования используют 

специальные приемы обработки биологического мате-

риала и соответствующие физико-химические методы, 

которыми студенты овладевают при выполнении био-

химического практикума. Однако прежде чем приступить 

к изучению конкретных методик исследования, необхо-

димо познакомиться с некоторыми общими положения-

ми и приемами практической биохимии.

1. ПРАВИЛА ТЕХНИКИ БЕЗОПАСНОСТИ ПРИ РАБОТЕ 
В БИОХИМИЧЕСКОЙ ЛАБОРАТОРИИ

1. Все работы в лаборатории нужно проводить в рабо-

чей одежде (халат, шапочка).

2. Перед началом лабораторной работы необходимо 

правильно организовать свое рабочее место. Лаборатор-

ный стол должен содержаться в полной чистоте и не за-

громождаться лишними предметами. Реактивы для ра-

боты должны стоять на полках и использоваться по мере 

необходимости.

3. Работать следует аккуратно, без спешки — она мо-

жет привести к несчастному случаю. Все работы выпол-

нять последовательно, согласно методическим разработ-

кам, которые предварительно должны быть изучены.
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4. Строго соблюдать меры предосторожности при 

работе с сильнодействующими реактивами и взрыво-

опасными веществами. Не пробовать на вкус или ощупы-

вать неизвестные вещества. Не проводить произвольного 

смешивания веществ, не зная результата реакции. Это 

может привести к самовоспламенению.

5. Кислоты, щелочи и другие сильнодействующие 

реактивы отбирать только специальными пипетками 

с резиновыми баллончиками или пользоваться мерной 

химической посудой.

6. В случае попадания кислот на лабораторный стол 

или пол сначала следует их нейтрализовать и лишь потом 

вытирать.

7. В случае попадания кислот на одежду следует ней-

трализовать их раствором аммиака, а затем смыть водой.

8. Концентрированные растворы кислот, щелочей 

и другие сильнодействующие реактивы нельзя выли-

вать в раковину без предварительной нейтрализации, без 

обезвреживания.

9. Смешивая концентрированные кислоты с водой, 

необходимо лить кислоту в воду, а не наоборот. Разме-

шивать жидкость во время переливания кислоты. Все 

работы при этом следует проводить в защитных очках.

10. Нельзя оставлять склянки с концентрированны-

ми кислотами и щелочами на рабочем месте. Вся работа 

с ними должна проводиться в вытяжном шкафу. Работу 

проводить в защитных очках.

11. Осторожно проводить нагревание растворов 

в колбах, пробирках и других емкостях. Пользоваться 

асбестовыми сетками. Сосуды с нагреваемыми раство-

рами следует держать отверстием от себя и окружающих, 

во избежание разбрызгивания жидкости, что может при-

вести к ожогам. Работу проводить в защитных очках.

12. Беречь глаза от попадания в них химических реак-

тивов, особенно сильнодействующих. Все работы, свя-
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занные с сильнодействующими реактивами и нагрева-

нием растворов на открытом пламени, проводить только 

в защитных очках. При попадании реактива в глаза не-

медленно промыть их большим количеством проточной 

воды.

13. С огнеопасными реактивами следует работать вда-

ли от огня и работающих нагревательных приборов.

14. Ввиду того что водород, метан, этилен, ацетилен 

образуют с воздухом взрывчатые смеси, нельзя поджигать 

их у отверстия газоотводной трубки, не убедившись пред-

варительно, что воздух полностью вытеснен из прибора.

15. Необходимо строго соблюдать правила работы 

с газовыми горелками или электроплитами.

16. При возникновении пожара в лаборатории немед-

ленно приступить к его ликвидации подручными средства-

ми (песок, кошма, огнетушители, вода). Одновременно 

срочно вызвать пожарную бригаду по телефону 01.

17. При работе с органическими растворителями 

следует избегать вдыхания их паров и помнить об их ог-

неопасности. Содержание их в лаборатории допустимо 

в пределах однодневной потребности.

18. Во избежание ожогов при нагревании и прокали-

вании никогда не следует брать голыми руками нагре-

ваемые емкости, а пользоваться специальными держа-

телями.

19. Не допускается хранить и принимать пищу в хи-

мической лаборатории.

20. В конце работы обязательно вымыть руки.

2. МАТЕРИАЛ И ЕГО ПОДГОТОВКА 
ДЛЯ БИОХИМИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ

ОБЪЕК Т БИОХИМИЧЕСКИХ ИСС ЛЕ ДОВАНИЙ
В экспериментальных условиях можно получить лю-

бой биологический материал для биохимических иссле-
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дований. В клинике такие возможности ограничены. Для 

клинико-биохимических анализов используют:

 биологические жидкости внутренних сред орга- •
низма — плазму (или сыворотку) крови, спинно-

мозговую жидкость, лимфу, амниотическую, вну-

трисуставную и внутриглазную жидкости, а также 

экссудат и транссудат;

 биологические выделения (экскреты) — мочу,  •
желчь, слюну, желудочный и кишечный соки, кал, 

пот, слезную жидкость, женское молоко и молозиво, 

семенную жидкость, слизистые выделения.

Получение этих жидкостей и экскретов относительно 

несложно и безвредно. В то же время изучение биохими-

ческих процессов непосредственно в клетках, тканях и 

органах человека сопряжено с большими трудностями. 

Прижизненное взятие кусочков тканей и органов — биоп-
сия — осуществляется во время операции или с помощью 

специального инструментария, что позволяет получить 

материал для исследований — биоптат. Ввиду сложно-

сти, а порой и небезвредности получения биоптатов их 

используют для биохимических анализов в клинике отно-

сительно редко. Лишь клетки крови, процедура получения 

которых проста, все чаще служат объектом обстоятельных 

клинико-биохимических лабораторных исследований. 

В судебно-медицинских целях и для более обстоятельного 

изучения причин и исхода болезни проводят посмертные 

биохимические анализы тканей и органов.

В стоматологической практике биохимические иссле-

дования необходимы для решения вопросов профилак-

тики, диагностики и лечения заболеваний полости рта. 

Объектами клинико-стоматологических исследований 

являются слюна, пелликула, зубной камень, мягкий зуб-

ной налет, пульпа, зубы и мягкие ткани полости рта.

При проведении биохимических исследований следует 

учитывать особенности стоматологического материала:
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 зубы и слюна специфичны по химическому составу  •
и свойствам, поэтому часто требуется использова-

ние особых методических приемов;

 в ротовой полости находится микрофлора и условия  •
для ее развития;

 определенное влияние оказывают зубные протезы,  •
пасты, порошки;

 органы ротовой полости непосредственно контак- •
тируют с внешней средой.

Чаще всего объектом клинических исследований 

является слюна как наиболее доступный материал для 

анализа.

Объектом биохимических исследований в фарма-
цевтической практике служит биологический материал 

животных и сами лекарственные препараты. Взятие для 

анализа биологического материала экспериментальных 

животных используется при стандартизации и контроле 

качества лекарств. Например, по концентрации глюко-

зы в крови проводится стандартизация и контроль каче-

ства препаратов инсулина. В то же время анализ таких 

биологических препаратов, как ферментные, прово-

дится только биохимическими методами. В санитарно-

гигиенической практике объектом исследований могут 

быть продукты питания. 

ПОЛУЧЕНИЕ И ХРАНЕНИЕ ПРОБ 
ДЛЯ БИОХИМИЧЕСКИХ ИСС ЛЕ ДОВАНИЙ 

Точность биохимического анализа зависит от пра-

вильного отбора и при необходимости хранения проб 

биологического материала.

Мочу  чаще всего исследуют в клинико-биохимических 

лабораториях. Для этой цели, как правило, собирают 

в стеклянную или полиэтиленовую бутыль суточную 

мочу (для специальных случаев собирают ее порционно) 

и хранят в холодильнике. Иногда анализируют отдельно 
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ночную и дневную порции мочи. Бактериальные загряз-

нения обычно мало влияют на результаты исследования 

мочи, но если необходимо задержать рост микроорганиз-

мов, то добавляют консервант, например, толуол. При 

некоторых специальных исследованиях, например при 

определении стероидных гормонов и их метаболитов, 

в мочу добавляют концентрированную HCl (из расче-

та 10 мл на 1 л мочи) и т.д. При определении ферментов 

целесообразно проводить анализ свежевыпущенной 

мочи.

Для сбора мочи у мелких лабораторных животных 

(белые крысы или мыши) их помещают в стеклянные 

выделительные воронки, обычно на 12 или 24 ч. Моча 

через стеклянную воронку для фильтрования, в отверстие 

которой вставлен стеклянный «гвоздик» (для задержки 

фекалий), стекает в мерный цилиндр.

Кровь для исследования берут утром натощак.

Капиллярную кровь получают чаще всего из пальца 

руки, у маленьких детей ее берут путем прокола мочки 

уха, большого пальца ноги или пятки. На лабораторных 

занятиях для биохимических исследований обычно ис-

пользуют капиллярную кровь.

Техника взятия крови из пальца для лабораторного ана-
лиза. Как правило, кровь берут из безымянного пальца 

левой руки. Если по каким-то причинам этого сделать 

нельзя, то ее берут из любого другого пальца. Сначала 

участок кожи пальца обследуемого очищают ватным 

тампоном, смоченным этиловым спиртом, а затем эфи-

ром. Левой рукой захватывают безымянный палец левой 

руки обследуемого и слегка сдавливают мякоть пальца 

в месте предполагаемого укола. Наиболее удобно делать 

укол в мякоть пальца слева от срединной линии, не-

сколько отступая от ногтя. Кожу прокалывают стериль-

ной иглой одноразового пользования, причем иглу рас-

полагают строго перпендикулярно относительно места 
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укола и вводят почти на всю длину ее острия, рассекая 

кожу поперек папиллярных линий (это способствует 

большему зиянию ранки и более длительному крово-

течению). Появившуюся каплю крови удаляют ват-

ным тампоном. Затем кровь, свободно выделяющуюся 

из ранки или после легкого надавливания на мякоть 

пальца, берут для анализа с помощью микропипетки, 

обычно предварительно смоченной антикоагулянтом 

(противосвертывающим веществом). Кончиком микро-

пипетки следует касаться капель выступающей крови, 

избегая попадания в нее пузырьков воздуха. Кончик 

микропипетки, куда забирают кровь, должен распола-

гаться несколько выше, чем другой ее конец, что помога-

ет лучшему поступлению крови в микропипетку. После 

того как кровь будет взята, к ранке прикладывают ват-

ный тампон, смоченный настойкой йода, и прижимают 

палец к ладони до остановки кровотечения. 

Для получения большого количества крови ее берут 

из локтевой вены (у маленьких детей из подкожных вен 

головы) обязательно с соблюдением необходимых мер 

предосторожности. В зависимости от целей биохими-

ческому исследованию может подвергаться цельная 

кровь или ее составные части — форменные элементы 

(клетки), плазма или сыворотка. Если для анализа необ-

ходимы плазма и клетки крови, то взятую из вены кровь 

смешивают в пробирке с подходящим антикоагулянтом, 

который предотвращает ее свертывание. В качестве ан-

тикоагулянта обычно используют раствор оксалата или 

цитрата натрия (концентрации 0,1 моль/л), который 

связывает ионы кальция в крови и не дает ей свернуться. 

В тех же целях применяют и гепарин — добавляют около 

2 мг на 10 мл крови. Благодаря большому отрицательно-

му заряду он взаимодействует с белками, участвующи-

ми в свертывании крови, и препятствует образованию 

сгустка. Взятую цельную кровь с добавлением антикоагу-
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лянтов используют для получения плазмы и форменных 

элементов путем центрифугирования.

Для получения сыворотки кровь собирают в сухую 

пробирку без антикоагулянта и оставляют свертываться, 

помещая пробирку в холодильник на ночь. Выделившу-

юся после образования сгустка сыворотку отсасывают 

пипеткой или отделяют с помощью центрифугирова-

ния и используют для анализа. Сыворотка отличается от 

плазмы тем, что в ней отсутствуют фибриноген и другие 

белки крови, участвующие в ее свертывании и вошед-

шие в сгусток. Взятую кровь хранят в холодильнике.

Слюна — это жидкий секрет, который выделяется 

тремя парами крупных (околоушных, подчелюстных, 

подъязычных) и множеством мелких слюнных желез по-

лости рта. Следует различать смешанную слюну (ротовая 

жидкость) и чистую слюну.

Чистая слюна — это секрет, полученный непосред-

ственно из протоков слюнных желез. Чистый секрет ис-

следуют для определения функции слюнных желез или 

при изучении действия различных факторов на слюнные 

железы.

Смешанная слюна, или ротовая жидкость, состоит не 

только из секрета слюнных желез, но содержит также и 

клетки эпителия, лейкоциты, микроорганизмы, остатки 

пищи.

Техника забора слюны. Смешанную слюну у чело-

века можно получить без стимуляции, ее называют 

«слюна покоя». В этом случае обследуемому предла-

гают наклонить подбородок вниз к груди, к нижней 

губе подставляют мерную центрифужную пробирку, 

в которую стекает слюна. Если при этом измеряют ско-

рость секреции слюны, то обследуемый не должен ее 

сглатывать.

Часто при заборе слюны применяют стимуляцию 

различными факторами. Используют стимуляцию с по-
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мощью активных движений языка и жевательной му-

скулатуры щек с последующим сплевыванием слюны в 

пробирку. Употребляют пищевые (лимон, клюква, шоко-

лад, сухари и др.), механические (жевание парафина, ре-

зины и др.), термические (холодный раствор на заднюю 

половину языка) раздражители. Слюна собирается путем 

сплевывания.

Для получения чистого секрета определенной слюн-

ной железы предложены пластмассовые катетеры, кото-

рые помещают в выводные протоки желез. Чаще всего 

используют капсулу Красногорского–Ющенко и ее мо-

дификации, которые накладываются и фиксируются на 

устье выводных протоков.

Материалом для исследований может быть цельная 

слюна, осадок слюны и/или надосадочная жидкость, 

которые различаются по химическому составу и метабо-

лической активности. Для предупреждения методиче-

ских ошибок при изучении цельной слюны необходимо 

использовать тщательно гомогенизированную слюну 

и отбирать для анализа одинаковые ее порции. Для по-

лучения осадка и надосадочной жидкости проводят 

центрифугирование цельной слюны при 8000 об/мин 

в течение 30 мин при комнатной температуре или тем-

пературе от 0 до +4 °С в зависимости от определяемых 

показателей.

Другие биологические жидкости и экскреты берут, 

как правило, с помощью специального инструментария 

и хранят в холодильнике.

Биоптаты получают с помощью скальпеля, специ-

альных игл для биопсии или специальной эндоскопи-

ческой техники, снабженной инструментом для взятия 

кусочков ткани. Хранить ткани можно в замороженном 

состоянии при –20 °С. Перед исследованием их размо-

раживают.
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ОБРАБОТКА БИОЛОГИЧЕСКОГО МАТЕРИАЛА
В зависимости от вида биохимического исследова-

ния полученный биологический материал обычно под-

вергают предварительной обработке. Как правило, при 

проведении исследования требуется определить содер-

жание какого-нибудь нормального или патологическо-

го компонента в биологическом материале или изучить 

отдельные биохимические реакции, катализируемые 

ферментами.

Плазма или сыворотка крови и другие биологиче-

ские жидкости (включая экскреты) представляют собой 

смесь различных природных веществ, растворенных 

в водной среде. При определении ферментов биологи-

ческую жидкость используют для исследования целиком, 

не подвергая какой-либо обработке. Лишь при высокой 

концентрации фермента в средах их перед определени-

ем разводят. В то же время присутствие ферментов часто 

мешает определению в биологических жидкостях тех ве-

ществ, превращение которых они катализируют. Поэто-

му полученный материал сразу обрабатывают реактивом, 

прекращающим действие ферментов и осаждающим 

как ферментные, так и любые другие белки. Для осаж-

дения используют трихлоруксусную, хлорную, азотную, 

фосфорно-вольфрамовую, серную и другие кислоты, ги-

дроксид бария с сульфатом цинка или просто термиче-

скую обработку биологического материала.

При биохимическом исследовании клеток, тканей 

и органов приемы их обработки усложняются, по-

скольку изучаемый компонент может быть локализован 

в каком-либо органоиде или даже его части, например 

в мембране. Поэтому сначала клетки или ткань подвер-

гают разрушению различными способами. Чаще всего 

применяют механическое разрушение ткани с помощью 

гомогенизатора. Он представляет собой стеклянный ста-

кан, форма которого и размеры могут быть различными. 
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В этот стакан помещают кусочек ткани, измельченный 

ножницами, и соответствующую жидкую среду (обычно 

раствор сахарозы, хлорида калия), позволяющую сохра-

нить интактность выделяемых структурных образований 

клетки.

Растирание ткани осуществляется при движении вверх 

и вниз вращающегося в стакане гомогенизатора пестика, 

который соединен через привод с осью электромоторчи-

ка. На время гомогенизации стакан гомогенизатора по-

мещают в лед, чтобы избежать нагревания и повреждения 

субклеточных структур.

В простейшем случае гомогенат получают, растирая 

ткань с толченым стеклом или кварцевым песком в фар-

форовой ступке.

Возможно также разрушение ткани и клеток высоко-

частотными ультразвуковыми колебаниями и с помощью 

«осмотического шока». Последний метод используют 

при разрушении эритроцитов и других клеток крови. Он 

заключается в том, что при добавлении дистиллирован-

ной воды мембрана клеток разрывается от избыточного 

внутри клеточного осмотического давления.

Гомогенизация ткани и разрушение клеток — стадия 

обработки, предшествующая разделению клеточных 

компонентов.

3. ОСНОВНЫЕ МЕТОДЫ РАЗДЕЛЕНИЯ 
И ВЫДЕЛЕНИЯ ВЕЩЕСТВ ПРИ БИОХИМИЧЕСКИХ 

ИССЛЕДОВАНИЯХ

Гомогенаты представляют собой сложную смесь ча-

стиц, отличающихся по размеру, форме и химическому 

составу. Для разделения и выделения этих частиц, а также 

молекул, содержащихся в биологическом материале, ис-

пользуются различные методы, которые суммированы 

в таблице 1.
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Таблица 1 
Основные методы разделения и выделения веществ, 

применяемые при биохимических исследованиях 
(по В.В. Меньшикову, с дополнениями)

Свойство, используемое 
для разделения

Методы разделения и выделения

Различие температур перехода 
веществ из одного состояния 
в другое

1. Перегонка (дистилляция)

2.  Микродиффузия 
(изотермическая дистилляция)

3. Озоление

4. Выпаривание (высушивание)

5. Лиофилизация

Различие растворимости 
веществ

6. Экстракция

7. Противоточное распределение

8.  Фракционное осаждение 
(по видам осаждающих агентов и средств):

 нейтральными солями (высаливание);

 кислотами;

  гидрофильными органическими 
растворителями;

  водорастворимыми 
недиссоциирующими 
высокомолекулярными полимерами;

 тяжелыми металлами и их гидроксидами;

 органическими катионами;

 анионами и полианионами;

 иммунопреципитацией

Различие скорости 
седиментации 
(осаждения)

9. Седиментационный анализ:

 центрифугирование;

 ультрацентрифугирование

Различие в размерах молекул

10. Диализ:

 при равном давлении;

 при повышенном давлении;

  при пониженном давлении 
(ультрафильтрация);

 электродиализ
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Свойство, используемое 
для разделения

Методы разделения и выделения

Различие распределения между 
подвижной и неподвижной 
фазами, основанное 
на неодинаковой растворимости, 
сорбируемости, на разнице 
в значениях электрического 
заряда, в размерах молекул

11.  Хроматография 
(по технике осуществления подразде-
ляется на колоночную, тонкослойную 
и бумажную):

  адсорбционная 
(жидкостно-адсорбционная, 
ионообменная, газо-адсорбционная);

  распределительная 
(жидкостно-жидкостная, 
газо-жидкостная);

 гель-хроматография и гель-фильтрация;

  аффинная (биоспецифическая) 
хроматография

Различие в электрическом 
заряде молекул

12. Электрофорез:

 свободный;

  носителях:
– бумаге (простой и высоковольтный)
–   гелях (агар, агароза, крахмал, 

полиакриламид);
– пленке (ацетилцеллюлоза)

13. Комбинированный электрофорез:

 электрофорез + иммунодиффузия 
(иммуно электрофорез);

 электрофорез + хроматография 
(техника «отпечатков пальцев»)

Различие в электрическом 
заряде молекул 
при определенном рН

14.  Изоэлектрическое фокусирование 
в градиенте рН:

 свободное;

 зональное;

 в геле;

 иммуноэлектрофокусирование

4. ОСНОВНЫЕ ПРИБОРЫ, 
ИСПОЛЬЗУЕМЫЕ В ПРАКТИК УМЕ

При проведении биохимических исследований ис-

пользуют различные приборы и оборудование, позво-

ляющие выделить изучаемое вещество и определить его 

содержание в биологическом материале.

Окончание табл. 1
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ФОТОМЕТРИЧЕСКИЕ ПРИБОРЫ
Фотометрия (абсорбциометрия) — метод качествен-

ного и количественного анализа, основанный на измерении 
интенсивности поглощения или рассеяния веществом све-
тового потока.

Светопоглощение, или экстинкция, согласно закону 

фотометрии Ламберта–Бугера–Бера прямо пропор-

ционально концентрации поглощающего вещества, 

толщине слоя раствора и молярному коэффициенту 

экстинкции (Е). Последний представляет собой погло-

щение раствора вещества концентрацией 1 моль/л, по-

мещенного в кювету толщиной слоя 1 см, и измеряется 

в л · моль-1 · см-1.

Рис. 1 а. Общий вид колориметра фотоэлектрического 

концентрационного (КФК-2):

1 — гальванометр; 2 — крышка кюветного отделения; 

3 — ручка установки «грубо»; 4 — ручка установки «точно»; 

5 — ручка чувствительности; 6 — ручка кюветодержателя; 

7 — переключатель светофильтров
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Рис. 1 б. Общий вид КФК-3-01 «ЗОМЗ»:

1 — металлическое основание; 2 — кожух; 

3 — крышка кюветного отделения; 4 — ручка кюветодержателя; 

5 — ручка для поворота дифракционной решетки и установки 

требуемой длины волны

Часто используют и другой показатель — удельный 

коэффициент экстинкции Е
1см

1%, т.е. поглощение света 

1%-ным раствором вещества в кювете с толщиной слоя 

1 см. Для определения содержания какого-либо компо-

нента биологического материала строят калибровочный 

график, отражающий зависимость между экстинкцией 

(Е) и концентрацией (С) этого вещества в растворе и 

представляющий собой прямую линию в прямоугольной 

системе координат.

Для фотометрического анализа используют фотоэлек-

троколориметры (ФЭК), колориметры фотоэлектрические 

концентрационные (КФК), фотоэлектроколориметры-

нефелометры и спектрофотометры (СФ).

КФК различных моделей применяют для анализа све-

топоглощения окрашенных растворов веществ в види-

мой области спектра (рис. 1 а, б).

Фотоэлектроколориметры-нефелометры применя-

ют для измерения интенсивности светорассеивания или 

ослабления светового потока изучаемых веществ в мут-

ных средах.
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Колориметр фотоэлектрический концентрационный 

позволяет благодаря большому набору узкополосных све-

тофильтров проводить измерения в определенной области 

спектра в диапазоне длин волн 315–980 нм. Этот прибор 

используют для определения светопоглощения веществ, 

а также коэффициента пропускания рассеивающих взве-

сей, эмульсий и коллоидных растворов в проходящем свете. 

Спектрофотометры (рис. 2) используют для изучения 

строения, качественного и количественного анализа ве-

щества по интенсивности поглощения его в монохрома-

тическом свете. В клинико-биохимических и научных 

исследованиях применяются приборы, работающие в об-

ласти спектра от 186 до 1100 нм.

Рис. 2. Общий вид спектрофотометра

Современные биохимические фотометры (анализато-

ры) имеют встроенный процессор, с помощью которого 

большая часть обязательных операций проделывается 

автоматически, информация обрабатывается в соответ-

ствии с выбранной методикой, а на дисплей выводится 

уже конечный результат — концентрация определяемого 

вещества или активность фермента. Так, автоматически 

устанавливается требуемый по методике светофильтр, 

вычитается значение контрольной (холостой) пробы, 

расчитывается конечный результат по калибровочной 

кривой, измеряется скорость реакции (при определении 

активности ферментов), распечатываются полученные 
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результаты, калибровочная кривая и кинетика фермен-

тативной реакции. Встроенный термостат и термостати-

руемая фотометрическая ячейка обеспечивают необхо-

димый температурный режим определения. Измерение 

проводится в той же пробирке, где и реакция.

Полученные результаты в большой степени зависят 

от дозирования биологических материалов и реактивов. 

Точность этой процедуры повышается при использова-

нии автоматических пипеточных дозаторов. При работе 

с биохимическими автоматическими анализаторами ис-

пользуются готовые наборы реагентов для выполнения 

определенной методики. Таким образом, повышаются 

скорость и точность определения, уменьшается расход 

реагентов.

ФЛУОРИМЕТРИЧЕСКИЕ ПРИБОРЫ
Для качественного и количественного анализа ве-

ществ, которые, поглощая энергию, способны к люми-

несценции (флуоресценции), применяются флуороско-

пы и флуориметры.

Флуороскоп позволяет проводить полуколичествен-

ный анализ путем визуального сравнения интенсивности 

флуоресценции опытного раствора со стандартным, где 

концентрация вещества известна.

Флуориметры позволяют проводить количественный 

анализ. В этих приборах выделение области спектра, не-

обходимого для возбуждения данного вещества, осущест-

вляется первичными светофильтрами, а пропускание 

характерного для него участка излучения (свечения) — 

с помощью вторичных светофильтров.

ЦЕНТРИФУГИ
Центрифугирование — метод разделения смеси компо-

нентов жидких сред под действием центробежной силы. 
Его используют для отделения форменных элементов 
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крови от плазмы, для осаждения и выделения клеток из 

мочи, спинно-мозговой жидкости и других сред орга-

низма, а также для отделения осадков от жидкой фазы 

(надосадочная жидкость, или супернатант). В клинико-

биохимических лабораториях для этой цели использу-

ют малогабаритные центрифуги общего назначения. Они 

дают максимальную скорость около 6000 об · мин-1.

Для специальных биохимических исследований при-

меняют ультрацентрифуги с охлаждением (рефрижератор-

ные). Они позволяют проводить дифференциальное цен-

трифугирование, т.е. разделение частиц, отличающихся 

друг от друга размерами и плотностью.

Скорость осаждения частиц определяется центро-

бежным ускорением, которое обычно выражают в еди-

ницах g (гравитационная постоянная, равная 980 см · с-2). 

Величину g обозначают как относительное центробеж-

ное ускорение. Она зависит от скорости вращения ротора 

(n, об · мин-1) и расстояния (r, см) от оси вращения ротора 

до середины столбика жидкости в пробирке и определя-

ется по формуле:

g = 1,11 · 10-5n2r.

На практике g устанавливают по номограмме, при-

лагаемой к инструкции для каждой ультрацентрифуги. 

С помощью дифференциального центрифугирования 

выделяют субклеточные частицы — ядра, митохондрии, 

лизосомы, микросомы и др.

ПРИБОРЫ ДЛЯ ЭЛЕКТРОФОРЕЗА
Электрофорез — метод разделения заряженных ча-

стиц под действием внешнего электрического поля. 
Электрофорез проводят в специальных аппаратах раз-

ной конструкции (рис. 3). Поддерживающий материал 

располагается в них на лотках, специальных кюветах, 

стеклянных трубочках, стеклах и может находиться 

в горизонтальном (горизонтальный электрофорез) или 
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вертикальном (вертикальный электрофорез) положе-

нии. Для электрофоретического разделения используют 

пористый поддерживающий материал (фильтроваль-

ная бумага, ацетилцеллюлоза), различные гели (агар, 

крахмал, полиакриламид, декстран) и т.д. Перед поме-

щением в камеру аппарата для электрофореза бумагу 

смачивают буферным раствором, а гель заранее готовят 

на нем. Смесь веществ, наносимая микропипетками на 

горизонтально расположенный материал или на стол-

бик геля, разделяется при электрофорезе на фракции. 

Условия электрофореза зависят от целей разделения 

и подбираются заранее.

Рис. 3. Прибор (а) и камера (б) для электрофореза: 

1 — верхняя камера; 2 — нижняя камера; 

3 — уплотнительные кольца; 4 — трубочка с гелем; 

5 — анод; 6 — катод

Электрофореграммы фиксируют, окрашивают специ-

альными красителями для выявления локализации на них 

разделенных веществ. Если вещество флуоресцирует, то 

его положение устанавливают при просмотре фореграм-

мы в ультрафиолетовом свете. Количественное определе-

ние производят по содержанию красителя, связавшегося 

с разными фракциями веществ на электрофореграмме, 

или путем прямого измерения светопоглощения этих зон 

на специальных приборах-денситометрах.
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5. ЭКСПРЕСС-ТЕСТЫ В БИОХИМИИ

Экспресс-тесты представляют собой наборы для 

экспресс-анализа (так называемая сухая химия), позво-

ляющие проводить качественные и полуколичественные 

определения различных компонентов мочи, крови и дру-

гих биологических жидкостей.

В эти наборы входят диагностические тест-полоски (бу-

мажные или пластиковые), к одному концу которых при-

креплены квадратики фильтровальной бумаги, импрегни-

рованные соответствующими реактивами-ферментами, 

индикатороми и другими веществами, обычно исполь-

зующимися в лаборатории в виде растворов.

Принцип экспресс-тестов, как правило, основан на 

тех же или аналогичных химических реакциях, как и при 

классических методах анализа. На индикаторную зону 

полоски наносят исследуемую жидкость и по времени 

появления окраски, по интенсивности цвета или по ве-

личине окрашенной зоны судят о наличии или отсут-

ствии исследуемого вещества. Результат оценивают или 

визуально (полуколичественно) по цветной шкале, или  

с помощью автономного анализатора (количественно).

 Существуют монотесты, позволяющие определить 

один показатель (глюкозу, билирубин и др.), и полите-

сты, с помощью которых оценивают несколько взаимо-

связанных параметров ( маркеры повреждения миокар-

да — тропонин I, T, миоглобин; показатели липидного 

обмена — общий холестерин, ЛПВП, ЛПНП, ЛПОНП, 

триацил глицерины).

ПРЕИМУЩЕСТВА ЭКСПРЕСС-ТЕСТОВ
1. Быстрота выполнения анализа. 

2. Не требует дополнительных реактивов и оборудо-

вания. Исследование может быть проведено непосред-

ственно у постели больного.
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3. Простота проведения анализа (может быть прове-

ден лаборантом или медсестрой). 

4. Экспресс-тесты для полуколичественных опреде-

лений обладают точностью, достаточной для лаборатор-

ных исследований.

5. Сухие реактивы устойчивее жидких и удобнее 

в транспортировке.

ОБЛАСТЬ ПРИМЕНЕНИЯ
Незаменимы в неотложных случаях для диагности- •

ки угрожающих жизни состояний. Комплекс таких тестов 

может быть основой «карманной лаборатории» врача.

Для проведения своевременной терапии особенно  •
важны у больных в коматозном состоянии.

В качестве скрининг-тестов. С их помощью можно  •
выявить пациентов с нормальными и патологическими 

параметрами. При выявлении патологии в последующем 

проводится определение с помощью обычных количе-

ственных методов.

Эффективны в сельской местности, при значитель- •
ном удалении от центра, в условиях эпидемий и т.д.

6. ПРИМЕНЕНИЕ ЕДИНИЦ СИ 
ДЛЯ ВЫРАЖЕНИЯ РЕЗУЛЬТАТОВ 

КЛИНИКО-БИОХИМИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ

ОБЩИЕ ПОЛОЖЕНИЯ
В биохимии и клинической химии используются 

основные и производные единицы СИ.

Основные единицы СИ. К основным относятся семь 

единиц СИ: метр, килограмм, секунда, моль, ампер, 

кельвин и кандела (табл. 2).

Первые четыре из них широко применяют в клини-

ческой химии.
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Таблица 2 
Основные единицы СИ

Величина
Наименование 

единицы
Обозначение 

единицы

Длина Метр м

Масса Килограмм кг

Время Секунда с

Количество вещества Моль моль

Термодинамическая температура Кельвин К

Сила света Кандела кд

Производные единицы СИ представляют собой со-

четание основных единиц (табл. 3). Например, про-

изводной единицей является скорость химической 

(ферментативной) реакции. Так, активность фермента 

выражается в единицах количества вещества, превра-

щенного (имеется в виду убыль субстрата или накопле-

ние продукта реакции) в единицу времени.

Таблица 3 
Производные единицы СИ

Величина
Наименование 

единицы
Обозначение 

единицы

Площадь Квадратный метр м2

Объем, вместимость Кубический метр м3

Давление (парциальное осмотическое) Паскаль Па

Плотность
Килограмм 

на кубический метр
кг/м3

Массовая концентрация 
компонента

Килограмм 
на кубический метр

кг/м3

Молярная концентрация 
компонента

Моль 
на кубический метр

моль/м3

Активность компонента
Моль превращенного 

вещества в секунду
моль/с

Скорость химической 
(ферментативной) реакции

Моль превращенного 
вещества в секунду 
на кубический метр

моль/(с·м3)
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Кратные и дольные значения единиц СИ. Довольно 

часто выражение результатов клинико-биохимических 

исследований в единицах СИ оказывается неудобным, 

потому что получаемые значения бывают либо очень 

малы, либо велики. Для этого система СИ предусма-

тривает использование кратных и дольных значений 

единиц СИ. Их названия образуют от исходных на-

званий единиц СИ, добавляя к ним соответствующие 

приставки (табл. 4). Например, одна тысячная доля 

моля (10-3 моль) называется миллимоль и обозначается 

ммоль.

Единицы, допустимые к применению наравне с единица-
ми СИ. Некоторые единицы хотя и не относятся к еди-

ницам СИ, но используются наравне с ними. Из них для 

выражения результатов биохимических исследований 

особенно важны единица объема — литр (л) и единицы 

времени — минута (мин), час (ч), сутки (сут), которые 

используют при выражении результатов биохимических 

исследований.

Таблица 4 
Множители и приставки, 

применяемые для обозначения десятичных кратных 
и дольных единиц СИ

Множитель Приставка
Обозначение 

приставки 
(символ)

Множитель Приставка
Обозначение 

приставки 
(символ)

1012 гера Т 10-3 милли м

109 гига Г 10-6 микро мк

106 мега М 10-9 нано н

103 кило к 10-12 пико п

10-1 деци д 10-15 фемто ф

10-2 санти с
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НЕКОТОРЫЕ РЕКОМЕНДАЦИИ 
ПО ПРИМЕНЕНИЮ ЕДИНИЦ СИ В КЛИНИКО-БИОХИМИЧЕСКИХ 

ИССЛЕДОВАНИЯХ
Выражение концентрации вещества. Концентрацию ве-

ществ, молекулярная масса которых известна (например, 

концентрацию глюкозы, мочевины, мочевой кислоты в 

биологических жидкостях), выражают в единицах моляр-

ной, но не массовой концентрации (т.е. в молях на литр 

или в дольных единицах — миллимоль на литр, микро-

моль на литр и т.д.).

Вещества, у которых не установлена или точно не из-

вестна молекулярная масса, выражаются в единицах мас-

совой концентрации или в массовых долях. Так, массовая 

концентрация может быть выражена в г/л, мг/л, мкг/л 

и т.д. В этих единицах выражаются результаты определе-

ния содержания белков (альбумин, фибриноген, общий 

белок, гаптоглобин), общих липидов, так называемого 

сахара (под которым понимается сумма восстанавливаю-

щих моно- и дисахаридов) и других компонентов в био-

логических жидкостях (плазме крови, спинно-мозговой 

жидкости, моче и др.). Хотя для некоторых белков плазмы 

крови, например для гаптоглобина, церулоплазмина, аль-

бумина, известна относительная молекулярная масса, тем 

не менее пока сохраняется правило выражать содержание 

всех белков в единицах концентрации (по массе) или в 

массовых долях. Содержание гемоглобина, согласно ре-

комендации международного комитета по стандартиза-

ции в гематологии, также пока выражают не в миллимо-

лях на литр (ммоль/л), а в граммах на литр (г/л).

Содержание веществ в тканях. При биохимических 

исследованиях в клинике требуется иногда определить 

содержание тех или иных веществ в биоптатах. Резуль-

таты определения также выражаются в единицах массы 

(если молекулярная масса неизвестна) и в молях (если 

молекулярная масса известна) в расчете на 1 кг сырой или 
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высушенной ткани, т.е. в г/кг, мг/кг, мкг/кг или в моль/кг, 

ммоль/кг, мкмоль/кг.

Не рекомендуется:
а)  выражать результаты на единицы объема, дольные 

от литра: на миллилитр, микролитр и т.д., а также 

на единицы массы, дольные от килограмма: грамм, 

миллиграмм и т.д., т.е. нельзя использовать такие 

единицы, как мг/мл, мкг/мл или мг/г, мкг/г и т.д.;

б)  использовать понятие «миллиграмм-процент» для 

выражения концентрации веществ, поскольку оно 

отражает отношение разнородных величин;

в)  применять качественную или полуколичественную 

оценку результатов знаками «+» или «–» (в неко-

торых случаях, например, при оценке проб на кол-

лоидную устойчивость белков плазмы — проба 

Вельтмана, тимоловая проба, можно пользоваться 

числовыми значениями: 0, 1, 2, 3 и т.д.).

Концентрация ионов водорода. Концентрацию ионов 

водорода в биологических жидкостях можно выражать 

двояко: через молярную концентрацию веществ (моль/л) 

или через шкалу рН.

Парциальное давление газов. При исследовании пар-

циального давления газов, например рО
2
 и рСО

2
, в крови 

следует выражать результаты в килопаскалях (кПа). При 

исследовании кислотно-щелочного равновесия парци-

альное давление газов тоже должно выражаться в кПа.

Результаты анализа мочи. Содержание веществ в моче 

(точнее выделение веществ с мочой за сутки) выражают в 

молях на сутки или, если неизвестна молекулярная масса, 

в единицах массы на сутки. При этом учитывают объем 

суточной мочи.

Результаты исследования ферментов. Активность фер-

ментов рекомендуется выражать в моль/с (или моль · с-1), 

а также в моль/мин, моль/ч. При определении актив-

ности учитывается конкретно используемый субстрат, 
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превращенный в ходе реакции, или получаемый про-

дукт. Поэтому в результатах определения активности 

ферментов следует давать ссылку на использованный 

метод определения.

Практически при определении в биологических жид-

костях активность ферментов относят к единице объема — 

литру (напомним, что на дольные единицы литра выражать 

результаты нельзя). Так, активность ферментов выражают 

в молях в секунду на литр (моль·с-1 · л-1). Для удобства вы-

ражения результатов в каждом конкретном случае при-

меняют дольные единицы моля (ммоль, мкмоль, нмоль) 

или другие единицы времени (минута, час).

В тех случаях, когда молекулярная масса субстрата не-

известна (например, при использовании белка как суб-

страта при определении активности протеолитических 

ферментов или крахмала при определении активности 

α-амилазы), активность фермента выражают в единицах 

массы превращенного субстрата. Например, активность 

α-амилазы выражают в мг/(ч · л).

По рекомендации комиссии по ферментам Между-

народного биохимического союза введена единица ак-

тивности ферментов, получившая название катал, со-

кращенно кат. Она соответствует скорости превращения 

1 моль субстрата за 1 с, а также может быть выражена в 

дробных единицах: миллимолях (10-3) — милликатал, 

микромолях (10-6) — микрокатал, наномолях (10-9) — на-

нокатал, пикомолях (10-12) — пикокатал и т.д. 
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Белки — высокомолекулярные азотсодержащие органи-

ческие соединения, состоящие из аминокислот, соединенных 
пептидными связями, и имеющие сложную структурную 
организацию.

Белки делятся на две группы: простые, или протеины, 

и сложные, или протеиды. Протеины состоят только из 

аминокислот, связанных в полипептидную цепь пептид-

ными связями, а протеиды содержат кроме аминокис-

лот небелковый компонент, или простетическую группу 

(углевод, липид, нуклеиновую кислоту, кофактор и т.д.). 

Белки имеют несколько уровней структурной организа-

ции: первичный, вторичный, третичный и в большинстве 

случаев четвертичный.

1. ХИМИЧЕСКАЯ ПРИРОДА ПРОСТЫХ БЕЛКОВ

Присутствие веществ белковой природы в биологи-

ческом материале и лекарственных препаратах можно 

обнаружить с помощью качественных реакций на струк-

турные компоненты белка и его функциональные груп-

пы. Все известные реакции выявления белков и пептидов 

можно разделить на три типа.

1. Реакция на пептидную группу, характерную для по-

липетидной цепи и нетипичную для прочих биологиче-

ских веществ. Она специфична для белков и пептидов.

2. Реакции на концевые α-амино- или α-карбок-

сильные группы. Эти реакции дают также свободные 

α-амино кислоты и некоторые другие соединения.
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3. Реакции на отдельные боковые радикалы или груп-

пы аминокислот, входящих в полипептиды. Эти реак-

ции специфичны также и для свободных α-аминокислот 

и других веществ, содержащих соответствующую функ-

циональную группу в молекуле.

РАБОТА 1. КАЧЕСТВЕННЫЕ (ЦВЕТНЫЕ) РЕАКЦИИ НА ФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ 
ГРУППЫ БЕЛКОВ И АМИНОКИСЛОТ

Реактивы. Биуретовый реактив* (содержит NaOH и 

ионы Cu2+), нингидрин, 0,5%-ный водный раствор; азот-

ная кислота, конц.; гидроксид натрия, 20%-ный раствор; 

реактив Миллона*; уксусная кислота, ледяная; серная 

кислота, конц.; ацетат свинца, 5%-ный раствор; нитро-

пруссид натрия, 5%-ный раствор.

Оборудование. Штатив с простыми пробирками; ка-

пельницы; пипетки вместимостью 1 мл; водяная баня.

Материалы для исследования.
1. Раствор яичного белка (белок одного куриного яйца 

отделяют от желтка, растворяют в 20-кратном объеме 

дистиллированной воды, фильтруют через несколько 

слоев марли и хранят в холодильнике).

2. Неразбавленный свежий яичный белок.

3. 1%-ные растворы глицина, глицилглицина, 

α-аланина, β-аланина.

4. 0,1%-ные растворы фенилаланина, тирозина, трип-

тофана, гистидина, цистеина гидрохлорида, метиони-

на.

а. Биуретовая реакция на пептидную группу (реакция 
Пиотровского). Метод основан на способности пептид-

ной группы белков и полипептидов образовывать в ще-

лочной среде с ионами Cu2+ комплексное соединение 

фиолетового цвета с красным или синим оттенком в за-

висимости от числа пептидных связей в белке.

* Здесь и далее звездочкой отмечены реактивы, приготовление 
которых описано  в приложении.
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Биуретовая реакция положительна с белками и пеп-

тидами, имеющими не менее двух пептидных связей 

( — С —NH — ).   С ди- и трипептидами она неустойчива. 

        

Биуретовую реакцию дают небелковые вещества, со-

держащие не менее двух пептидных групп, например, 

производное мочевины — биурет

, 

давший название этой реакции, и некоторые другие. 

В сильнощелочной среде пептидные группы полипепти-

дов переходят в енольную форму, в которой и взаимодей-

ствуют с ионом Cu2+, образуя окрашенный биуретовый 

комплекс примерно следующего строения:

На свободные аминокислоты биуретовая реакция 

обычно отрицательна. Исключение составляют гистидин, 

серин, треонин, аспарагин, которые при больших кон-

центрациях в растворе могут образовывать окрашенный 

биуретовый комплекс с Cu2+.
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Ход определения. В одну пробирку вносят 5 капель 

раствора яичного белка, в другую — глицилглицина и 

в третью — глицина. 

Добавляют в каждую пробирку по 2 капли биуретового 

реактива, слегка взбалтывают и наблюдают за появлени-

ем окрашивания.

б. Нингидриновая реакция на α-аминогруппу. Метод 

основан на взаимодействии нингидрина с α-амино-

группой аминокислот, пептидов, белков с образованием 

окрашенного комплекса синего или сине-фиолетового 

цвета.

При нагревании в присутствии нингидрина проис-

ходит окислительное дезаминирование α-аминогрупп 

аминокислот и пептидов, а молекула нингидрина при 

этом восстанавливается:

 α

Восстановленный нингидрин реагирует с аммиаком 

и другой молекулой окисленного нингидрина, в результа-

те образуется окрашенное соединение (сине-фиолетовый 

комплекс Руэмана):
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Пролин и оксипролин дают с нингидрином окрашен-

ный продукт желтого цвета. Нингидриновая реакция мо-

жет быть положительна с некоторыми аминами, амидами 

кислот и некоторыми другими соединениями.

Ход определения. В одну пробирку вносят 5 капель рас-

твора яичного белка, в другую — α-аланина и в третью — 

β-аланина.

Добавляют в каждую пробирку по 2 капли раствора 

нингидрина, нагревают до кипения и через 1–3 мин на-

блюдают появление окрашивания.

в. Ксантопотеиновая реакция на ароматическое коль-
цо циклических аминокислот (реакция Мульдера). Метод 

основан на способности аминокислот и аминокислотных 

остатков полипептидов, содержащих ароматическое коль-

цо, образовывать при взаимодействии с концентрирован-

ной азотной кислотой динитропроизводные соединения 

желтого цвета. В щелочной среде они переходят в хиноид-

ные структуры, имеющие оранжевое окрашивание.

Ксантопротеиновая реакция характерна для фенила-

ланина, тирозина и триптофана, имеющих ароматическое 

(бензольное) кольцо. Эти аминокислоты или содержащие 

их белки при нагревании с концентрированной азотной 

кислотой дают нитросоединения желтого цвета.

Например, в реакции с тирозином образуется дини-

тротирозин; добавление гидроксида натрия приводит к 

образованию натриевой соли хиноидной структуры ди-

нитротирозина:
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N

N

NO
2

NO
2

+2HNO
3

+NaOH

тирозин динитротирозин динитротирозин хиноидная
форма (желтое окрашивание)

натриевая соль динитротиро-
зина хиноидной структуры
(оранжевое окрашивание)

–2H
2
O

–H
2
O

NO
2
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2

OH

ONa

OH
O

O

O

O

H
2
C
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2

CH COOH

H
2
C
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2

CH COOH

H
2
C

NH
2

CH COOHH
2
C

NH
2

CH COOH

OH

Ксантопротеиновая реакция положительна со мно-

гими ароматическими соединениями (бензол, фенол 

и др.).

Ход определения. 1. В одну пробирку вносят 5 капель 

раствора яичного белка, в другую — фенилаланина, в тре-

тью — тирозина и в четвертую — гистидина.

В каждую пробирку добавляют по 3 капли концентри-

рованной азотной кислоты, нагревают до кипения (осто-
рожно! В защитных очках!) и наблюдают за появлением 

окрашивания.

Содержимое пробирок охлаждают под струей водо-

проводной воды, затем в каждую по каплям добавляют 

раствор гидроксида натрия, пока не начнется переход 

окраски.

г. Реакция Миллона на тирозин. Метод основан на 

способности тирозина (как свободного, так и входяще-

го в состав белка) при нагревании с реактивом Миллона 

образовывать ртутную соль нитротирозина, окрашенную 

в пурпурно-красный цвет:

Makarova-2011-12-12.indd   43 15.12.2011   17:10:47



44

ПРАКТИКУМ ПО БИОЛОГИЧЕСКОЙ ХИМИИ

Эта реакция положительна также для фенольных 

соединений.

Ход определения. В одну пробирку вносят 5 капель рас-

твора яичного белка, в другую — тирозина и в третью — 

фенилаланина. В каждую из них добавляют по 3 капли 

реактива Миллона и осторожно нагревают на водяной 

бане (не выше 50 °С), наблюдая за появлением окраши-

вания.

д. Реакция Адамкевича на триптофан. Метод основан 

на способности триптофана в кислой среде реагировать 

с глиоксиловой кислотой с образованием соединения, 

окрашенного в красно-фиолетовый цвет.

При нагревании две молекулы триптофана взаимо-

действуют с глиоксиловой кислотой с образованием 

окрашенного соединения:
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Для проведения реакции используют ледяную уксус-

ную кислоту, в которой как примесь содержится глиок-

силовая кислота. В качестве водоотнимающего средства в 

реакции используется концентрированная серная кислота.

Ход определения. В одну пробирку вносят 2 капли не-

разбавленного свежего яичного белка, а в другую — рас-

твор триптофана. 

Добавляют в каждую из них по 10 капель ледяной ук-

сусной кислоты и осторожно нагревают до растворения 

выпавшего осадка белка в первой пробирке, после чего 

содержимое их охлаждают.

Очень осторожно, по стенке, наклонив пробирку, под-

слаивают в каждую из пипетки около 1 мл концентриро-

ванной серной кислоты, следя за тем, чтобы жидкости не 

смешались. На границе двух слоев возникает характерное 

окрашенное кольцо, которое постепенно распространя-

ется на весь раствор.

е. Реакция Фоля на аминокислоты, содержащие слабо-
связанную серу (цистеин, цистин). Метод основан на спо-

собности белков, в состав которых входят серосодержа-

щие аминокислоты (цистеин, цистин), в щелочной среде 

при нагревании образовывать сульфид натрия, который с 

плюмбитом натрия дает черный или бурый осадок суль-

фида свинца:
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Pb(CH
3
COO)

2
 + 2 NaOH   →   Pb(OH)

2
 + 2CH

3
COONa

Pb(OH)
2
 + 2 NaOH   →   Na

2
PbO

2
 + 2H

2
O

Na
2
S + Na

2
PbO

2
 + H

2
O   →   PbS↓ + 4NaOH

Ход определения. В три пробирки наливают по 10 ка-

пель раствора ацетата свинца и по каплям в каждую из 

них прибавляют раствор гидроксида натрия до раство-

рения первоначально образующегося осадка. В одну 

пробирку добавляют 5 капель раствора яичного белка, 

в другую — цистеина, в третью — метионина, смеси ки-

пятят 1–2 мин и наблюдают за изменением их цвета и 

выпадением осадка.

ж. Нитропруссидная реакция на серосодержащие амино-
кислоты. Метод основан на способности сульфида натрия, 

образующегося при щелочном гидролизе серосодержащих 

аминокислот, давать с нитропруссидом натрия окрашенное 

комплексное соединение красно-фиолетового цвета:
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Ход определения. В одну пробирку вносят 5 капель 

неразбавленного свежего яичного белка, в другую — 

раствор цистеина, в третью — метионина. Добавляют 

в каждую пробирку по 10 капель раствора гидроксида 

натрия, кипятят 3 мин и затем охлаждают их содержи-

мое.

В каждую пробирку прибавляют 2–3 капли раство-

ра нитропруссида натрия и наблюдают за появлением 

окрашивания.

Оформление работы. После каждой реакции сделать 

вывод о ее специфичности для исследуемого вещества и 

присутствии соответствующих функциональных групп 

в яичном белке. Результаты оформить в виде таблицы, 

отмечая знаками «плюс» или «минус» результат реак-

ции.

№
п/п

Иссле-
дуемый 

материал

Реакция

Биуре-
товая

Нингид-
риновая

Ксанто-
про-

теиновая
Фоля

Мил-
лона

Адам-
кевича

Нитро-
прус-

сидная

Практическое значение работы. Качественные реак-

тивы (или, как их часто называют, цветные реакции) 

используются в клинико-биохимических лаборато-

риях, фармацевтической практике и биохимических 

исследованиях для обнаружения присутствия белка и 

аминокислот в биологических средах, качественного 

анализа белковых лекарственных средств, препара-

тов гидролизатов белков и аминокислот, пептидов 

и белков на хроматограммах и электрофореграммах. 

Многие качественные реакции положены в основу ме-

тодов количественного определения белков и амино-

кислот.
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РАБОТА 2. КАЧЕСТВЕННЫЙ АНАЛИЗ 
НЕКОТОРЫХ БЕЛКОВЫХ ПРЕПАРАТОВ

Реактивы и оборудование те же, что и в работе 1.

Материалы.
1. Аминопептид или другой гидролизат белков — пре-

парат для парентерального питания.

2. Желатиноль (препарат из пищевого желатина) или 

желатин, 1%-ный раствор.

Метод анализа основан на использовании качествен-

ных реакций, рассмотренных в предыдущей работе, для 

выявления присутствия отдельных аминокислот в соста-

ве белковых препаратов.

Ход определения. С белковыми препаратами проводят 

качественные реакции — биуретовую, нингидриновую, 

ксантопротеиновую, Миллона, Фоля, Адамкевича и нитро-

пруссидную. Для проведения каждой реакции используют 

по 5 капель гидролизата белков и препарата желатина.

Оформление работы. Полученные данные оформить 

в виде таблицы, приведенной в работе 1.

В выводе показать наличие, согласно проведенному 

анализу, отдельных аминокислот и сравнительную пол-

ноценность исследуемых белковых препаратов.

Практическое значение работы. Состав аминокислот 

определяет не только свойства белка, но и его питатель-

ную и лекарственную ценность. Биологически полно-

ценными считаются белки, содержащие все незаменимые 

аминокислоты. Поэтому представляет интерес наличие 

именно этих аминокислот в белковых гидролизатах. Ги-

дролизаты белков различной природы используются в 

медицине как лекарственные препараты для паренте-

рального питания. В лечебных целях применяются раз-

личные белки плазмы крови, желатин и др.

В практике контроль качества и количественный 

анализ таких лекарственных средств, как гидролизаты 

белков и препаратов, содержащих смеси аминокислот 
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или отдельные аминокислоты, основываются на каче-

ственном и количественном анализе конкретных ами-

нокислот. Так, одним из основных показателей качества 

гидролизатов белков является содержание триптофана, 

которое составляет в аминопептиде и в фибриносоле 

около 0,5 г/л, а в растворах гидролизина и гидролизата 

казеина не менее 0,15 г/л.

РАБОТА 3.  ХРОМАТОГРАФИЧЕСКИЙ МЕТОД 
РАЗДЕЛЕНИЯ АМИНОКИСЛОТ

Хроматография — один из эффективных и широко при-
меняемых в биохимических исследованиях методов разделе-
ния аминокислот. Наиболее проста  и доступна распреде-

лительная хроматография на бумаге. Для ее проведения  

используют систему растворителей, составляющих под-

вижную и неподвижную фазы, от правильного подбора 

которых зависит эффективность разделения аминокис-

лот. В частности, применяют фенол, насыщенный водой. 

При обработке хроматографической бумаги этой смесью 

растворителей вода с небольшим количеством фенола 

впитывается в бумагу и образует неподвижную фазу, а фе-

нол, насыщенный водой, служит подвижной фазой.

В зависимости от направления фронта передвижения 

растворителя различают следующие виды хроматогра-

фии: восходящую, нисходящую, одномерную, двухмер-

ную и радиальную. Расположение отдельных амино-

кислот обнаруживают путем проявления хроматограмм. 

Для этого высушенную бумагу обрабатывают раствором 

нингидрина и затем нагревают ее в сушильном шкафу 

при 100 °С, т.е. проводится качественная нингидриновая 

реакция на аминокислоты, находящиеся на бумаге.

Скорость перемещения аминокислот выражают ко-

эффициентом R
f
, который представляет собой отноше-

ние расстояния, пройденного данной аминокислотой, 

к пути, пройденному фронтом растворителя: 
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R
f
 = a/b,

где a — расстояние от места нанесения раствора смеси 
аминокислот (линия старта) до центра пятна конкретной 
аминокислоты; b — путь, пройденный растворителем от 
линии старта до его фронта после окончания хроматогра-
фии, мм. 

Для каждой аминокислоты характерно свое значение 

R
f
, которое зависит от сорта хроматографической бумаги, 

системы растворителей, температуры, рН среды и т.д.

Реактивы. Фенол, насыщенный водой*; нингидрин, 

0,2%-ный раствор в ацетоне.

Оборудование. Термостат, отрегулированный на тем-

пературу 37–38 °С; сушильный шкаф, отрегулирован-

ный на температуру 100–105 °С и имеющий перекладины 

с крючками для подвешивания хроматограмм; большие 

пробирки (диаметр 2,0–2,5 см, длина 18–20 см) с плот-

но подогнанными пробками и штатив для них; полоски 

хроматографической бумаги (12×150 мм); простой ка-

рандаш и линейка; игла с ниткой; микропипетка; чашка 

Петри или пульверизатор; пинцет; ножницы; пипетка 

вместимостью 5 мл.

Материалы. Раствор смеси L-аланина, лейцина и глу-

таминовой кислоты, 0,04 моль/л.

Метод основан на разной скорости передвижения 

аминокислот по бумаге в зависимости от коэффициента 

распределения их между неподвижной (вода с примесью 

фенола) и подвижной (фенол, насыщенный водой) фа-

зами растворителя.

Ход определения. Берут пинцетом за конец полоску 

бумаги (не касаться бумаги пальцами!), прокалывают 

его иглой с ниткой, которую завязывают петлей длиной 

5–6 см. На противоположном конце полоски, отступив 

от края 2 см, проводят простым карандашом линию старта 

и в центре ее очерчивают кружок диаметром 3–4 мм для на-

несения раствора смеси аминокислот.
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Полоску укладывают на лежащие стеклянные пробир-

ки и наносят 0,2 мл раствора смеси аминокислот, но не 

сразу, а порциями. После нанесения каждой порции пят-

но подсушивают, чтобы оно не расплывалось за пределы 

очерченного карандашом кружка.

В сухую пробирку с помощью пипетки вносят 2 мл 

фенола, насыщенного водой (при работе с фенолом со-
блюдать осторожность: вызывает ожоги! Не насасывать 
его в пипетку ртом!), следя за тем, чтобы не смочить стен-

ки пробирки.

Ставят пробирку в штатив строго вертикально. Осто-

рожно, держа за нитку, опускают в пробирку полоску бу-

маги, погружая ее нижний конец в растворитель не более 

чем на 2–3 мм, и закрепляют ее в висячем положении, 

прижав петлю плотно закрытой пробкой (рис. 4).

Помещают штатив с пробиркой в термостат 

(при 37–38 °С) на 1,5 ч.

а
1

а
2

а
3

b

ба

Фронт 
растворителя

Лейцин

Аланин

Глутаминовая 
кислота
Старт

Рис. 4. Прибор для хроматографии (а) и хроматограмма 

аминокислот (б)
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Затем вынимают полоску, подвешивают ее за петлю 

в сушильном шкафу и выдерживают при 100–105 °С в те-

чение 10 мин.

Для проявления хроматограммы полоску переносят 

в чашку Петри, в которую налито 15 мл раствора нин-

гидрина, держа ее пинцетом, проводят через раствор 

и вновь помещают в сушильный шкаф на 5 мин при той 

же температуре.

Оформление работы. Зарисовать в рабочем состоянии 

прибор, отметив положение аминокислот на хромато-

грамме. Измерить линейкой расстояния (в мм) a и b для 

каждой аминокислоты и рассчитать их R
f
. В выводе отме-

тить возможность разделения хроматографией на бумаге 

разных аминокислот.

Практическое значение работы. Хроматографический 

анализ свободных аминокислот в сыворотке крови, моче 

и других жидких средах применяется в клинике для диаг-

ностики наследственных заболеваний обмена амино-

кислот, патологии печени, почек, а также при оценке 

степени тяжести сахарного диабета; в фармации — для 

контроля качества белковых гидролизатов и препаратов 

смеси аминокислот, а в научных экспериментах — для 

изучения аминокислотного состава гидролизатов очи-

щенных белков.

2. ИССЛЕДОВАНИЕ ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИХ 
СВОЙСТВ БЕЛКОВ

Физико-химические свойства белка определяются 

особенностями его структурной организации, которая 

придает ему новые качества, отсутствующие у состав-

ляющих полипептидную цепь мономеров. Особенно-

сти физико-химических свойств белка лежат в основе 

многих приемов и методов, применяемых в клинико-

биохимических лабораториях, фармацевтической 

Makarova-2011-12-12.indd   52 15.12.2011   17:10:49



53

БЕЛКИ

практике и в экспериментальной биохимии для его вы-

деления и очистки, качественного и количественного 

анализа.

РАБОТА 4. ДИАЛИЗ БЕЛКОВ
Диализ демонстрирует макромолекулярную природу 

белка. Как и все высокомолекулярные соединения, бе-

лок не проникает через искусственные (например, цел-

лофан, пергамент и др.) и биологические мембраны, что 

позволяет использовать диализ как метод очистки белка 

от низкомолекулярных органических и неорганических 

примесей. С этой целью применяют специальный при-

бор — диализатор или электродиализатор. Простейший 

из них представляет собой сделанный из целлофана или 

другого подобного ему материала мешочек, наполнен-

ный раствором очищаемого белка и погруженный в ста-

кан с дистиллированной водой.

Реактивы. Сульфат аммония, насыщенный раствор; 

хлорид бария, 5%-ный раствор; биуретовый реактив*.

Оборудование. Целлофан, предварительно разрезан-

ный на куски размером 125×125 мм (можно применять 

заводской диализаторный материал); стакан с дистил-

лированной водой; стеклянные палочки; резиновые ко-

лечки; штатив с пробирками; пипетки.

Материал. Раствор яичного белка (приготовление — 

см. работу 1) или сыворотка крови.

Метод основан на способности мембран задерживать ма-

кромолекулы белка и пропускать неорганические ионы.

Ход определения. К 5 мл раствора яичного белка (или 

сыворотки крови) добавляют каплю насыщенного рас-

твора сульфата аммония и перемешивают. Отбирают в две 

пробирки по 10 капель раствора и проделывают в одной 

из них биуретовую реакцию, а в другой — пробу на суль-

фаты. При проведении пробы на сульфаты добавляют 

2–3 капли раствора хлорида бария.
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Целлофану, предварительно замоченному в дистилли-

рованной воде, придают форму мешочка, который при-

мерно на 1/3 заполняют исследуемым раствором белка. 

Края мешочка зажимают между двумя стеклянными па-

лочками, которые прижимают друг к другу с помощью 

надетых с двух концов резиновых колечек.

Мешочек погружают в стакан с дистиллированной 

водой, положив зажимающие его стеклянные палочки 

на края стакана. Уровень жидкости в мешочке не должен 

быть выше уровня жидкости в стакане (рис. 5).

Рис. 5. Диализатор в рабочем состоянии

Через час после начала диализа берут две пробы (по 

10 капель) наружной жидкости (диализат). С одной из 

них проводят биуретовую реакцию на белок, а с другой — 

реакцию на сульфаты, добавляя 2–3 капли хлорида ба-

рия.

Проделывают пробы на белок и сульфаты с жидко-

стью внутри мешочка.

Оформление работы. Результаты оформить в виде та-

блицы, отметив знаками «плюс» или «минус» наличие 

реакции.
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Определяемые 
компоненты

До диализа После диализа

внешняя 
жидкость

внутренняя 
жидкость

внешняя 
жидкость

внутренняя 
жидкость

Белок 

SO
4

2-

В выводах отметить, какое свойство белка демонстри-

рует метод диализа и возможность его применения.

Практическое значение работы. Метод анализа исполь-

зуется для отделения низкомолекулярных органических 

примесей и неорганических ионов при очистке белков, 

нуклеиновых кислот, полисахаридов и т.д. в биохимиче-

ских исследованиях или при получении лечебных пре-

паратов (например, белковых). Способ диализа положен 

в основу работы аппарата «искусственная почка», кото-

рый применяется для очищения крови от природных низ-

комолекулярных «шлаков» и токсических соединений.

РАБОТА 5. ОПРЕДЕЛЕНИЕ ИЗОЭЛЕКТРИЧЕСКОЙ 
ТОЧКИ БЕЛКА

Белок как амфотерный полиэлектролит содержит 

положительные и отрицательные заряды, соотношение 

которых определяется количеством кислых и основных 

аминокислот в его макромолекуле. Заряженность моле-

кулы белка является одним из факторов его устойчивости 

в растворах, так как мешает слипанию белковых частиц 

и выпадению их в осадок. На общий заряд макромоле-

кулы белка влияет рН среды. Для каждого белка суще-

ствует значение рН, при котором сумма положительных 

и отрицательных зарядов его равна нулю. Это состояние 

белка называется изоэлектрическим, а соответствующее 

такому состоянию значение рН называется изоэлектриче-

ской точкой (ИЭТ). В ИЭТ растворы белков неустойчивы 

и белки легко выпадают в осадок, особенно в присутствии 

водоотнимающих веществ (этиловый спирт, ацетон и т.д.).
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Реактивы. Уксусная кислота, 0,2 М раствор; ацетат на-

трия, 0,2 М раствор; этиловый спирт, 96%-ный.

Оборудование. Пипетки вместимостью 1 и 2 мл; шта-

тив с пробирками.

Материал. Казеин, 0,1%-ный раствор.

Метод основан на способности растворенного белка 

(казеина) в изоэлектрической точке переходить в не-

устойчивое состояние и выпадать в осадок, что прояв-

ляется в выраженном помутнении раствора. При добав-

лении этилового спирта (водоотнимающее средство) 

процесс осаждения белка ускоряется. 

Ход определения. В шести пронумерованных пробир-

ках готовят буферные смеси с разным значением рН. Со-

держимое пробирок взбалтывают и в каждую добавляют 

по 0,5 мл раствора казеина.

Приготовление буферных систем для определения 

ИЭТ казеина:

№ пробирки
Состав буферной смеси, мл

рН смеси
0,2 М CH

3
COOH 0,2 М CH

3
COONa

1 1,9 0,1 3,4

2 1,8 0,2 3,8

3 1,4 0,6 4,4

4 1,0 1,0 4,7

5 0,6 1,4 5,1

6 0,2 1,8 5,7

После этого смесь в пробирках снова встряхивают и 

отмечают помутнение раствора. В каждую пробирку до-

бавляют по 2 мл этилового спирта и оценивают степень 

мутности проб.

Оформление работы. Результаты оформить в виде та-

блицы, отмечая степень мутности раствора до и после 

добавления этилового спирта по пятибалльной шкале: 

1 — отсутствие помутнения, 2 — слабое, 3 — умеренное, 

4 — сильное, 5 — очень сильное.
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рН
Степень мутности раствора казеина

до добавления спирта после добавления спирта

3,4

3,8

4,4

4,7

5,1

5,7

В выводе отметить ИЭТ казеина и возможность ее прак-

тического использования для выделения этого белка.

Практическое значение работы. Нахождение изоэлек-

трической точки для индивидуальных белков позволяет 

подобрать условия для осаждения их из биологических 

экстрактов, содержащих смесь разных белков, и при 

очистке белковых препаратов в фармации.

РАБОТА 6. ИССЛЕДОВАНИЕ ДЕНАТУРАЦИИ БЕЛКОВ
Вещества, нарушающие структурную организацию 

белковой молекулы (т.е. четвертичную, третичную и даже 

вторичную структуры), приводят к изменению физико-

химических и биологических свойств белка. Это явление 

называется денатурацией.

Денатурирующие факторы делятся на химические, 

физические и биологические. Наиболее обширны груп-

пы химических факторов (кислоты, тяжелые металлы, 

алкалоиды, поверхностно-активные вещества и т.д.) и 

физических факторов (температура, ионизирующая ра-

диация, ультразвук и т.д.). Биологическую денатурацию 

могут вызвать протеолитические ферменты (например, 

трипсин), которые разрушают высшие уровни органи-

зации молекулы белка перед тем, как гидролизовать ее 

пептидные связи.

Денатурация изменяет физико-химические свойства 

белка, в частности его растворимость. При этом белок 
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становится менее гидрофильным и легко осаждается. 

Денатурация чаще всего необратима, но в ряде случаев 

удаление денатурирующих агентов приводит к восста-

новлению исходной конформации молекулы белка и его 

природных свойств, т.е. происходит ренатурация.

Реактивы. Азотная кислота, конц.; сульфат меди, 

5 %-ный раствор; сульфат свинца, 5%-ный раствор; три-

хлоруксусная кислота, 10%-ный раствор; хлорная кислота, 

10%-ный раствор; этиловый спирт, 96%-ный; ацетон.

Оборудование. Штатив с простыми пробирками; пи-

петки; водяная баня.

Материал. Раствор яичного белка (приготовление — 

см. работу 1).

а. Денатурация белка концентрированными минеральны-
ми кислотами. Метод основан на способности минераль-

ных кислот вызывать нейтрализацию зарядов и разруше-

ние пространственной структуры белка, что приводит к 

его денатурации и осаждению.

Ход определения. В пробирку наливают 10 капель кон-

центрированной азотной кислоты и осторожно, держа 

пробирку под углом 45°, наслаивают на кислоту 5 капель 

раствора яичного белка. Отметить изменения на границе 

двух слоев жидкостей (кольцо денатурированного белка).

б. Денатурация белка органическими кислотами. Ме-

тод основан на способности органических кислот ней-

трализовать заряд молекулы белка и разрушать ее про-

странственную структуру, что приводит к денатурации 

и осаждению белка.

Ход определения. В две пробирки наливают по 10 капель 

раствора яичного белка. Добавляют в одну из них 2 капли 

трихлоруксусной кислоты, а в другую — 2 капли хлорной 

кислоты, отмечают произошедшие изменения.

в. Денатурация белка солями тяжелых металлов. Метод 

основан на связывании ионов тяжелых металлов с функ-

циональными группами боковых радикалов аминокис-
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лот в молекуле белка, в результате чего разрушается ее 

пространственная структура и происходит осаждение 

денатурированного белка. При добавлении избытка со-

лей тяжелых металлов (кроме AgNO
3
 и HgCl

2
) происходит 

растворение первоначально образующегося осадка из-за 

адсорбции иона металла и приобретения вследствие это-

го белковой молекулой положительного заряда.

Ход определения. В две пробирки вносят по 10 капель 

раствора яичного белка. В первую из них добавляют 

1–2 капли раствора сульфата меди, а во вторую — 1–2 кап-

ли раствора ацетата свинца. Наблюдают за выпадением 

осадка белка. Прибавляют в каждую из пробирок по не-

сколько капель соответствующего осадителя и наблюда-

ют за растворением осадка.

г. Денатурация белка органическими растворителями. 
Метод основан на способности органических раствори-

телей (спирт, хлороформ) нарушать гидрофобные взаи-

модействия внутри белковой молекулы и вызывать ее 

денатурацию, что приводит к снижению растворимости 

и выпадению денатурированного белка.

Ход определения. В три пробирки наливают по 10 ка-

пель раствора белка и добавляют равные объемы орга-

нических растворителей: в первую — этиловый спирт, во 

вторую — ацетон, в третью — хлороформ. Наблюдают за 

выпадением белка.

Оформление работы. Особенности действия денату-

рирующих веществ указать в протоколах по каждой ре-

акции осаждения. В выводах отметить причину денату-

рации белка.

Практическое значение работы. Явление денатурации 

белков используется в клинике, фармации и биохимиче-

ских исследованиях:

 для осаждения белка в изучаемом биологическом  •
материале с целью дальнейшего определения в нем 

низкомолекулярных субстратов;

Makarova-2011-12-12.indd   59 15.12.2011   17:10:49



60

ПРАКТИКУМ ПО БИОЛОГИЧЕСКОЙ ХИМИИ

 для выявления присутствия белка в различных био- •
логических экстрактах и жидкостях и количествен-

ного его анализа (в частности, качественное и коли-

чественное определение белка в моче основано на 

реакции денатурации белка азотной кислотой);

 для связывания солей тяжелых металлов белком при ле- •
чении отравлений или их профилактике на производстве;

для обеззараживания отходов в санитарно практике; •
для дезинфекции кожи и слизистых покровов. •

РАБОТА 7. ИССЛЕДОВАНИЕ ВЫСАЛИВАНИЯ БЕЛКОВ
(НА ПРИМЕРЕ БЕЛКОВ СЫВОРОТКИ КРОВИ)

Высаливание — процесс осаждения белков солями ще-
лочных и щелочно-земельных металлов, который является 
обратимым и сохраняет нативные свойства белков. Вы-

саливание можно проводить не только солями щелоч-

ных и щелочно-земельных металлов (Na
2
SO

4
, NaCl, KCl, 

MgSO
4
, MgCl

2
 и др.), но и нейтральными солями, напри-

мер (NH
4
)

2
SO

4
. Все вещества этого типа нейтрализуют 

заряд белковых частиц и вызывают их дегидратацию, что 

ведет к осаждению белка. При растворении осажденного 

белка в воде происходит восстановление его исходных 

физико-химических и биологических свойств.

Белки отличаются друг от друга зарядом и гидрофиль-

ностью, поэтому можно разделить белки, используя для 

их осаждения разные концентрации солей или органи-

ческих растворителей в среде.

Реактивы. Сульфат аммония, насыщенный раствор; 

сульфат аммония, кристаллический, тонко измельчен-

ный; биуретовый реактив*.

Оборудование. Штатив с пробирками; пипетки; во-

ронки для фильтрования; бумажные фильтры.

Материал. Сыворотка крови.

Метод основан на способности сульфата аммония 

нейтрализовывать заряд молекул белков и вызывать их 
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дегидратацию, что приводит к осаждению белка (выса-

ливанию); при полунасыщении осаждаются глобулины, 

а при полном насыщении — альбумины сыворотки крови. 

Это связано с тем, что глобулины менее гидрофильны и 

имеют большую молекулярную массу, чем альбумины.

Ход определения. В пробирку вносят 20 капель сыво-

ротки крови и добавляют равный объем насыщенного 

раствора сульфата аммония (получается полунасыщен-

ный раствор). Выпадает осадок глобулинов. Через 5 мин 

осадок отфильтровывают.

К фильтрату прибавляют тонко измельченный порошок 

сульфата аммония до тех пор, пока он не перестает раство-

ряться (полное насыщение). Выпадает осадок альбуминов. 

Осадок отфильтровывают. Фильтрат проверяют на отсут-

ствие белка, проделывая биуретовую реакцию (см. работу 1).

Оформление работы. Результаты оформить в виде 

таблицы.

Высаливающее 
вещество

Степень насыщения 
раствора сульфатом аммония

Осаждаемая фракция 
белков сыворотки крови

В выводе указать на возможность разделения белков 

методом высаливания, принцип его и отличия от осаж-

дения путем денатурации.

Практическое значение работы. Метод высаливания 

используют в клинических лабораториях для разделения 

альбуминов и глобулинов и определения их соотношения 

в сыворотке крови. Осажденную фракцию белка можно от-

делить центрифугированием, растворить и количественно 

определить содержание ее с помощью различных методов. 

В норме соотношение альбумин/глобулин в сыворотке кро-

ви человека колеблется в пределах 1,5–2,3 и может меняться 

при патологии, например, при воспалительных заболева-

ниях, когда увеличивается содержание глобулинов.

Высаливание применяют также для очистки и полу-

чения кристаллических препаратов белков.
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3. КОЛИЧЕСТВЕННЫЙ АНАЛИЗ БЕЛКОВ

Для количественного определения белков в биологи-

ческом материале или лекарственных препаратах чаще 

всего употребляются азотометрия, фотоколориметрия, 

фотонефелометрия и спектрофотометрия.

Азотометрия основана на определении содержания 

азота белка после минерализации исследуемого образ-

ца. Поскольку белки содержат в среднем 16% азота, то 

найденное количество его умножают на 6,25 (так как 

100 : 16 = 6,25) и получают содержание белка в пробе. Эти 

методы (к ним относится классический метод Кьельдаля 

и его модификации) очень трудоемки и не всегда надеж-

ны, так как процентное содержание азота в разных белках 

колеблется от 14 до 19.

Фотоколориметрические методы основаны на так 

называемых «цветных» реакциях на функциональные 

группы белков. Среди них наибольшее применение 

нашли биуретовая реакция на пептидные группы и 

реакция Фолина на ароматические радикалы ами-

нокислот (тирозин, триптофан). Биуретовый метод 

более специфичен, так как пептидные связи имеются 

только в белках и пептидах. Он широко применяется в 

клинико-биохимических исследованиях. Метод Лоури, 

основанный на реакции Фолина, — высокочувстви-

тельный, но малоспецифичный, поскольку сходную 

окраску дают свободные ароматические аминокислоты 

и многие другие соединения, содержащие фенольную 

группу.

Фотонефелометрические методы определения содер-

жания белка основываются на оценке степени мутности 

его взвеси в растворах. Эти методы не получили широко-

го распространения.

Спектрофотометрические методы делятся на пря-

мые и косвенные. Последние представляют собой более 
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чувствительный и точный вариант фотоколориметри-

ческого. После проведения цветной реакции на белки 

проводят спектрофотометрию окрашенного раствора 

и по светопоглощению его в монохроматическом свете 

рассчитывают содержание белка.

Прямой метод состоит в измерении светопоглоще-

ния раствора белка в ультрафиолетовой области при 

200–220 нм (в этой области абсорбируют пептидные 

группы белка) и при 280 нм (зона поглощения аромати-

ческих радикалов аминокислот, в основном триптофа-

на и тирозина). Эти методы весьма удобны и не требуют 

предварительного образования окрашенных комплексов. 

Более специфична спектрофотометрия при 200–220 нм, 

чем при 280 нм, так как в последнем случае мешает свето-

поглощение различных низкомолекулярных аромати-

ческих соединений, содержащихся в биологическом 

материале.

РАБОТА 8. КОЛИЧЕС ТВЕННОЕ ОПРЕ ДЕ ЛЕНИЕ БЕ ЛК А 
В СЫВОРОТКЕ КРОВИ

Реактивы. Биуретовый реактив*; хлорид натрия, 

0,9 %-ный раствор.

Оборудование. Микропипетки и пипетки вместимо-

стью 1 и 5 мл; штатив с пробирками; стеклянные палочки; 

фотоэлектроколориметр (КФК); спектрофотометр (СФ).

Материалы. Сыворотка крови; альбумин, 10%-ный 

раствор.

а. Биуретовый метод определения содержания белка 
в сыворотке крови. Метод основан на способности пеп-

тидных связей белков и полипептидов образовывать с ио-

нами Cu2+ в щелочной среде комплексное соединение 

фиолетового цвета, интенсивность окраски которого 

пропорциональна содержанию белка в среде.

Ход определения. Для определения содержания белка 

в сыворотке крови или в других объектах, содержащих 
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белок, необходимо построить калибровочный график. 

Для этого применяют стандартный белок — кристалли-

ческий альбумин сыворотки крови.

Схема разведения альбумина для построения кали-

бровочного графика приведена в таблице.

№ пробирки
Стандартный 

10%-ный раствор 
альбумина, мл

0,9%-ный 
раствор хлорида 

натрия, мл

Концентрация 
белка, г/л

Экстинкция

1 0,4 0,6 40

2 0,6 0,4 60

3 0,8 0,2 80

4 1,0 — 100

Из каждой пробирки с разведенным стандартным рас-

твором альбумина берут по 0,1 мл раствора и добавляют 

по 5 мл биуретового реактива. Содержимое смешивают 

встряхиванием.

Через 30 мин измеряют экстинкцию каждой пробы на 

КФК против контрольного раствора (0,1 мл 0,9%-ного 

раствора NaCl + 5,0 мл биуретового реактива) в кювете 

толщиной 1 см, длина волны 540–560 нм (светофильтр 

зеленый).

По полученным данным строят калибровочную кри-

вую, откладывая по оси ординат значения экстинкции, 

по оси абсцисс — концентрацию белка.

Затем определяют содержание белка в сыворотке 

крови. Берут две пробирки, в одну наливают 0,1 мл ис-

следуемой сыворотки, в другую (контрольную) — 0,1 мл 

раствора хлорида натрия. В обе пробирки добавляют 

по 5 мл биуретового реактива. Содержимое смешивают 

встряхиванием.

Через 30 мин измеряют экстинкцию исследуемого рас-

твора на КФК в кювете толщиной 1 см при длине волны 

540–560 нм (зеленый светофильтр) против контрольного 

раствора.
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Содержание белка в сыворотке крови находят по ка-

либровочной кривой.

б. Спектрофотометрический метод определения содер-
жания белка в сыворотке крови. Метод основан на свето-

поглощении при 280 нм ароматических радикалов тиро-

зина, триптофана и в меньшей степени фенилаланина, 

содержащихся в белке. Однако при данной длине волны 

поглощают и нуклеиновые кислоты, хотя их максимум 

абсорбции приходится на 260 нм. Поэтому измерение 

экстинкции раствора проводят при 260 и 280 нм, чтобы 

сделать поправку на примесь нуклеиновых кислот и ну-

клеотидов. Метод неприменим к материалу, где содержа-

ние нуклеиновой кислоты превышает 20%.

Ход определения. В пробирку вносят 0,1 мл сыворотки 

крови и добавляют 9,9 мл раствора хлорида натрия. Со-

держимое перемешивают стеклянной палочкой.

Измеряют экстинкцию исследуемого раствора против 

контрольного раствора хлорида натрия на спектрофо-

тометре в кювете толщиной 1 см при двух длинах волн — 

260 и 280 нм.

Расчет можно проводить по формуле, эмпирически 

полученной Калькаром (поэтому можно не прибегать к 

калибровочному графику):

х = 1,45Е
280

 – 0,74Е
260

,

где х — концентрация белка в растворе, г/л.

Оформление работы. По калибровочной кривой рас-

считать содержание белка. Сравнить результаты, полу-

ченные биуретовым методом и спектрофотометрическим. 

Сделать вывод о наличии отклонения концентрации 

белка в исследуемой сыворотке крови от нормы и о воз-

можных его причинах.

Практическое значение работы. Сыворотка крови со-

держит более 100 белков, различных по физиологиче-

скому значению, структуре и физико-химическим свой-
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ствам. Нормальное содержание белка в сыворотке крови 

(нормопротеинемия) составляет 65–85 г/л. Определение 

общего белка в сыворотке крови находит широкое приме-

нение в практической медицине, так как по изменению 

его содержания можно судить о различных нарушениях 

в организме. Повышенное содержание белка (гипер-

протеинемия) встречается относительно редко: при сгу-

щении крови из-за потери жидкости (длительная рвота, 

усиленное потоотделение, холера, тяжелые ожоги и т.п.), 

при некоторых хронических воспалительных процессах 

вследствие образования антител (ревматизм, полиар-

трит). Пониженное содержание белка в крови (гипопро-

теинемия) наблюдается при недостаточном поступлении 

белка с пищей (голодание, нарушение проходимости 

кишечного тракта), при нарушении образования белка 

в органах (поражение печени химическими веществами, 

опухолями, микроорганизмами и т.д.), при потере белка 

организмом (кровотечения, повышенная проницаемость 

сосудов, заболевания почек, беременность и т.д.).

В фармацевтической практике количественные ме-

тоды определения белка необходимы для контроля 

белковых лекарственных средств (вакцин, сывороток, 

γ-глобулина, белковых препаратов крови и т.д.).

РАБОТА 9. КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ БЕЛКА В СЛЮНЕ 
БИУРЕТОВЫМ МЕТОДОМ

В слюне человека выделяют от 10 до 18 фракций с изо-

электрической точкой от 4,5 до 9,5. Среди них: альбумины, 

α
1
, α

2 (церулоплазмин), β (трансферрин), γ-глобулины 

(Ig G,D,M,E), ферменты (лизоцим и др.). В зависимо-

сти от аминокислотного состава белки слюны условно 

подразделяют на 4 группы: I — кислые, II — основные, 

III — богатые тирозином, IV — богатые гистидином.

Белки первой и второй группы участвуют в образо-

вании пелликулы на поверхности эмали. Белки третьей 
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группы препятствуют росту кристаллов из слюны, пере-

насыщенной кальцием и фосфором. Четвертая группа 

белков обладает антимикробным действием. Более по-

ловины всего содержания белков слюны составляют му-

цины. В смешанной слюне открыто более 100 ферментов 

различного происхождения: железистого, лейкоцитарно-

го и микробного. Часть белков смешанной слюны имеет 

сывороточное происхождение. 

В норме большинство белков находится в изоэлектри-

ческом состоянии и выполняет буферные функции. От-

клонения в белковом составе слюны приводят к измене-

нию равновесия и созданию условий для возникновения 

патологического процесса.

Реактивы. Биуретовый реактив*.

Оборудование. Штатив с пробирками; пипетки вме-

стимостью 1 и 5 мл; центрифуга; КФК.

Материал. Смешанная слюна. Для получения смешан-

ной слюны рот промывают водой от остатков пищи. Слюна 

собирается в мерную центрифужную пробирку путем пас-

сивного сплевывания и центрифугируется при 8000 об/мин 

в течение 30 мин. Для работы используют цельную слюну, 

осадок слюны или надосадочную жидкость.

Принцип метода — см. работу 8.

Ход определения. Берут две пробирки. В одну (опыт) на-

лить 0,5 мл слюны, в другую (контроль) — 0,5 мл дистилли-

рованной воды. В обе пробирки добавляют по 4,5 мл биуре-

тового реактива. Содержимое смешивают встряхиванием. 

Через 30 мин измеряют экстинкцию исследуемого раствора 

на КФК в кювете с толщиной слоя 1 см при длине волны 

540–560 нм (зеленый светофильтр) против контрольного 

раствора.

Расчет. По полученному значению экстинкции найти 

содержание белка, используя калибровочный график.

Практическое значение работы. Нормальное содержа-

ние общего белка в слюне — 0,95–2,32 г/л, что в 40–70 раз 
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ниже, чем в плазме крови. Повышение белка может быть 

физиологическим (период полового созревания) и пато-

логическим (при пародонтозе, что связано с изменением 

проницаемости стенок сосудов в тканях пародонта и выхо-

дом белков из патологических зубодесневых карманов).

Снижение содержания белка в слюне отмечается при 

множественном кариесе, афтозном стоматите, что обу-

словлено, вероятно, торможением его синтеза в слюнных 

железах. При частичном или полном отсутствии зубов на-

блюдается нарушение секреторной деятельности слюнных 

желез, выражающееся в снижении содержания общего бел-

ка в слюне при спонтанной и стимулированной секреции.

РАБОТА 10. КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ БЕЛКА В МОЛОКЕ 
КСАНТОПРОТЕИНОВЫМ МЕТОДОМ

Молоко представляет собой эмульсию жира в молоч-

ной плазме.

В состав молока входят: 

1) вода; 

2)  липиды — триглицериды, содержащие главным 

образом олеиновую и пальмитиновую кислоты, 

фосфолипиды — фосфатидилхолины и фосфати-

дилэтаноламины, а также холестерин; 

3)  белки — казеиноген, молочный альбумин и молоч-

ный глобулин;

4)  углеводы — лактоза (молочный сахар) и в неболь-

шом количестве глюкоза; 

5)  ферменты — амилаза, липаза, каталаза, пероксида-

за, щелочная фосфатаза и др.; 

6) витамины — А, С, D, группы В и др.; 

7)  минеральные вещества: калий, натрий, кальций, 

магний, фосфор, хлор, железо (следы).

Таким образом, молоко — ценнейший пищевой про-

дукт, так как в его состав входят важнейшие питательные 

вещества.
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Реактивы. Гидроксид натрия, 2%-ный раствор; азот-

ная кислота, конц.; аммиак, 15%-ный раствор.

Оборудование. Штатив с пробирками; пипетки вме-

стимостью 1 и 5 мл; мерные центрифужные пробирки; 

бумажные фильтры; водяная баня; КФК.

Материал. Молоко.

Метод основан на способности циклических ами-

нокислот, входящих в состав белка, образовывать при 

взаимодействии с концентрированной азотной кисло-

той нитропроизводное желтого или оранжевого цвета. 

Интенсивность окраски прямо пропорциональна содер-

жанию белка.

Ход определения. В пробирку отмерить 5 мл молока 

и добавить 4,5 мл 2%-ного раствора гидроксида натрия. 

Содержимое хорошо перемешать и оставить стоять на 

10 мин при комнатной температуре. Затем 1 мл этой сме-

си отобрать в другую пробирку и добавить туда (осто-
рожно!) 1 мл концентрированной азотной кислоты, 

перемешать. 

Пробирку поместить на 5 мин в кипящую водяную 

баню (при нагревании раствор приобретает лимонно-

желтый цвет). Затем пробирку охладить под краном, до-

бавить по стенке 3 мл 15%-ного раствора аммиака и 5 мл 

дистиллированной воды, перемешать (раствор прини-

мает оранжевый цвет), профильтровать через плотный 

фильтр и колориметрировать против дистиллирован-

ной воды при длине волны 420 нм (светофильтр синий) 

в кювете толщиной 1 см.

Расчет. Для выражения содержания белка в молоке 

в процентах полученную величину оптической плот-

ности раствора умножают на коэффициент 7,4, который 

был найден предварительно при параллельном опреде-

лении содержания белка в молоке фотометрическим 

методом и методом Кьельдаля.

Makarova-2011-12-12.indd   69 15.12.2011   17:10:50



70

ПРАКТИКУМ ПО БИОЛОГИЧЕСКОЙ ХИМИИ

Оформление работы. По полученным данным произ-

вести расчет содержания белка в молоке, сопоставить с 

контрольными величинами и сделать вывод.

Практическое значение работы. Метод количествен-

ного определения белков в молоке применяется для 

установления питательной ценности молока, контроля 

его качества в целях предупреждения фальсификаций 

молока и молочных продуктов.

Молоко — важнейший источник полноценных белков 

в питании человека и в особенности при вскармливании 

детей грудного возраста. В среднем в женском моло-

ке — 2% белка, в молоке коровы — 3,3%, козы — 3,1%, 

овцы — 6,3%, кобылы — 1,7%. Белки молока представ-

лены альбуминами и глобулинами, выполняющими как 

питательную, так и защитную функции. Основной бе-

лок — казеиноген, относящийся к группе сложных бел-

ков  фосфопротеинов, содержит полный набор амино-

кислот. Биологическая ценность молока определяется 

также высоким содержанием в нем кальция и фосфора.

4. СОСТАВ И СВОЙСТВА СЛОЖНЫХ БЕЛКОВ

Сложные белки являются представителями смешан-

ных макромолекул, которые содержат как минимум два 

разных химических компонента, соединенных кова-

лентными или слабыми (ионными, водородными, ван-

дерваальсовыми) связями. К сложным белкам относят 

кофакторпротеины (гемпротеины, хлорофиллпротеины, 

флавопротеины и др.), гликопротеины и протеогликаны, 

липопротеины и протеолипиды, металлопротеины, фос-

фопротеины и нуклеопротеины.

Особенность строения этих макромолекул позволяет 

использовать при обнаружении и количественном опреде-

лении их в биологическом материале методы анализа как 

на белковый фрагмент молекулы, так и на простетическую 
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группу. Поскольку последняя специфична для каждого 

класса сложных белков, реакции на нее применяются чаще.

РАБОТА 11. ХИМИЧЕСКАЯ ПРИРОДА ГЕМПРОТЕИНОВ
К гемпротеинам относят гемоглобин, миоглобин, 

цитохромы и ферменты — каталазу и пероксидазу. Они 

состоят из белковой части и гема, представляющего со-

бой тетрапиррольное соединение, связанное с атомом 

железа (II).

При действии на гемоглобин концентрированной 

уксусной кислоты в присутствии NaCl гем переходит в 

гемин, в котором железо трехвалентно и его третья ва-

лентность связана с хлором. При действии на гемоглобин 

щелочей гем переходит в гематин, в котором атом железа 

также трехвалентен и третья его валентность связана с 

гидроксильной группой.

Гем, входящий в гемоглобин, ускоряет реакцию окисле-

ния субстратов (S·H
2
) пероксидом водорода, т.е. действует 

подобно ферменту пероксидазе: S·H
2
 + H

2
O

2
 → S + 2H

2
O. 

Это объясняется сходством строения простетических 

групп гемоглобина и пероксидазы. Однако в отличие от 

фермента гемоглобин сохраняет каталитические свой-

ства при кипячении и действии сильных кислот, которые 

вызывают денатурацию белка. 

Если в исследуемом материале содержится кровь, то 

ее присутствие можно обнаружить по способности ге-

миновой группы катализировать окисление подходящих 

субстратов (бензидин, гваяковая смола) пероксидом во-

дорода.

Реактивы. Пероксид водорода, 3%-ный свежеприго-

товленный раствор; бензидин, 5%-ный свежеприготов-

ленный раствор в ледяной уксусной кислоте; гваяковая 

смоляная кислота, 1%-ный раствор на 95%-ном этиловом 

спирте, свежеприготовленный; азотная кислота, конц.; 

соляная кислота, не содержащая железа, 10%-ный рас-
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твор; гексацианоферрат (II) калия, 2,5%-ный раствор; 

роданид аммония, 1%-ный раствор; гидроксид натрия, 

3%-ный раствор; биуретовый реактив*; ацетон, подкис-

ленный соляной кислотой (3 мл 2 М раствора HCl на 1 л 

ацетона, рН ≈ 2), охлажденный в холодильнике.

Оборудование. Полоски фильтровальной бумаги ши-

риной 1 см; глазные пипетки; пипетки вместимостью 1 и 

10 мл; штатив; простые и центрифужные пробирки; во-

дяная и песчаная бани; центрифуга с центрифужными 

весами; тигель фарфоровый и тигельные щипцы.

Материал. 
1. Цельная кровь, разведенная в 5000 раз дистилли-

рованной водой.

2. Кровь дефибринированная.

3. Гемоглобин кристаллический, 1%-ный водный рас-

твор.

а. Бензидиновая проба на геминовую группу гемоглобина. 
Метод основан на способности геминовой группы гемо-

глобина катализировать реакцию окисления бензидина 

в дифенохинондиимин пероксидом водорода:

Дифенохинондиимин конденсируется с молекулой 

неокисленного бензидина с образованием окрашенного 

комплекса сине-зеленого цвета.

В пробирку наливают 1 мл цельной крови, разве-

денной в 5000 раз, кипятят несколько минут на водя-

ной бане, охлаждают и добавляют по 2 капли раствора 

бензидина и пероксида водорода. Отмечают появление 

окрашивания.

б. Гваяковая проба на геминовую группу гемоглобина. 
Метод основан на способности геминовой группы гемо-

глобина катализировать реакцию окисления гваяковой 
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смоляной кислоты пероксидом водорода до ее озонида, 

окрашенного в синий цвет.

Ход определения. В пробирку вносят несколько ка-

пель цельной крови (разведенной в 5000 раз) и кипятят 

ее в течение 1 мин на водяной бане. После охлаждения 

приливают к пробе 1–2 капли спиртового раствора гвая-

ковой смоляной кислоты и 3 капли раствора пероксида 

водорода. Отмечают развитие окрашивания.

в. Проба с гексацианоферратом (II) калия и роданидом 
аммония на железо гемоглобина. Метод основан на спо-

собности железа, входящего в гемоглобин, образовывать 

с гексацианоферратом (II) калия в присутствии соляной 

кислоты сине-зеленое комплексное соединение — бер-

линскую лазурь:

4FeCl
3
 + 3K

4
[Fe(CN)

6
] → Fe

4
[Fe(CN)

6
]

3
 + 12KCl ,

гексациано-

феррат (II) 

калия

берлинская 

лазурь

а с роданидами — роданид железа розового или красного 

цвета:

FeCl
3
 + 3NH

4
CNS → Fe(CNS)

3
 + 3KCl .

роданид 

аммония

роданид 

железа

Ход определения. Несколько капель дефибринирован-

ной крови помещают в фарфоровую чашечку (тигель) 

и выпаривают досуха на песчаной бане. Сухой остаток 

озоляют, добавляют 2–3 капли концентрированной азот-

ной кислоты и продолжают нагревание (под тягой). При 

этом железо гемоглобина переходит в состав золы.

Сухой остаток переносят в пробирку, добавляют 10 ка-

пель раствора соляной кислоты до растворения золы. 

Разливают содержимое примерно поровну в две про-

бирки. В одну из них добавляют 2 капли раствора гек-

сацианоферрата (II) калия. Наблюдают за появлением 

характерного окрашивания. Во вторую пробирку при-
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ливают 2 капли раствора роданида аммония и отмечают 

развитие специфического окрашивания.

г. Разделение гемоглобина на гем и глобин. Метод осно-

ван на способности ацетона, подкисленного соляной 

кислотой, разрывать связи между гемом и глобином, при-

чем отщепившийся гем растворяется в ацетоне, а глобин 

выпадает в осадок.

Ход определения. В пробирку наливают 10 мл подкис-

ленного ацетона и медленно добавляют 10 капель раство-

ра гемоглобина. Наблюдают появление беловатой взве-

си (глобин), которая постепенно оседает. Содержимое 

пробирки перемешивают стеклянной палочкой, пере-

ливают в центрифужные пробирки и центрифугирую при 

1500 об/мин в течение 5 мин.

После центрифугирования в верхний слой (ацетоно-

вый) осторожно опускают две полоски фильтровальной 

бумаги и проделывают реакции на наличие геминовой 

группировки. Для этого на одну полоску наносят по ка-

пле бензидина и раствора пероксида водорода (бензи-

диновая проба), на вторую — по две капли спиртового 

раствора гваяковой смоляной кислоты и раствора перок-

сида водорода (гваяковая проба). Отмечают постепенное 

появление характерного окрашивания на обеих полосках 

бумаги.

Верхний слой жидкости осторожно сливают, а к остав-

шемуся осадку добавляют 1 мл 3%-ного раствора гидрок-

сида натрия. Перемешивают содержимое и добавляют 

10 капель биуретового реактива. Наблюдают появление 

характерного окрашивания.

Оформление работы. Результаты оформить в виде та-

блицы.

Компонент гемоглобина Вид реакции Характер окрашивания

В выводах указать на возможность обнаружения ге-

моглобина в исследуемом материале с помощью проде-
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ланных качественных реакций и разделения его компо-

нентов действием кислых растворов ацетона; отметить 

значение реакций для практики.

Практическое значение работы. Основная часть гем-

протеинов крови находится в виде гемоглобина эри-

троцитов. В норме содержание гемпротеинов в сыво-

ротке или плазме крови невелико, оно резко возрастает 

при значительном распаде эритроцитов (гемолизе). 

В сыворотке крови железо находится в виде трансфер-

рина — сложного белка (металлопротеина), который 

переносит железо между тканями и органами.

Качественные реакции на простетические группы 

протеидов позволяют выявить структурные компо-

ненты: геминовую группировку и входящее в состав 

гема железо. Для обнаружения следов крови очень 

чувствительные бензидиновая и гваяковые пробы ис-

пользуются в клинике и судебно-медицинских иссле-

дованиях.

РАБОТА 12. ВЫЯВЛЕНИЕ УГЛЕВОДНОГО КОМПОНЕНТА 
ГЛИКОПРОТЕИНОВ

Гликопротеины — это сложные белки, содержащие 
углеводный компонент. Он составляет, как правило, 

примерно 10–20% от массы всей макромолекулы. Ис-

ключение представляют так называемые вещества групп 

крови, содержащиеся в эритроцитах. У этих гликопро-

теинов углеводная часть составляет до 80% от массы 

макромолекулы.

В гликопротеинах углевод с белком соединен кова-

лентной связью.

В состав небелкового фрагмента гликопротеинов 

входят разнообразные моносахариды и их производные: 

глюкоза, галактоза, манноза, ксилоза, арабиноза, фукоза, 

рамноза, глюкозамин, N-ацетилглюкозамин, N-ацетил-

нейраминовая кислота и др.

Makarova-2011-12-12.indd   75 15.12.2011   17:10:51



76

ПРАКТИКУМ ПО БИОЛОГИЧЕСКОЙ ХИМИИ

Гликопротеины широко распространены в организ-

ме человека и животных и выполняют многочисленные 

биологические функции. Например, гликопротеинами 

являются транспортные белки плазмы (гаптоглобин, 

трансферрин, транскортин и др.), факторы свертывания 

крови (протромбин, фибриноген), иммуноглобулины, 

ферменты (холинэстераза, рибонуклеаза В), гормо-

ны (гонадотропины, кортикотропин). Протеоглика-

ны содержатся во внутрисуставной жидкости, где они 

выполняют механическую функцию. Гликопротеины 

входят в состав слизистых секретов — слюны, желудоч-

ного и кишечного соков, облегчая движение пищи по 

желудочно-кишечному тракту.

Особенность моносахаридного состава углеводной ча-

сти гликопротеинов определяет методы их качественного 

и количественного анализа.

Реактивы. Уксусная кислота, конц.; α-нафтол, 1%-ный 

спиртовой раствор; серная кислота, конц.

Оборудование. Штатив с пробирками; глазные пипет-

ки; пипетки вместимостью 5 мл; стеклянные палочки; 

фильтровальная бумага.

Материал.
1. Слюна (для получения слюны прополаскивают 

ротовую полость водой, затем набирают в рот 10 мл дис-

тиллированной воды и держат ее около 2 мин, смешивая 

с выделяющейся слюной. Жидкость выпускают в стакан-

чик, профильтровывают через марлю и используют для 

исследования).

2. Кортикотропин (во флаконах).

3. Хорионический гонадотропин (в ампулах).

Метод основан на способности гидроксиметилфур-

фурола, образующегося из гексоз гликопротеинов под 

влиянием концентрированной серной кислоты, давать с 

α-нафтолом продукт конденсации красно-фиолетового 

цвета:
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α α

Ход определения. В пробирку вносят 2 мл слюны 

и прибавляют по каплям половинный объем концен-

трированной уксусной кислоты, помешивая содержимое 

стеклянной палочкой. Муцин слюны осаждается в виде 

комочка. Жидкость осторожно сливают, придерживая 

комочек муцина стеклянной палочкой. Обсушивают сгу-

сток полоской фильтровальной бумаги.

К муцину добавляют 10–20 капель спиртового рас-

твора α-нафтола и по стенке пробирки, наклонив ее, 

осторожно наслаивают 20 капель концентрированной 

серной кислоты. Образуется окрашенное кольцо. При 

осторожном встряхивании пробирки постепенно окра-

шивается ее содержимое.

Ту же реакцию, что и с муцином, проделывают с пре-

паратами кортикотропина и хорионического гонадотро-

пина, используя для этих целей по 5 капель исследуемых 

веществ.

Оформление работы. Результаты оформить в виде та-

блицы.

Вещество Реакция Наличие окраски

В выводе отметить наличие соответствующих просте-

тических групп в изучаемых объектах.
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Практическое значение работы. Качественные реак-

ции на простетическую группу гликопротеинов исполь-

зуются для выявления их в различном биологическом 

материале и лекарственных препаратах. Эти реакции 

лежат в основе методов количественного определения 

гликопротеинов.

РАБОТА 13. КАЧЕСТВЕННЫЕ РЕАКЦИИ 
НА ФОСФОПРОТЕИНЫ

(НА ПРИМЕРЕ КАЗЕИНА МОЛОКА)
Простетической группой фосфопротеинов является 

остаток фосфорной кислоты, который эфирной связью 

соединен с гидроксилом серина или треонина (реже ти-

разина) белковой части. Фосфорная кислота составляет 

0,4–0,9% от массы молекулы фосфопротеина. К фосфо-

протеинам относятся казеиноген (казеин) молока, вител-

лин, вителленин и витин яичных желтков, ферменты — 

фосфорилаза, фосфоглюкомутаза и многие другие.

Казеиноген — полноценный белок, содержащий все 

незаменимые аминокислоты. В молоке он связан не 

только с остатком фосфорной кислоты, но и с ионами 

кальция. Свертывание молока при подкислении объяс-

няется выпадением осадка казеиногена. Под действием 

пищеварительных ферментов (пепсин, химозин) казеи-

ноген превращается в казеин, что сопровождается свер-

тыванием (створаживанием) молока.

Присутствие фосфопротеинов в материале можно об-

наружить реакциями на фосфаты.

Реактивы. Биуретовый реактив*; молибдат аммония 

в азотной кислоте*; азотная кислота, конц.; гидроксид на-

трия, 10%-ный раствор; аскорбиновая кислота, 1%-ный 

раствор на 1 М растворе соляной кислоты.

Оборудование. Весы аптечные с разновесом; штатив 

с  пробирками; стеклянные палочки; пипетки вмести-

мостью 5 мл; водяная баня.
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Материал. Казеин, сухой порошок.

Метод основан на обнаружении в гидролизатах казеи-

на белкового компонента по биуретовой реакции, а фос-

форной кислоты — по реакции с молибдатом аммония, 

в результате которой образуется фосфомолибденовый 

комплекс:

Под действием восстановителей (аскорбиновая кис-

лота) фосфомолибдат аммония переходит в молибдено-

вую синь.

Ход определения. В пробирку отвешивают 0,1 г сухого 

порошка казеина. Добавляют 5 мл раствора гидроксида 

натрия и ставят в кипящую водяную баню на 30 мин.

После охлаждения отбирают в пробирку 10 капель ги-

дролизата и проводят реакцию с биуретовым реактивом, 

добавляя его 3–5 капель. Отмечают появление характер-

ного окрашивания.

В другую пробирку вносят 20 капель гидролизата 

и нейтрализуют его, прибавляя по каплям концентри-

рованную азотную кислоту до слабокислой реакции (по 

лакмусовой бумаге, кусочек которой заранее помещают 

в пробирку). Затем добавляют 10 капель раствора молиб-

дата аммония, перемешивают содержимое встряхивани-

ем и наливают 10 капель раствора аскорбиновой кислоты. 

Вновь перемешивают и оставляют стоять пробы до раз-

вития специфического окрашивания.

Оформление работы. Отметить результат проведенных 

качественных реакций, в выводе указать химическую 

природу казеина молока.

Практическое значение работы. Качественные реакции 

на фосфатную группу используются для обнаружения 

фосфопротеинов в исследуемых образцах.
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РАБОТА 14.  КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ 
СОДЕРЖАНИЯ СИАЛОВЫХ КИСЛОТ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ МЕТОДОМ ГЕССА

Реактивы. Трихлоруксусная кислота, 10%-ный рас-

твор; уксусно-сернокислый реактив (95 мл ледяной кис-

лоты и 5 мл концентрированной серной кислоты).

Оборудование. Штатив с пробирками; пипетки вме-

стимостью 1 и  5 мл; центрифуга; водяная баня; КФК.

Материал. Сыворотка крови.

Метод основан на способности нейраминовой кис-

лоты, освобождающейся при гидролизе сывороточных 

гликопротеинов, образовывать окрашенные соединения 

при нагревании с уксусно-сернокислым реактивом.

Ход определения. В центрифужную пробирку вносят 

1,0 мл сыворотки крови и добавляют 1,0 мл 10%-ного 

раствора трихлоруксусной кислоты. Пробирку помеща-

ют в кипящую водяную баню точно (!) на 5 мин. Охлаж-

дают под струей воды в течение 5 мин. Встряхивают и 

центрифугируют 5 мин при 3000 об/мин. Отбирают 

0,4 мл надосадочной жидкости, переносят в пробирку, 

наливают 5,0 мл уксусно-сернокислого реактива и по-

мещают на 30 мин в кипящую водяную баню. Охлаж-

дают до комнатной температуры и интенсивность окра-

ски определяют на КФК при длине волны 500–560 нм 

(зеленый светофильтр) в кювете толщиной 1 см против 

контроля. Контролем служит уксусно-сернокислый 

реактив.

Расчет. Содержание сиаловых кислот в г/л рассчиты-

вают по формуле: 

     а · 5 · 1000

Х = ––––––– ,

      1000 · 1000

где а — содержание сиаловых кислот в исследуемой пробе 
в мкг, найденное по калибровочному графику; 5 — расчет на 
1 мл сыворотки; 1000 (в числителе) — перевод на 1 л сыво-
ротки;  1000 (в знаменателе) — пересчет в  мг и г.
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Содержание сиаловых кислот в ммоль/л рассчитыва-

ют по формуле:

       а · 103

С = ––––– ,

        309

где а — количество сиаловых кислот, г/л; 10 3 — перевод 
г в мг; 309 — молекулярная масса нейраминовой кислоты.

Оформление работы. По полученным значениям экс-

тинкций рассчитать содержание  сиаловых кислот в г/л 

и ммоль/л. Сделать вывод о возможных изменениях.

Практическое значение работы. В норме содержание 

сиаловых кислот в сыворотке крови колеблется от 2,0 до 

2,36 ммоль/л (0,62–0,73 г/л). Их количество значительно 

возрастает при заболеваниях, связанных с деструкцией со-

единительной ткани, при туберкулезе, инфаркте миокарда, 

опухоли головного мозга. Снижение содержания отмечает-

ся при пернициозной анемии, болезни Вильсона, дегенера-

тивных процессах центральной нервной системы.

РАБОТА 15.  ХИМИЧЕСКАЯ ПРИРОДА 
НУКЛЕОПРОТЕИНОВ

Нуклеиновые кислоты присутствуют во всех клет-

ках (за исключением эритроцитов) организма человека 

в виде комплекса с белками, т.е. образуют нуклеопротеи-

ны. Они в большом количестве содержатся в селезенке, 

зобной железе, печени и других органах и тканях, бога-

тых ядрами. Из этих органов проще выделять и изучать 

нуклеопротеины и нуклеиновые кислоты. Нуклеопро-

теины делятся на дезоксирибонуклеопротеины (ДНП) 

и рибонуклеопротеины (РНП), в которых фосфатные 

группы ДНК или РНК электростатически взаимодей-

ствуют с белками. Нуклеиновые кислоты — высокомо-

лекулярные соединения, состоящие из мононуклеотидов, 

соединенных 3', 5'- фосфодиэфирными связями. Они 
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плохо растворимы в воде, образуют вязкие гелеподоб-

ные растворы. Хорошо растворимы в щелочах, растворах 

минеральных кислот и солей.

Реактивы. Хлорид натрия, 5%-ный раствор, содержа-

щий 0,04% трехзамещенного цитрата натрия; гидроксид 

натрия, 0,4%-ный раствор; дифениламиновый реактив*; 

биуретовый реактив*.

Оборудование. Штатив с пробирками; ступка с пести-

ком; стеклянный порошок; пипетки; мерные цилиндры 

вместимостью 50 и 300 мл; пипетки вместимостью 1 мл; 

кристаллизатор; деревянные палочки с насечками; во-

дяная баня; круглодонная колба с обратным холодиль-

ником; марля для фильтрования.

Материал.
1. Селезенка, свежая или замороженная.

2. Выделенный из селезенки дезоксирибонуклеопро-

теин.

3. РНК дрожжевая, свежеприготовленный 0,1%-ный 

раствор.

а. Выделение дезоксирибонуклеопротеина из ткани се-
лезенки. Метод основан на способности дезоксирибону-

клеопротеинов растворяться в солевых растворах боль-

шой ионной силы и выпадать в осадок при снижении их 

концентрации.

Ход определения. 2–3 г ткани селезенки тщательно 

растирают в ступке со стеклянным порошком, приливая 

постепенно небольшими порциями 35–40 мл раствора 

хлорида натрия. Полученный вязкий раствор фильтруют 

через 2 слоя марли в малый кристаллизатор.

Отмеряют цилиндром шестикратный (по отношению 

к фильтрату) объем дистиллированной воды и медленно 

выливают ее в фильтрат. Образовавшиеся нити дезокси-

нуклеопротеина осторожно наматывают на деревянную 

палочку, переносят в пробирку для использования в по-

следующей работе.
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б. Качественная реакция на ДНК (реакция Дише). Ме-

тод основан на способности дезоксирибозы, входящей 

в ДНК дезоксирибонуклеопротеина, образовывать сое-

динение синего цвета с дифениламином при нагревании 

в среде, содержащей смесь ледяной уксусной и концен-

трированной серной кислот. С рибозой РНК аналогич-

ная реакция дает зеленое окрашивание.

Ход определения. К 1/4 части осадка дезоксирибону-

клеопротеина приливают 1 мл 0,4%-ного раствора ги-

дроксида натрия (до растворения). Добавляют 0,5 мл 

дифениламинового реактива. Содержимое пробирки 

перемешивают и ставят на кипящую водяную баню на 

15–20 мин.

Аналогичную реакцию выполняют в другой пробирке 

с 1 мл раствора РНК. Отмечают характерное окрашива-

ние в пробах.

в. Выявление белкового компонента дезоксирибонуклео-
протеина (ДНП). Метод основан на биуретовой реакции 

(описана в работе 1).

Ход определения. Переносят часть полученных ранее 

нитей ДНП в пробирку, добавляют 0,5 мл раствора ги-

дроксида натрия до растворения нитей и 5 капель биу-

ретового реактива. Наблюдают за появлением окраши-

вания.

г. Гидролиз дезоксирибонуклеопротеинов.
Ход определения. Оставшуюся часть осадка дезоксири-

бонуклеопротеинов, полученных из ткани селезенки, по-

мещают в колбочку для гидролиза, добавляют 30–40 мл 

5%-ного раствора серной кислоты.

Закрывают колбочку пробкой с обратным холодиль-

ником и осторожно кипятят содержимое на асбестовой 

сетке на медленном огне в течение 30–40 мин. Получен-

ный гидролизат охлаждают и используют для определе-

ния составных компонентов ДНК в последующей работе 

(гидролизат хранить в холодильнике).
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Оформление работы. В выводе отметить возможность 

выделения нуклеопротеинов с помощью солевых рас-

творов и их идентификации с помощью реакций на ну-

клеиновый компонент.

Практическое значение работы. Выделение и очист-

ку дезоксирибонуклеопротеинов из гомогенатов и ядер 

клеток с помощью растворов хлорида натрия разной кон-

центрации используют в экспериментальной биохимии. 

Дифениламиновая проба лежит в основе методов каче-

ственного и количественного определения нуклеопроте-

инов и нуклеиновых кислот в биологическом материале. 

В клинической цитологии эти реакции применяют при 

нативной окраске нуклеиновых кислот, например в маз-

ках клеток крови.
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При гидролизе нуклеопротеины и нуклеиновые кис-

лоты распадаются на составные части. Обнаружение 

и методы количественного определения нуклеиновых 

кислот и их мономеров (нуклеотидов) в биологическом 

материале и препаратах основаны на особенностях хи-

мической природы этих соединений.

1. ИССЛЕДОВАНИЕ ХИМИЧЕСКОЙ ПРИРОДЫ 
НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ

ДНК и РНК, имея сходство в строении, несколько от-

личаются по составным компонентам: в ДНК содержится 

тимин, а в РНК — урацил. Кроме того, углеводная часть 

в ДНК представлена дезоксирибозой, а в РНК — рибозой. 

Поэтому по специфическим реакциям на эти моноса-

хариды можно выявить соответствующие нуклеиновые 

кислоты и нуклеотиды.

РАБОТА 16. КАЧЕСТВЕННЫЕ РЕАКЦИИ 
НА КОМПОНЕНТЫ НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ

Реактивы. Нитрат серебра, 2%-ный аммиачный рас-

твор*; раствор аммиака, конц.; аскорбиновая кислота, 

1%-ный раствор; молибдат аммония, раствор в азотной 

кислоте*; орциновый реактив*; дифениламиновый ре-

актив*.
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Оборудование. Глазные пипетки; пипетки вместимо-

стью 1 мл; штатив с пробирками; водяная баня.

Материал.
1. Гидролизат дезоксирибонуклеопротеина (см. рабо-

ту 15, г).

2. Лекарственные препараты нуклеотидной приро-

ды: фосфаден (аденозинмонофосфат), 2%-ный раствор 

в ампулах, и аденозинтрифосфат натрия, 1%-ный рас-

твор в ампулах.

а. Проба на пуриновые основания. Метод основан на 

способности пуриновых оснований с аммиачным рас-

твором нитрата серебра образовывать осадок серебряных 

солей пуриновых оснований (аденина, гуанина), окра-

шенных в светло-коричневый цвет, по уравнению

Ход определения. В пробирку вносят 10 капель гидроли-

зата, помещают в него кусочек лакмусовой бумаги и при-

ливают по каплям примерно 10 капель концентрирован-

ного раствора аммиака до щелочной реакции по лакмусу. 

Добавляют 10 капель аммиачного раствора нитрата серебра. 

При стоянии образуется осадок с характерной окраской.

б. Дифениламиновая проба на пентозы. Принцип ме-

тода — см. работу 15, б.

Ход определения. Для определения берут 5 капель ги-

дролизата и проделывают реакцию, как описано в рабо-

те 15, б.

в. Молибденовая проба на фосфорную кислоту. Прин-

цип метода — см. работу 13.
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Ход определения. Берут 10 капель гидролизата и про-

делывают реакцию, как описано в работе 13.

г. Качественные реакции на лекарственные препараты 
нуклеотидной природы. Метод основан на обнаружении 

рибозы в препаратах нуклеотидной природы с помощью 

дифениламиновой реакции и пробы с орциновым реак-

тивом. Последняя состоит в том, что фурфурол, обра-

зующийся из рибозы при нагревании в среде с соляной 

кислотой, дает с орцином окрашенное соединение зе-

леного цвета.

Ход определения. В две пробирки добавляют по 5 ка-

пель соответственно раствора фосфадена и аденозинтри-

фосфата натрия. К ним приливают по 10 капель дифе-

ниламинового реактива, нагревают 10 мин на кипящей 

водяной бане. Отмечают результат реакции.

В две другие пробирки вносят по 5 капель тех же ве-

ществ и добавляют по 5 капель орцинового реактива. 

Нагревают в течение 20 мин на кипящей водяной бане. 

Отмечают результат реакции.

Оформление работы. По результатам работы сделать 

вывод о возможности использования реакции для обна-

ружения компонентов нуклеиновых кислот и нуклеоти-

дов и их применения в практике. 

Данные оформить в виде таблицы.

Материал Выявляемый компонент Реакция Результат реакции

Практическое значение работы. Реакции на компонен-

ты нуклеиновых кислот и нуклеотиды могут применяться 

для их идентификации и количественного анализа в био-

химических исследованиях, а в фармации —для контро-

ля качества препаратов нуклеотидной и нуклеозидной 

природы.
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2. КОЛИЧЕСТВЕННЫЕ МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ 
НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ

Для количественного определения нуклеиновых 

кислот используют методы, основанные на регистра-

ции их светопоглощения или на специфических ре-

акциях на отдельные компоненты этих соединений. 

Нуклеиновые кислоты имеют максимум поглощения 

света при 260 нм, который обусловлен присутствием 

в них азотистых оснований. Все основания полину-

клеотидов обладают тем же максимумом абсорбции, 

за исключением цитозина, зона наибольшего погло-

щения которого находится при 270 нм. Поэтому по 

интенсивности светопоглощения азотистых основа-

ний нуклеотидов можно определить содержание ну-

клеиновой кислоты в экстрактах из биологического 

материала или растворах. Однако светопоглощение 

природной ДНК на 40–50% ниже, чем составляющих 

ее нуклеотидов. Этот так называемый «гипохром-

ный эффект» связан с двуспиральной структурой 

природной ДНК. Гипохромный эффект характерен 

также и для РНК, содержащих спиральные участки 

или петли.

Учитывая эти особенности нуклеиновых кислот, 

А.С. Спирин разработал метод измерения светопо-

глощения гидрализатов ДНК и РНК при двух длинах 

волн — 270 и 290 нм, поскольку при этих условиях 

на определение концентрации нуклеиновых кислот 

практически не влияют различия в их нуклеотидном 

составе.

Количество нуклеиновых кислот в пробах можно из-

мерить, используя реакции на пентозы с дифениламином 

и орцином. Однако следует учитывать, что при кислот-

ном гидролизе ДНК разрушается N-гликозидная связь 

в пуриннуклеотидах, но не в пиримидиннуклеотидах. 
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Поэтому только часть дезоксирибозы становится реак-

ционноспособной, причем величина ее определяется 

нуклеотидным составом (отношением пуринов к пири-

мидинам) ДНК.

Практическое значение работ по количественному 
определению нуклеиновых кислот. Количественное 

определение нуклеиновых кислот, выделяемых при 

биохимических исследованиях тканей и клеток, мож-

но проводить прямой спектрофотометрией в ультра-

фиолетовой области или с помощью специфических 

реакций на пентозы: дифениламиновой — на дезокси-

рибозу, а орциновой — на рибозу. Эти же методы можно 

использовать и при хроматографическом разделении 

пуриновых и пиримидиновых нуклеозидов или ну-

клеотидов. Количественные методы определения ну-

клеиновых кислот применяются в экспериментальной 

и клинической биохимии, а также для количественно-

го анализа лекарственных средств нуклеотидной или 

нуклеозидной природы в контрольно-аналитических 

лабораториях.

РАБОТА 17.  СПЕКТРОФОТОМЕТРИЧЕСКИЙ МЕТОД  
КОЛИЧЕСТВЕННОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ 

НУКЛЕИНОВЫХ  КИСЛОТ ПО А.С. СПИРИНУ
Реактивы. Хлорная кислота, 1 М раствор.

Оборудование. Штатив с пробирками и капельницами; 

пипетки вместимостью 2 мл; водяная баня; спектрофо-

тометр.

Материал. 
1. Гидролизат дезоксирибонуклеопротеинов ткани се-

лезенки (полученный в работе 15, г).

2. РНК дрожжевая, свежеприготовленный раствор.

Метод основан на измерении светопоглощения нукле-

иновых кислот при 270 и 290 нм, интенсивность которого 

пропорциональна их количеству в пробах.
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Ход определения. В одну пробирку вносят 1,0 мл ги-

дролизата ДНК, в другую — тот же объем раствора РНК 

и доводят дистиллированной водой до 1,5 мл.

Добавляют в каждую пробу по 1,5 мл раствора хлорной 

кислоты, закрывают пробирки капельницами и ставят на 

гидролиз в кипящую водяную баню на 20 мин. Гидроли-

заты охлаждают. Определяют экстинкцию содержимого 

каждой пробы на спектрофотометре в кювете с толщиной 

слоя 1 см при 270 и 290 нм.

Расчет. Содержание ДНК рассчитывают по формуле:

    (Е
270

 – Е
290

) · 10,1

х
1
 = ——————————  ,

0,19

а РНК — по формуле:

(Е
270

 – Е
290

) · 10,5

х
2
 = —————————— ,

0,19

где х
1
 и х

2
  — концентрации ДНК и РНК, мг/л; Е

270
 — экс-

тинкция исследуемого гидролизата при 270 нм; Е
290

 — экс-
тинкция исследуемого гидролизата при 290 нм; 0,19 — 
удельная экстинкция фосфора нуклеиновых кислот в 
концентрации 1 мг/л; 10,1 и 10,5 — коэффициенты пере-
счета содержания фосфора на концентрацию нуклеиновых 
кислот исходя из теоретического содержания фосфора в 
ДНК 9,9% и в РНК 9,5%.

Примечание. Предварительно проверяют чистоту об-

разца. Для этого измеряют экстинкцию исследуемых 

растворов ДНК и РНК при 260, 270 и 290 нм. Отношение 

Е
260

/Е
270

 не должно быть выше 1,2, а отношение Е
270

/Е
290

 — 

не меньше 2,0. Если эти условия не соблюдаются, то 

пробы содержат примеси ненуклеиновой природы.

Оформление работы. По результатам измерений отме-

тить чистоту образцов нуклеиновых кислот, рассчитать их 

концентрацию в исследуемых пробах. В выводе указать 
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возможности данного метода определения содержания 

нуклеиновых кислот.

РАБОТА 18. ФОТОКОЛОРИМЕТРИЧЕСКИЕ  МЕТОДЫ  КОЛИЧЕСТВЕННОГО 
ОПРЕДЕЛЕНИЯ  НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ

Реактивы. Хлорная кислота, 1 М раствор; дифенила-

миновый реактив*; орциновый реактив*.

Оборудование. Штатив с пробирками; пипетки вме-

стимостью 1 и 2 мл; водяная баня; КФК.

Материал. 
1. Гидролизат ДНК ткани селезенки (см. работу 15, г).

2. ДНК, стандартный свежеприготовленный раствор 

концентрации 1 г/л.

3. РНК дрожжевая, опытный раствор.

4. РНК, стандартный свежеприготовленный раствор 

концентрации 1 г/л.

а. Определение содержания ДНК (по Дише). Метод 

основан на образовании окрашенного комплекса де-

зоксирибозы с дифениламином (см. работу 15, б), ин-

тенсивность которого пропорциональна концентрации 

этой пентозы в гидролизатах ДНК.

Ход определения. В пробирку наливают 0,5 мл стан-

дартного раствора ДНК и равный объем раствора хлор-

ной кислоты. Ставят пробирку в кипящую водяную баню 

на 10 мин. Затем охлаждают содержимое.

Во вторую пробирку вносят 1 мл гидролизата ДНК 

ткани селезенки (опытная проба), затем прибавляют 

в обе пробирки по 2 мл дифениламинового реактива 

Дише. Пробы перемешивают стеклянной палочкой и 

ставят пробирки в кипящую водяную баню на 10 мин 

для развития окраски. Затем содержимое пробирок 

охлаждают.

Опытную и стандартные пробы фотометрируют про-

тив контрольной пробы на КФК при красном светофиль-

тре (длина волны 595 нм) в кювете с толщиной слоя 0,5 см.
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Контрольную пробу готовят перед фотометрией. Она 

содержит 0,5 мл дистиллированной воды, 0,5 мл раство-

ра хлорной кислоты, 2 мл реактива Дише. Кипятят со-

держимое пробирки в течение 10 мин на водяной бане. 

Охлаждают.

Расчет. Содержание ДНК в опытной пробе х (г/л) рас-

считывают по формуле:

Е
оп

х = ————  ,

Е
ст 

,

где  Е
оп

 — экстинкция опытной пробы против контрольной;  
Е

ст
 — экстинкция стандартной пробы против контрольной.

Оформление работы. По экстинкции рассчитать кон-

центрацию опытного образца ДНК, указать в выводе воз-

можность использования дифениламиновой реакции для 

количественного определения ДНК.

б. Определение содержания РНК. Метод основан на 

образовании окрашенного комплекса рибозы, входящей 

в состав РНК, с орцином. Интенсивность окрашивания 

пропорциональна концентрации РНК в растворе.

Ход определения. В две пробирки добавляют по 2 мл 

соответственно исследуемого (опытного) и стандартного 

растворов РНК, приливают по 2 мл орцинового реактива 

и нагревают на кипящей водяной бане 20 мин. Пробы 

охлаждают.

Фотометрию опытной и стандартной проб проводят 

против контрольной на КФК при красном светофильтре 

(длина волны 670 нм) в кювете с толщиной слоя 0,5 см.

Контрольная проба обрабатывается так же, только 

вместо раствора РНК используется такое же количество 

дистиллированной воды.

Расчет. Концентрацию РНК в опытном образце х (г/л) 

рассчитывают по формуле:
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Е
оп

х = ——————  ,

Е
ст

где  Е
оп

 — экстинкция опытной пробы против контрольной; 
Е

ст
 — экстинкция стандартной пробы против контроль-

ной.

Оформление работы. По экстинкциям рассчитать 

концентрацию опытного образца РНК, указать в выво-

де возможность количественного определения РНК по 

орциновой реакции на пентозы. 
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Липиды — разнородная по химическому строению груп-

па органических веществ биологического происхождения, 
практически нерастворимых в воде и легко растворимых 
в органических неполярных (хлороформ, эфир, бензол, дих-
лорэтан и др.) и полярных (этанол, метанол, ацетон и др.) 
жидкостях. Разнообразие химического строения липи-

дов затрудняет их классификацию. Эту группу веществ 

можно разделить на липидные мономеры (жирные кис-

лоты, высшие алифатические и аминоспирты и др.), про-

стые липиды (ацилглицерины, воска, диольные липи-

ды), сложные липиды (фосфолипиды и гликолипиды) и 

стероиды (наиболее распространенный из них — холе-

стерин и его эфиры). Биологические функции липидов 

в живых организмах многообразны. Они содержатся в 

жидких средах и входят в состав биологических мембран 

клеток организма. Ввиду плохой растворимости в воде 

липиды образуют соединения с гидрофильными моле-

кулами — белками, углеводами. Образование липид-

белковых комплексов (липопротеинов) придает липидам 

растворимость в воде и позволяет транспортироваться с 

кровью и лимфой в организме. Своеобразие растворимо-

сти используется при исследовании липидов, поскольку 

позволяет отделить их от других веществ, которые нахо-

дятся в биологическом материале. Поэтому подбор рас-

творителей в ходе извлечения липидов из образцов имеет 

большое значение при их анализе.

Для обнаружения и количественного определения 

отдельных представителей липидов, экстрагированных 
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из биологического материала, существуют различные 

физико-химические методы и реакции на функциональ-

ные группы. Анализ липидов проводят путем постанов-

ки специфических реакций на составные части в целой 

молекуле или после ее гидролиза.

РАБОТА 19. ИССЛЕДОВАНИЕ ФОСФОЛИПИДОВ
Фосфолипиды содержат высшие насыщенные и нена-

сыщенные жирные кислоты и их альдегиды, которые сое-

динены эфирной связью с глицерином или сфингозином, 

фосфорную кислоту и остаточный спирт (холин, этанола-

мин, серин, инозит). В зависимости от строения различают 

фосфатидилхолины, фосфатидилинозиты, ацетальфосфа-

тиды, кардиолипин и сфингофосфатиды. Особенно богаты 

фосфолипидами нервная ткань, желток яиц.

Реактивы. Этиловый спирт, 96%-ный; сульфат кальция 

(гипс, порошок); ацетон; хлорид кадмия, насыщенный 

раствор в 96%-ном этаноле; гидроксид натрия, 10%-ный 

раствор; соляная кислота, 10%-ный раствор; гидросуль-

фит калия, безводный порошок; реактив молибдата аммо-

ния*; нитрат калия, порошок; карбонат калия, порошок; 

азотная кислота, 10%-ный раствор; лакмусовая бумага.

Оборудование. Весы аптечные; ступка с пестиком; сте-

клянные пластинки (100×50 мм); стеклянные палочки; 

скальпель; глазные пипетки; пипетки вместимостью 2  и 

5 мл; воронки с бумажными фильтрами; водяная баня; 

тигли; сушильный шкаф, отрегулированный на 60 °С.

Материал. Головной мозг лабораторного животного.

а. Извлечение фосфатидилхолинов из ткани мозга. Ме-

тод основан на экстракции горячим этанолом фосфати-

дилхолинов из мозга, осаждении их ацетоном и гидролизе 

в среде с гидроксидом натрия на составные части (жир-

ные кислоты, глицерин, холин и фосфорная кислота).

Ход определения. Помещают навеску 1 г ткани мозга 

в ступку и тщательно растирают с 2–3 г гипса до получе-
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ния густой кашицы. Кашицу распределяют тонким слоем 

на стеклянной пластинке при помощи скальпеля и вы-

сушивают в сушильном шкафу при 60 °С досуха.

Сухую массу соскабливают со стекла скальпелем в су-

хую ступку, растирают и затем переносят в сухую про-

бирку. Приливают 5 мл этанола, пробирку закрывают 

пробкой с обратным холодильником (стеклянная трубка 

длиной 70–80 см). Пробирку ставят в водяную баню и на-

гревают 10–15 мин при 70 °С (для экстракции).

Затем спиртовой экстракт отфильтровывают через бу-

мажный фильтр. Если раствор будет мутным, то филь-

трование повторяют через тот же фильтр. Фильтрат ис-

пользуют для анализа.

б. Обнаружение фосфатидилхолинов в экстрактах. Ме-

тод основан на нерастворимости фосфатидилхолинов в 

ацетоне, способности их образовывать эмульсии в воде и 

давать комплексное соединение с хлоридом кадмия, вы-

падающее в виде хлопьевидного осадка.

Ход определения. Наливают в сухую пробирку 2 мл 

ацетона и по каплям прибавляют спиртовой фильтрат, 

полученный в предыдущем опыте. Наблюдают за по-

мутнением жидкости и выпадением осадка.

В пробирку вносят 20 капель дистиллированной воды 

и постепенно приливают 5 капель спиртового фильтрата 

мозга. Встряхивают содержимое и наблюдают за образо-

ванием устойчивой белой эмульсии.

К смеси добавляют 1 мл спиртового фильтрата мозга и 

прибавляют 0,5 мл спиртового раствора хлорида кадмия. 

Отмечают выпадение хлопьевидного осадка.

в. Выявление составных компонентов фосфатидилхоли-
нов. Метод основан на гидролизе выделенных фосфати-

дилхолинов в растворе гидроксида натрия и постановке 

качественных реакций на составные части их молекул: 

жирные кислоты, глицерин, холин и фосфорную кислоту. 

Жирные кислоты обнаруживают добавлением соляной 
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кислоты к гидролизату, содержащему растворимые на-

триевые соли жирных кислот; в результате образуются 

нерастворимые свободные жирные кислоты, всплываю-

щие на поверхность.

Холин при нагревании превращается в триметиламин, 

имеющий запах селедочного рассола:

Триметиламин обладает выраженными основными 

свойствами, поэтому выявляется по посинению лакму-

совой бумажки. Акролеин обнаруживается по харак-

терному раздражающему запаху. Реакция, на которой 

основано обнаружение фосфорной кислоты, изложена 

в работе 13.

Ход определения.
1. Гидролиз фосфатидилхолинов. Спиртовой экстракт 

(фильтрат) из ткани мозга упаривают в пробирке на во-

дяной бане и добавляют 3 мл раствора гидроксида натрия. 

Кипятят в течение 10 мин.

2. Открытие холина. В ту же пробирку вносят 20 ка-

пель гидролизата и нагревают. Образующийся из холи-

на триметиламин обнаруживают по появлению запаха 

селедочного рассола. К отверстию пробирки подносят 

влажную красную лакмусовую бумажку и наблюдают из-

менение ее окраски.

3. Открытие жирных кислот. К оставшемуся гидро-

лизату прибавляют по каплям раствор соляной кислоты 

до кислой реакции среды, обнаруживаемой по лакмусо-

вой бумаге. На поверхность жидкости всплывают в виде 

хлопьевидной массы высшие жирные кислоты. Содер-

жимое пробирки фильтруют через складчатый бумажный 

фильтр, на котором задерживаются жирные кислоты. 
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Фильтрат нейтрализуют (по лакмусовой бумажке), при-

бавляя по каплям раствор гидроксида натрия, и упари-

вают на водяной бане досуха. Сухой остаток используют 

для реакций на глицерин и фосфорную кислоту.

4. Открытие глицерина. Часть сухого остатка перено-

сят в сухую пробирку, добавляют несколько кристаллов 

безводного гидросульфита калия и осторожно нагревают. 

Появляется характерный запах акролеина.

5. Открытие фосфорной кислоты. Оставшийся сухой 

остаток сплавляют в тигле с небольшим количеством 

(одна глазная лопатка или на кончике скальпеля) по-

рошка нитрата калия и карбоната натрия (сплавление 
проводят в вытяжном шкафу!). После охлаждения ти-

гля к сплаву добавляют раствор азотной кислоты, смесь 

сливают в пробирку. К 2 мл реактива молибдата аммония 

приливают небольшими порциями испытуемый раствор. 

Смесь нагревают до кипения. При стоянии образуется 

желтый осадок фосфомолибдата аммония.

Оформление работы. Результаты оформить в виде та-

блицы и описать признаки, по которым обнаруживается 

соответствующее вещество.

Материал Исследуемый компонент Реакция (проба) Результат реакции

В выводе указать на присутствие анализируемых фос-

фолипидов в ткани мозга и практическую значимость 

проведенного исследования.

Практическое значение работы. В клинико-биохими-

ческих исследованиях качественные реакции на фосфо-

липиды и их компоненты используют для обнаружения 

их в экстрактах биологического материала, а в фарма-

ции — при анализе лекарственных препаратов, содер-

жащих фосфолипиды. При разделении фосфолипидов 

эти реакции применяются для проявления хроматограмм, 

а также для разработки методов количественного опреде-

ления фосфолипидов.
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РАБОТА 20. КАЧЕСТВЕННЫЕ РЕАКЦИИ НА СТЕРОИДЫ
Стероидные соединения — стерины и стериды, широко 

распространены в животных и растительных организмах. 

Типичным представителем стероидов организма живот-

ных (зоостеринов) является холестерин, который нахо-

дится в тканях и жидкостях в свободном виде или в виде 

холестеридов, т.е. эфиров пальмитиновой, стеариновой 

или олеиновой кислот. Особенно богата холестерином 

нервная ткань, где его содержится до 20–30 г/кг, причем 

больше всего холестерина в белом веществе головного и 

спинного мозга, где его концентрация достигает 40–55 г/кг. 

Высоко содержание холестерина в ланолине, который ис-

пользуется в фармации для приготовления мазей.

Холестерин извлекается из биологического материала 

хлороформом, горячим этиловым спиртом, диэтиловым 

эфиром, ацетоном и др. На практике чаще всего исполь-

зуют смеси органических растворителей. В воде холесте-

рин набухает и образует эмульсии; в отличие от других 

липидов он не разрушается под действием концентри-

рованных щелочей.

К растительным стеринам (фитостерины) относятся 

эргостерин, стигмастерин, β-ситостерин, фукостерин, 

которые содержатся в растительных маслах, плодах, во-

дорослях и т.д. В лекарственных растениях (наперстян-

ка, горицвет, ландыш, кендырь и др.) имеются сердечные 

гликозиды, агликоны которых представляют собой тоже 

скелет стерана.

Реактивы. Сульфат кальция (гипс), порошок; хлоро-

форм; серная кислота, конц.; уксусный ангидрид; смесь 

формалина с конц. серной кислотой (1 : 50).

Оборудование. Штатив с пробирками; весы аптечные; 

ступка с пестиком; стеклянная пластинка (100×100 мм); 

лопаточка; воронка с бумажным фильтром; сушильный 

шкаф, отрегулированный на 60 °С; скальпель; пипетка 

вместимостью 5 мл; глазные пипетки.
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Материал.
1. Мозг лабораторного животного.

2. Растительное масло.

Для выделения холестерина 3 г ткани мозга тщатель-

но растирают с двукратным количеством гипса. Густой 

гомогенат распределяют лопаточкой по стеклянной 

пластинке и высушивают в сушильном шкафу при 60 °С. 

Высушенную массу счищают скальпелем в сухую ступ-

ку, растирают и переносят в сухую пробирку. В пробирку 

добавляют 6 мл хлороформа и содержимое взбалтывают 

5 мин. Отфильтровывают хлороформный экстракт через 

сухой бумажный фильтр в сухую пробирку и проделыва-

ют с ним перечисленные ниже реакции.

а. Реакция Гупперт–Сальковского. Метод основан на 

дегидратации молекулы холестерина под действием кон-

центрированной серной кислоты с образованием холе-

стерилена, имеющего красную окраску:
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Ход определения. В пробирку наливают 1 мл хлоро-

формного экстракта мозга и осторожно подслаивают 

по стенке пробирки 1 мл концентрированной серной 

кислоты. Пробирку легко встряхивают. На границе двух 

жидкостей появляется кольцо красного цвета, затем вся 

жидкость принимает последовательно красную, оран-

жевую и красно-фиолетовую окраску.

б. Реакция Либермана–Бурхарда. Метод основан на 

дегидратации холестерина с последующим соединением 

двух образовавшихся молекул холестерина в бихолеста-

диен:

Бихолестадиен в присутствии уксусного ангидрида и суль-

фокислоты дает сульфопроизводные зеленого цвета.
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Ход определения. В сухую пробирку наливают 2 мл хло-

роформного экстракта мозга и добавляют в нее 10 капель 

уксусного ангидрида и 2 капли концентрированной сер-

ной кислоты. Появляется вначале красное окрашивание, 

переходящее затем в сине-зеленое и зеленое.

в. Реакция Витби. Метод, как и в предыдущих реакци-

ях, основан на образовании окрашенных производных 

дегидратированного и окисленного холестерина под дей-

ствием серной кислоты.

Ход определения. В одну пробирку вносят 2 мл хлоро-

формного экстракта мозга, в другую — 2–3 капли расти-

тельного масла и 1 мл хлороформа. В обе пробы добав-

ляют по 20 капель смеси формалина с серной кислотой 

и встряхивают. Растворы делятся на два слоя — верхний 

(хлороформный) окрашивается в яркий вишневый цвет, 

нижний (кислотный) — в тусклый буро-красный с зеле-

ной флуоресценцией.

Из хлороформного слоя обеих пробирок отбирают 

пипеткой несколько капель, переносят в другие (сухие!) 

пробирки и прибавляют по 2 капли уксусного ангидрида. 

Вишневая окраска переходит в сине-зеленую.

Оформление работы. Результаты оформить в виде таб-

лицы, отмечая их знаками «+» или «–».

Материал
Исследуемый 

компонент
Реакция

Окраска 
раствора

Результат
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В выводе указать на присутствие в исследуемом мате-

риале соответствующих стероидов, специфичность ис-

пользованных реакций и их практическое значение.

Практическое значение работы. Реакции на холестерин 

используются для обнаружения холестерина при гисто-

химическом и цитохимическом исследовании тканей, 

клеточных мазков и биологических жидкостей. Это име-

ет значение при нарушениях обмена холестерина, сопро-

вождающихся отложением его в сосудах (атеросклероз), 

в коже (ксантоматоз) и т.д. Эти реакции характерны и для 

родственных холестерину соединений — стероидных гор-

монов, желчных кислот, растительных стеринов, поэтому 

применяются для качественного анализа лекарственных 

препаратов, содержащих указанные вещества, и для раз-

работки методов их количественного определения.
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Ферменты (энзимы) — биологические катализато-

ры белковой природы. Они содержатся во всех тканях, 

клетках, внутриклеточных органоидах и биологических 

жидкостях. Без них не осуществляется практически ни 

один химический процесс в организме. Разработка ме-

тодов выделения и очистки ферментов дала возмож-

ность получить их в чистом и кристаллическом виде. 

Это позволило изучить структуру ферментов, активные 

и регуляторные центры их молекул, механизм действия, 

роль простетических групп в катализе и т.д. Как любые 

белки, ферменты подвержены денатурации, поэтому 

процедура их получения из биологического материала 

(ткани животных и растений, микроорганизмы, жидко-

сти) должна быть щадящей, т.е. вестись при температуре 

0–4 °С, при рН 5–9 (за исключением особых случаев). 

Среда для извлечения ферментов не должна содержать 

примесей тяжелых металлов, которые инактивируют 

ферменты.

Ферменты делятся на простые и сложные. У простых 

ферментов функцию контактного и каталитического 

участков активного центра выполняют только радика-

лы аминокислот; у сложных — в состав активного центра 

входят также коферменты и ионы металлов. Сложные 

ферменты без кофакторов не активны, что нужно учи-

тывать при их идентификации.
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1. СРАВНИТЕЛЬНОЕ ДЕЙСТВИЕ ФЕРМЕНТОВ 
И НЕБИОЛОГИЧЕСКИХ  КАТАЛИЗАТОРОВ

Ферменты в отличие от небиологических катализато-

ров (металлы, кислоты и т.д.) обладают высокой эффек-

тивностью катализа, специфичностью действия, способ-

ностью ускорять реакции в мягких условиях.

РАБОТА 21. СРАВНЕНИЕ ДЕЙСТВИЯ  α-АМИЛАЗЫ СЛЮНЫ 
И СОЛЯНОЙ КИСЛОТЫ НА РЕАКЦИЮ 

ГИДРОЛИЗА КРАХМАЛА
Реактивы. Крахмал, 1%-ный раствор в 0,3%-ном рас-

творе хлорида натрия, свежеприготовленный; раствор 

йода в йодиде калия*; реактив Фелинга*; пероксид водо-

рода, 10%-ный раствор.

Оборудование. Штатив с пробирками; воронка с ватой; 

стеклянные палочки; глазные пипетки; водяная баня с 

термометром; пипетки вместимостью 5 мл.

Материал. 
1. Разбавленная слюна. Для ее получения промывают 

рот водой от остатков пищи. Набирают в рот порцию дис-

тиллированной воды около 20 мл и держат ее примерно 

2 мин, смешивая языком со слюной. Жидкость со слю-

ной выпускают в стаканчик и профильтровывают через 

вату в пробирку. Фильтрат используют для работы.

2. Соляная кислота, 10%-ный раствор.

Метод основан на изучении скорости гидролиза крах-

мала, определяемого по убыли субстрата (крахмал) реак-

цией с раствором йода или по приросту продукта (маль-

тоза), выявляемого реакцией Фелинга (образование 

красного осадка оксида меди). Реагентом на крахмал и 

декстрины служит йод, образующий с ними окрашенные 

комплексные соединения (табл. 5). Амилоза крахмала 

при этом дает с йодом комплекс синего цвета, гликоген — 

красно-бурого, а декстрины в зависимости от молеку-
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лярной массы окрашиваются в красно-бурый или жел-

товатый цвет. Последний обусловлен не образованием 

комплекса, а находящимся в среде йодом.

Таблица 5
Проба с йодом на крахмал и продукты его гидролиза

Крахмал и продукты 
его гидролиза

Окрашивание с йодом

Крахмал Синее

Амилодекстрины Фиолетовое

Эритродекстрины Красное

Ахродекстрины
Желтое (окраска раствора йода) 

или бесцветное

Мальтодекстрины То же

Мальтоза То же

Мальтоза как восстанавливающий дисахарид вы-

является реакцией Фелинга, которая основана на спо-

собности углеводов в щелочной среде восстанавливать 

ионы Cu2+, содержащиеся в жидкости Фелинга в виде 

комплексного соединения с тартратами, до оксида меди 

красного цвета, выпадающего в осадок.

Чем выше скорость катализа, тем быстрее исчезает 

(положительная йод-крахмальная проба) синее окраши-

вание и усиливается реакция Фелинга на мальтозу.

Ход определения. Берут три пробирки: в первую вно-

сят 1 мл воды, во вторую — 1 мл раствора соляной кис-

лоты, в третью — 1 мл разбавленной слюны. Добавляют 

во все пробы по 5 мл раствора крахмала, перемешивают 

их стеклянной палочкой и ставят первую и третью про-

бирки в водяную баню при 38 °С, а вторую — в кипящую 

водяную баню. Через 15 мин пробирки охлаждают. Из 

каждой пробирки отбирают по 5 капель в другие пробир-

ки, добавляют по 1—2 капли раствора йода и сравнивают 

окрашивание проб.

Для определения мальтозы отбирают по 3 мл из каж-

дой пробирки, прибавляют по 1 мл реактива Фелинга и 
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нагревают верхний слой смеси до кипения. Отмечают 

появление в пробах красного осадка оксида меди (I).

Оформление работы. Результаты заносят в таблицу.

Катализатор
Субстрат 
реакции

Продукт 
реакции

Выявление
Результат

субстратов продуктов

В выводах указать разницу в действии катализаторов 

на скорость гидролиза крахмала.

2. ВЫЯВЛЕНИЕ ФЕРМЕНТОВ, 
ОТНОСЯЩИХСЯ К РАЗНЫМ КЛАССАМ

Все ферменты в зависимости от типа катализируемых 

химических реакций делятся на шесть классов: оксидо-

редуктазы, трансферазы, гидролазы, лиазы, изомеразы, 

лигазы (синтетазы). Внутри каждого класса ферменты 

подразделяются на подклассы, подподклассы, которые 

уточняют природу ферментативной реакции.

Для обнаружения ферментов каждого класса в биоло-

гическом материале имеются свои особенности, поэтому 

необходимо определить условия для протекания фермен-

тативной реакции. Качественные реакции на ферменты 

используются в клинике для обнаружения ферментов в 

мазках крови, биоптатах и микропрепаратах при энзимо-

цитохимических исследованиях, а также в гигиенической 

практике при постановке проб на присутствие фермен-

тов в продуктах питания (молоко, картофель и т.д.). При 

разделении ферментов методом электрофореза их иден-

тификацию также производят с помощью качественных 

реакций.

РАБОТА 22. ОБНАРУЖЕНИЕ ОКСИДОРЕДУКТАЗ 
В БИОЛОГИЧЕСКОМ МАТЕРИАЛЕ

В реакциях, катализируемых оксидоредуктазами, 

окисляемый субстрат рассматривается как донор водо-
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рода или электронов, а акцептором могут быть природ-

ные вещества (коферменты — НАД, НАДФ, ФМН, ФАД, 

КоQ, кислород, органические соединения, цитохромы и 

др.) и ксенобиотики.

Для большинства ферментов этого класса рекомен-

дуются названия дегидрогеназы и редуктазы. В тех слу-

чаях, когда акцептором служит О
2
, используют термин 

«оксидаза», а если кислород в ходе реакции включается 

в состав субстрата, то фермент называется «оксигеназа». 

Пероксидаза — фермент, использующий Н
2
О

2
 в качестве 

акцептора, а каталаза — фермент, катализирующий ре-

акции, где донорно-акцепторную пару составляют две 

молекулы Н
2
О

2
.

Реактивы. Формальдегид, 0,4%-ный раствор; метиле-

новый синий, 0,01%-ный раствор; адреналина, 0,1%-ный 

раствор или изопреналина, 1%-ный раствор.

Оборудование. Штатив с пробирками; водяная баня; 

лабораторный термометр; пипетки вместимостью 1,5 

и 10 мл, ступка с пестиком, марля, скальпель, флуоро-

скоп.

Материал.
1. Сырой картофель.

2. Картофельный сок (сырой картофель натирают на 

терке и отжимают через два слоя марли).

3.Свежее коровье молоко.

а. Выявление альдегидоксидазы (альдегид: кислород 
оксиредуктаза; КФ 1.2.3.1) в молоке. Метод основан на 

визуальном наблюдении за обесцвечиванием метиле-

нового синего (МС), связывающего водород, который 

отщепляется с участием альдегидоксидазы от субстрата.

Альдегидоксидаза катализирует реакцию дегидриро-

вания различных альдегидов, например формальдегида. 

Водород переносится на ФАД, являющийся кофермен-

том данного фермента, а затем на конечный акцептор — 

кислород — по уравнению:
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Альдегидоксидаза

Альдегидоксидаза

HC = O + H
2
O + ФАД  H – C = O + ФАД·H

2

H ОH

ФАД·H
2 
+ О

2
  ФАД + H

2 
О

2

При добавлении МС — искусственного акцептора 

водорода — в бескислородных условиях образуется его 

восстановленная форма (лейкоформа) МС·Н
2
:

H – C = O + H
2
O  H – C = O

H ОHФАД ФАД·H
2

Альдегидоксидаза

(лейкоформа) (синее окрашивание)

МС·H
2

МС

Если бесцветный раствор метиленового синего встрях-

нуть, то он вновь приобретет синюю окраску:

МС·Н
2
 + О

2
 → МС + Н

2
О

2 

Ход определения. В две пробирки вносят по 5 мл све-

жего молока и добавляют в первую 1 мл воды, а во вто-

рую — такой же объем раствора формальдегида. В обе 

пробы приливают по 1 мл раствора метиленового синего, 

содержимое перемешивают и приливают 3–4 капли ва-

зелинового масла (для предохранения жидкой смеси от 

контакта с кислородом воздуха).

Пробирки ставят в водяную баню, нагретую до 37 °С. 

Через 5–10 мин сравнивают изменение окрашивания 

в пробах. Сильно встряхнув, вновь отмечают переход 

окраски.
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б. Выявление пероксидазы (донор: Н
2
О

2
 оксидоредук-

таза; КФ 1.11.1.7) в картофеле и молоке. В основе метода 

лежит реакция с бензидином (см. работу 11, а).

Ход определения. В две пробирки наливают по 1 мл 

соответственно сырого молока и картофельного сока. 

Добавляют в обе пробы по 5 капель спиртового раствора 

бензидина и по капле раствора пероксида водорода. От-

мечают характерное окрашивание.

в .  В ы я в л ен и е  мон о ф ен о л - мон о о к с и г ен а з ы 
(КФ 1.14.18.1) в различных частях картофеля. Монофенол-

монооксигеназа (тирозиназа) катализирует двустадий-

ную реакцию гидроксилирования с последующим деги-

дрированием монофенолов и орто-дифенолов согласно 

уравнению реакции:

Тирозин 3,4-диоксифенил-

аланин (ДОФА)

3,4-диоксофенил-

аланин

 

CH — OH

CH
2
 — NH — СH

3

Makarova-2011-12-12.indd   110 15.12.2011   17:10:54



111

ФЕРМЕНТЫ

 Метод основан на способности адреналина (изо-

преналина) окисляться под действием монофенол-

монооксигеназы в присутствии кислорода в физио-

логически неактивный красный пигмент адренохром, 

из которого далее образуется адренолютин, имеющий 

желто-зеленую флуоресценцию.

Ход определения. Верхние и внутренние части карто-

феля мелко нарезают и растирают в ступке с дистиллиро-

ванной водой. Приготовленную таким образом вытяжку 

фильтруют через марлю. В четыре пробирки вносят по 

10 капель картофельной вытяжки: в 1-ю и 3-ю — из верх-

ней части и во 2-ю и 4-ю — из внутренней части картофе-

ля. 1-ю и 2-ю пробирки ставят на 20 мин в водяную баню 

при 37 °С (контроль); в 3-ю и 4-ю добавляют по 2–3 кап-

ли 0,1%-ного раствора адреналина (или изопреналина) 

и помещают в водяную баню при 37 °С на 20 мин. Для 

определения термоустойчивости фермента берут 5-ю и 

6-ю пробирки, наливают по 10 капель предварительно 

прокипяченной картофельной вытяжки (в 5-ю — из 

верхнего слоя и в 6-ю — из внутренней части), добавляют 

по 2–3 капли адреналина и ставят на водяную баню при  

37 °С на 20 мин. Через 20 мин визуально оценивают раз-

вивающееся окрашивание. Далее в пробирки добавляют 

по 10 мл дистиллированной воды и смотрят флуоресцен-

цию на флуороскопе. В пробирках, где происходила ре-

акция, отмечается зеленоватая флуоресценция (красный 

пигмент мешает оценке результата).

Оформление работы. Результаты занести в таблицу и от-

метить характерное окрашивание индикатора реакции.

Материал
Выявленный 

фермент
Субстрат 
(донор)

Акцептор
Индикатор 

реакции
Результат

В выводах указать на присутствие в биологическом 

материале изучаемых ферментов и практическое значе-

ние работы.
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 Практическое значение работы. Монофенол-моно-

оксигеназа является металлсодержащим ферментом. 

Так, фермент, выделенный из гриба рода Poliporus, имеет 

молекулярную массу 120 000 и состоит из 4 субъединиц. 

В каждой субъединице содержится один атом Cu (I). 

В больших количествах фермент присутствует в расти-

тельных тканях и вызывает потемнение сорванных фрук-

тов. У животных монофенол-монооксигеназа участвует 

в синтезе диоксифенилаланина (ДОФА) и в образова-

нии черного пигмента кожи и волос. Недостаток этого 

фермента или блокирование его в меланоцитах (клетках, 

продуцирующих меланин) приводит к альбинизму.

РАБОТА 23. ОБНАРУЖЕНИЕ ХОЛИНЭСТЕРАЗЫ
(АЦЕТИЛХОЛИН-АЦИЛГИДРОЛАЗА; КФ 3.1.1.7)

В СЫВОРОТКЕ КРОВИ ЭКСПРЕСС-МЕТОДОМ 
ХЕРЦФЕЛЬДА И ШТУМПФА

Реактивы. Полоски фильтровальной бумаги, смо-

ченные субстратно-индикаторным раствором (0,2 г 

ацетилхолина-бромида и 0,1 г дибромсульфофталеина 

растворить в 7 мл 96%-ного этанола).

Оборудование. Предметные стекла; пинцеты; микро-

пипетки; часы; водяная баня.

Материал. Сыворотка крови.

Метод основан на изменении окраски индикатора 

дибромсульфофталеина (от синей до зеленой и желтой), 

происходящем в результате освобождения уксусной кис-

лоты при гидролизе ацетилхолина холинэстеразой:
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Ход определения. На чистое предметное стекло нано-

сят каплю сыворотки крови, на нее пинцетом опускают 

полоску бумаги, которая тут же окрашивается в синий 

цвет. Засекают время. Пробу накрывают вторым пред-

метным стеклом и отмечают время появления желтого 

окрашивания бумаги.

Оформление работы. Занести результаты (время по-

явления желтого окрашивания индикаторной бумаги 

от момента помещения ее на каплю сыворотки кро-

ви) и сравнить их с нормой, которая колеблется от 5 до 

20 мин. Сделать вывод о присутствии изучаемой гидро-

лазы в сыворотке крови.

РАБОТА 24.  ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ КАТАЛАЗЫ КРОВИ ПО  МЕТОДУ 
БАХА И ЗУБКОВОЙ

Реактивы. Перекись водорода, 1%-ный раствор; пер-

манганат калия, 0,1 н раствор; серная кислота, 10 %-ный 

раствор.

Оборудование. Бюретки для титрования, колбочки 

для титрования, пипетки вместимостью 0,1; 1; 5 и 10 мл; 

мерная колба на 100 мл.

Материал. Кровь, взятая из пальца.

Метод основан на титрометрическом определении с 

помощью перманганата калия остатка перекиси водо-

рода, не разложившегося каталазой крови на воду и кис-

лород.

Ход определения. В мерную колбу на 100 мл налить 

около 10 мл дистиллированной воды и внести 0,1 мл кро-

ви, взятой из пальца. Пипетку несколько раз промыть 

той же водой, набирая жидкость и выпуская ее в мерную 
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колбу. Долить до метки водой, получив разведение крови 

1 : 1000. В 1 мл полученного раствора содержится 1 мкл 

крови. 

В две конические колбочки налить по 8 мл дис-

тиллированной воды и по 1 мл приготовленного 

раствора крови. Содержимое первой колбочки (кон-

троль) кипятить в течение 2 мин для инактивации 

каталазы. Обе колбочки оставить стоять на 30 мин 

при комнатной температуре, отсчитывая время с мо-

мента разведения крови. При этом происходит пол-

ный гемолиз эритроцитов, содержащих каталазу. По 

истечении времени в обе колбочки внести точно по 

2 мл 1%-ного раствора перекиси водорода и вновь 

оставить на 30 мин. За это время часть перекиси рас-

падается на воду и кислород, а остаток ее определя-

ется титрометрически. С этой целью в обе колбочки 

прилить по 5 мл 10%-ного раствора серной кислоты 

и оттитровать содержимое 0,1 н раствором перман-

ганата калия до появления розового окрашивания, 

не исчезающего в течение минуты.

Расчет. Активность каталазы крови выражается ката-

лазным числом и показателем каталазы.

Каталазное число. Количество миллиграммов пере-

киси водорода, которое расщепляется 1 мкл исследуемой 

крови. Количество расщепленной перекиси водорода — 

это разность между количеством перманганата калия, 

пошедшего на титрование контрольной колбочки (где 

каталаза разрушена) и опытной пробы. Полученную раз-

ность умножают на 1,7 и получают каталазное число для 

исследуемой крови.

Принцип расчета. Грамм-эквивалент перекиси во-

дорода равен 17. Таким образом, 1 мл 0,1 н раствора 

содержит 1,7 мг перекиси водорода; 1 мл 0,1 н раствора 

перекиси водорода эквивалентен 1 мл 0,1 н раствора 

перманганата калия. Следовательно, умножая раз-
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ность между количеством миллилитров перманганата 

калия, пошедшего на титрование контрольной и опыт-

ной проб, на 1,7, получают каталазное число. В норме 

каталазное число по Баху и Зубковой колеблется от 12 

до 20 единиц.

Показатель каталазы. Выражает отношение каталаз-

ного числа к числу миллионов эритроцитов в одном 

микролитре исследуемой крови и в норме колеблется от 

2, до 3,2.

Оформление работы. Провести расчет и определить 

каталазное число и показатель каталазы. В выводах дать 

оценку полученных величин.

Практическое значение работы. Каталаза по своей хи-

мической природе является двухкомпонентным геми-

новым ферментом и в основном содержится в строме 

эритроцитов крови. Физиологическая роль каталазы 

выражается в защите клеток организма от токсического 

воздействия перекиси водорода, образующейся в про-

цессе биологического окисления. Недостаток каталазы 

ведет к снижению защитных реакций организма и на-

блюдается при ряде заболеваний, таких как рак, анемия, 

туберкулез и др.

РАБОТА 25.  ВЫЯВЛЕНИЕ 
ФРУКТОЗОБИСФОСФАТ-АЛЬДОЛАЗЫ (D-ФРУКТОЗО-1,6- БИСФОСФАТ: 

D-ГЛИЦЕРАЛЬДЕГИД-3 ФОСФАТ-ЛИАЗА; КФ 4.1.2.13) В СЫВОРОТКЕ 
КРОВИ

Реактивы. Субстратный раствор для выявления фрук-

тозобисфосфат- альдолазы*; соляная кислота, 2 М рас-

твор; 2,4-динитрофенилгидразин, 0,1%-ный раствор 

в 2 М соляной кислоте; гидроксид натрия, 3%-ный рас-

твор.

Оборудование. Лабораторный термометр; штатив с 

пробирками; пипетки вместимостью 1 и 5 мл; водяная 

баня.
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Материал. Сыворотка крови.

Метод основан на определении дигидроксиацетон-

фосфата (ДОФ), образующегося в ходе расщепления 

фруктозобисфосфата с участием альдолазы:

Дигидроксиацетонфосфат при взаимодействии с 

2,4-динитрофенилгидразином образует гидразон, ко-

торый в щелочной среде имеет коричнево-бурую окра-

ску:
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Ход определения. В две пробирки вносят по 0,2 мл 

сыворотки крови, в одну из них (опытную) добавляют 

0,5 мл субстратного раствора. Ставят обе пробы в водя-

ную баню при 37 °С на 30 мин, по окончании инкубации в 

них приливают по 0,1 мл раствора соляной кислоты (для 

остановки реакции).

В контрольную пробу тоже добавляют 0,5 мл субстрат-

ного раствора. Затем в обе пробирки наливают по 0,5 мл 

раствора 2,4-динитрофенилгидразина, перемешивают 

встряхиванием и помещают на 10 мин в водяную баню 

при 37 °С. Приливают в обе пробы по 4,5 мл раствора 

гидроксида натрия, перемешивают и отмечают разницу 

в окрашивании растворов в пробирках.

Оформление работы. По результатам сделать вывод 

о присутствии фермента в сыворотке крови.

РАБОТА 26. ОБНАРУЖЕНИЕ 
ГЛЮКОЗОФОСФАТ-ИЗОМЕРАЗЫ

(D-ГЛЮКОЗО-6-ФОСФАТ КЕТОЛ-ИЗОМЕРАЗА; КФ 5.3.1.9)
В СЫВОРОТКЕ КРОВИ

Реактивы. Субстратная смесь для выявления глюкозо-

фосфат-изомеразы*, трихлоруксусная кислота, 10%-ный 

раствор; резорцин, 0,1%-ный раствор в 3,6%-ной соля-

ной кислоте; соляная кислота, 36%-ный раствор.

Оборудование. Штатив с пробирками; пипетки вме-

стимостью 1 и 5 мл; водяная баня; лабораторный термо-

метр.
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Материал. Сыворотка крови.

Метод основан на определении фруктозо-6-фосфата, 

образующегося в ходе изомеризации глюкозо-6-фосфата 

под действием глюкозофосфат-изомеразы:

Фруктозо-6-фосфат образует с резорцином в присут-

ствии соляной кислоты соединение красного цвета.

Ход определения. В две пробирки вносят по 0,5 мл 

сыворотки крови. В одну из них (опытную) добавляют 

1 мл субстратной смеси и перемешивают. Помещают 

обе пробирки на 30 мин в водяную баню при 37 °С, а по 

окончании инкубации в них приливают по 1,5 мл рас-

твора трихлоруксусной кислоты (для остановки реак-

ции). В контрольную пробу доливают 1 мл субстратной 

смеси.

После перемешивания содержимое каждой про-

бирки фильтруют через складчатый бумажный фильтр. 

Отбирают по 1 мл фильтрата в чистые пробирки, при-

ливают по 1 мл резорцина и по 3 мл раствора соляной 

кислоты. Смеси энергично встряхивают и оставляют 

для развития окраски. Отмечают разницу окрашивания 

в пробах.

Оформление работы. Отметить различие окраски проб 

и сделать вывод о присутствии фермента в сыворотке 

крови.
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3. ИЗУЧЕНИЕ КИНЕТИЧЕСКИХ СВОЙСТВ ФЕРМЕНТОВ

Кинетика ферментативных реакций — это раздел 

энзимологии, который изучает зависимость скорости 

реакций, катализируемых ферментами, от химической 

природы реагирующих веществ (т.е. субстратов и фер-

ментов) и от условий их взаимодействия, т.е. от темпе-

ратуры, концентрации компонентов, рН среды, состава 

среды, присутствия модификаторов и т.д. Изучение ки-

нетики ферментативных реакций показывает не только 

их отличия от небиологических катализаторов, обуслов-

ленные прежде всего белковой природой ферментов, но 

и многообразие условий, от которых зависит правильное 

определение активности любого фермента.

Скорость реакции, т.е. убыль субстрата или прирост 

количества продукта за определенные промежутки вре-

мени, является мерой каталитической активности фер-

мента или просто активностью фермента.

Использование методов качественного анализа суб-

стратов и продуктов реакции позволяет выявить присут-

ствие фермента в биологическом материале, а количе-

ственное определение их дает возм-ожность определить 

содержание фермента или его активность в расчете на 

единицу массы или объема исследуемого образца.

РАБОТА 27. КИНЕТИКА ФЕРМЕНТАТИВНЫХ РЕАКЦИЙ
НА ПРИМЕРЕ α-АМИЛАЗЫ СЛЮНЫ

Реактивы. Крахмал, 1%-ный раствор, свежеприго-

товленный; раствор йода в йодиде калия*; фосфатно-

цитратный буфер, 0,1 М с рН 5,6; 6,4; 6,8; 7,2 и 8,0*.

Оборудование. Штатив с пробирками; водяная баня; 

лабораторный термометр; пипетки вместимостью 1 и 

5 мл; бюретка вместимостью 25 мл; химические стаканы 

(для льда или снега).

Материал. Слюна разбавленная (см. работу 21).
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а. Зависимость скорости реакции от количества фермен-
та. Метод основан на определении скорости гидролиза 

крахмала, выявляемого пробой с йодом, в зависимости 

от количества добавленной α-амилазы слюны.

Ход определения. Разводят исходную разбавленную 

слюну водой в пробирках в 20, 40, 80 и 160 раз. Берут че-

тыре пробирки и вносят в каждую 1 мл одного из полу-

ченных разведений слюны. В пробирки из бюретки до-

бавляют по 4 мл раствора крахмала, быстро помещают 

их в водяную баню при 38 °С и засекают время начала 

реакции.

Через каждые 1–2 мин отбирают по 2 капли жидко-

сти из каждой пробы и приливают к ним по 1 капле рас-

твора йода в йодиде калия. Вначале пробы дают синее, 

затем красно-фиолетовое и, наконец, красное окраши-

вание.

Отмечают с точностью до 0,5 мин время от начала опы-

та до появления в каждой из четырех пробирок красного 

окрашивания — стадия образования эритродекстринов 

из крахмала.

Оформление работы. Результаты изобразить графиче-

ски, откладывая по оси ординат v — скорость реакции 

(величина, обратная времени образования эритродек-

стринов), а по оси абсцисс [C] — относительную кон-

центрацию амилазы (разведение). Сделать вывод о за-

висимости скорости реакции от концентрации фермента 

и сравнить с той же зависимостью для небиологических 

катализаторов.

б. Зависимость скорости ферментативной реакции от 
температуры. Метод основан на определении скорости 

гидролиза α-амилазой слюны крахмала в зависимости 

от температуры.

Ход определения. В пробирку помещают 5 капель слю-

ны, кипятят 1–2 мин на водяной бане и остужают. В две 

другие помещают по 5 капель некипяченой слюны.
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Вносят во все пробы по 10 капель раствора крахмала 

и ставят первую и вторую пробирки в водяную баню при 

38 °С, а третью — в воду со льдом или снегом на 3 мин. 

Затем прибавляют в каждую пробирку по 1 капле рас-

твора йода в йодиде калия и сравнивают развивающуюся 

окраску.

Оформление работы. Данные оформляют в виде та-

блицы и графика (ось ординат — v, о которой судят по 

окраске; ось абсцисс — t°). Сделать вывод о зависимо-

сти ферментативной реакции от температуры и причинах 

этой зависимости.

Фермент Субстрат Окрашивание с йодом Температура

в. Зависимость скорости ферментативной реакции от рН 
среды. Метод основан на сравнении скорости гидролиза 

крахмала, определяемого пробой с йодом, под действи-

ем α-амилазы слюны при разных рН среды. В результате 

устанавливается оптимум рН действия α-амилазы.

Ход определения. В пять пробирок отмеривают по 

10 капель растворов фосфатно-цитратного буфера со 

следующими значениями рН: 5,6; 6,4; 6,8; 7,2; 8,0. При-

бавляют во все пробы по 5 капель разведенной в 10 раз 

слюны и по 10 капель раствора крахмала и ставят пробир-

ки в водяную баню при 38 °С. Через 1–2 мин отбирают по 

1 капле содержимого в другие пробирки и приливают по 

1 капле раствора йода в йодиде калия. Отмечают время 

наступления красного окрашивания (стадия образования 

эритродекстринов) в каждой из пяти проб.

Оформление работы. Данные оформить графически, 

откладывая по оси абсцисс значения рН среды и по оси 

ординат — время (в минутах), которое необходимо для 

гидролиза крахмала до стадии эритродекстринов. Сделать 

вывод об оптимуме рН действия α-амилазы слюны.

Практическое значение работы. Кинетические свойства 

ферментов изучаются для подбора оптимальных условий 
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(концентрация субстрата, оптимум рН среды и температу-

ры, ионный состав среды) определения активности фер-

ментов в научных и клинических исследованиях, а также 

при стандартизации ферментных препаратов. Неверно по-

добранные стандартные условия определения конкретного 

фермента приводят к ошибкам в диаг ностике заболеваний 

и контроле качества ферментных препаратов.

4. СПЕЦИФИЧНОСТЬ ДЕЙСТВИЯ ФЕРМЕНТОВ

Ферменты в отличие от небиологических катализато-

ров обладают высокой специфичностью. Однако степень 

специфичности разных энзимов неодинакова, что по-

зволяет клеткам живых организмов приспосабливаться 

к изменениям среды.

РАБОТА 28. ДЕМОНСТРАЦИЯ АБСОЛЮТНОЙ 
СУБСТРАТНОЙ СПЕЦИФИЧНОСТИ УРЕАЗЫ 

(КАРБАМИДАМИДОГИДРОЛАЗА; КФ 3.5.1.5.)
Реактивы. Мочевина, 1%-ный раствор; тиомочевина, 

1%-ный раствор; ацетамид, 1%-ный раствор; фенол-

фталеин, 0,5%-ный спиртовой раствор; лакмусовая 

бумага.

Оборудование. Аптечные весы с разновесами; штатив 

с пробирками; глазные пипетки; пипетки вместимостью 

1 мл.

Материал. Соевая мука.

Метод основан на определении аммиака, образующе-

гося под действием уреазы соевой муки на мочевину:

Makarova-2011-12-12.indd   122 15.12.2011   17:10:56



123

ФЕРМЕНТЫ

Выделение аммиака обнаруживается по запаху и по 

изменению окраски фенолфталеина и красной лакму-

совой бумаги.

Сравнивают возможность гидролиза уреазой веществ, 

сходных по строению с мочевиной:

Ход определения. В одну пробирку помещают 1 мл рас-

твора мочевины, во вторую — тиомочевины, в третью — 

ацетамида.

В каждую пробирку добавляют примерно 100 мг сое-

вой муки и 2 капли раствора фенолфталеина, тщательно 

перемешивают стеклянной палочкой и оставляют стоять 

при комнатной температуре.

Следят за появлением розовой окраски содержимого 

в пробирках. Выделение аммиака обнаруживают также 

по запаху и с помощью влажной лакмусовой бумажки, 

которую подносят к отверстию пробирок. Сравнивают 

результаты выявления аммиака в трех пробах.

Оформление работы. Данные оформить в виде табли-

цы, сделать вывод о специфичности уреазы и ее практи-

ческом значении.

Фермент Субстрат
Пробы на аммиак

Фенолфталеин Запах Лакмусовая бумага

Практическое значение работы. Ферменты с абсолют-

ной субстратной специфичностью, к которым относит-

ся уреаза, катализируют превращение только одного 

вещества. Эти ферменты используют в клинической 

биохимии и фармации как аналитические реагенты для 

определения веществ, к которым они имеют абсолют-

ную специфичность. Например, уреаза используется для 
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определения мочевины в биологическом материале и ле-

карственных препаратах.

РАБОТА 29. СПЕЦИФИЧНОСТЬ ДЕЙСТВИЯ АМИЛАЗЫ 
(α-1,4-ГЛЮКАН-4-ГЛЮКАНГИДРОЛАЗА; КФ 3.2.1.1.) 

И САХАРАЗЫ  
(β-D-ФРУКТОФУРАНОЗИД-ФРУКТОГИДРОЛАЗА; 

КФ 3.1.1.26)
Реактивы. Крахмал, 1%-ный раствор; сахароза, 

2 %-ный раствор; реактив Фелинга*.

Оборудование. Штатив с пробирками; водяная баня; 

лабораторный термометр; глазные пипетки.

Материал.
1. Слюна разбавленная (см. работу 21).

2. Сахараза, извлеченная из дрожжей. (Для получения 

сахаразы  2 г дрожжей размять в ступке, растереть, доба-

вив 10–12 мл дистиллированной воды. Содержимое из 

ступки перенести в пробирку и поставить в водяную баню 

при 37 °С на 10–15 мин. Отцентрифугировать смесь при 

3000 об/мин в течение 10 мин. Надосадочную жидкость, 

которая содержит фермент сахаразу, слить и использовать 

в работе).

Метод основан на сравнительном изучении гидролиза 

α-амилазой и сахаразой разных субстратов, содержащих 

гликозидные связи: крахмала и сахарозы. Гидролиз крах-

мала и сахарозы оценивают пробой Фелинга на восста-

навливающие сахара (мальтоза, глюкоза).

Ферменты катализируют реакции по схеме:

α-амилаза

Сахараза

Ход определения. В одну пробирку вносят 10 капель 

раствора крахмала, в другую — такой же объем раство-
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ра сахарозы. Для выявления специфичности α-амилазы 

в обе пробы добавляют по 5 капель разбавленной слю-

ны, перемешивают встряхиванием и ставят в водяную 

баню при 38 °С на 10 мин. Затем с жидкостью в обеих 

пробирках проделывают пробу с реактивом Фелинга (см. 

работу 21) и сравнивают окраску.

Для выявления специфичности сахаразы в одну про-

бирку наливают 10 капель раствора крахмала, а в другую — 

сахарозы и прибавляют к ним по 5 капель экстракта са-

харазы дрожжей. Пробы перемешивают встряхиванием 

и помещают в водяную баню при 38 °С на 10 мин, после 

чего с жидкостью обеих пробирок проделывают пробу 

с реактивом Фелинга. Сравнивают окраску.

Оформление работы. Данные занести в таблицу, сде-

лать вывод о специфичности изученных ферментов. 

Фермент Субстрат Проба с реактивом Фелинга Специфичность действия

Практическое значение работы. Ферменты с абсолютной 

и относительной групповой субстратной специфичностью, 

обладающие меньшей избирательностью действия на 

субстраты, участвуют, как правило, в гидролизе питатель-

ных веществ или превращении чужеродных соединений. 

В частности, α-амилаза и сахараза проявляют специфич-

ность не к структуре субстрата в целом, а к типу гликозид-

ных связей, находящихся в соответствующих углеводах.

5. МОДИФИКАТОРЫ АКТИВНОСТИ ФЕРМЕНТОВ

Вещества, изменяющие активность ферментов (моди-

фикаторы), делятся на активаторы и ингибиторы. Они сти-

мулируют или угнетают активность фермента, влияя на его 

активный или аллостерический центры. Модифицирующее 

влияние различных соединений на активность фермента 

устанавливают путем кинетических исследований.
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РАБОТА 30. АКТИВАТОРЫ И ИНГИБИТОРЫ 
α-АМИЛАЗЫ СЛЮНЫ

Реактивы. Крахмал, 0,5%-ный раствор; хлорид на-

трия, 1%-ный раствор; сульфат меди (II), 1%-ный рас-

твор; фенилтиомочевина, 0,02%-ный раствор; раствор 

йода в йодиде калия*.

Оборудование. Штатив с пробирками; глазные пипет-

ки; водяная баня с лабораторным термометром; часы.

Материал. Слюна, полученная, как в работе 21, и раз-

веденная водой в 10 раз.

Метод основан на сравнении скорости гидролиза крах-

мала (продукт гидролиза крахмала обнаруживают пробой 

с йодом) под действием α-амилазы слюны до и после до-

бавления фенилтиомочевины, ионов Cl– и Cu2+.

Ход определения. Берут четыре пробирки и наливают 

по 10 капель: в первую — дистиллированной воды, во 

вторую — раствора хлорида натрия, в третью — раство-

ра сульфата меди и в четвертую — раствора фенилтио-

мочевины, а затем по 20 капель раствора крахмала и по 

1 капле разведенной слюны. Содержимое перемешива-

ют встряхиванием, помещают пробирки в водяную баню 

при 38 °С и засекают время начала инкубации.

Через каждые 1–2 мин из проб отбирают в другие про-

бирки по 1 капле жидкости и добавляют 1 каплю рас-

твора йода в йодиде калия. Отмечают время появления 

красного окрашивания (стадия образования эритродек-

стринов) при проведении реакции с йодом в каждой из 

пробирок.

Оформление работы. Результаты занести в таблицу 

и сделать вывод о действии изученных веществ.

Фермент
Модификатор 

активности
Субстрат

Время образования эритродекстринов, мин 
(проба с йодом)
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РАБОТА 31. ДЕЙСТВИЕ КОНКУРЕНТНЫХ ИНГИБИТОРОВ 
НА СУКЦИНАТ-ДЕГИДРОГЕНАЗУ 

(СУКЦИНАТ: АКЦЕПТОР ОКСИДОРЕДУКТАЗА; КФ 1.3.99.1)
МЫШЕЧНОЙ ТКАНИ

Реактивы. Малоновая кислота, 1%-ный раствор, ней-

трализованный NaOH; сукцинат натрия, 1%-ный рас-

твор; метиленовый синий, 1%-ный раствор; вазелиновое 

масло.

Оборудование. Штатив с пробирками; пипетки вмести-

мостью 1 мл; водяная баня; лабораторный термометр.

Материал. Мышечная кашица, полученная после за-

боя животного.

Метод основан на сравнительном определении актив-

ности сукцинатдегидрогеназы по обесцвечиванию в ходе 

реакции метиленовой сини (МС) как акцептора водорода 

в присутствии и в отсутствие малоновой кислоты.

ФАД ФАД·Н
2

Образующийся ФАД·Н
2
 восстанавливает метилено-

вую синь (МС·Н
2
), в результате чего происходит обес-

цвечивание раствора. Сравнивая визуально уменьше-

ние интенсивности синего окрашивания с пробами, 

содержащими разные количества малоновой кислоты 

(НООС – СН
2
 – СООН), делают вывод о типе действия 

ее на фермент.
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Ход определения. В три пробирки помещают по 3–4 г 

мышечной кашицы и добавляют в первую пробирку 

0,8 мл воды, во вторую — 0,2 мл раствора малоновой кис-

лоты и 0,6 мл воды, а в третью — 0,8 мл раствора мало-

новой кислоты.

Во все пробирки приливают по 1 мл раствора сукци-

ната натрия, по 1 капле раствора метиленового синего и 

после перемешивания по 3–4 капли вазелинового мас-

ла. Пробирки ставят в водяную баню при 37 °С. Через 

3–5 мин наблюдают обесцвечивание раствора.

Оформление работы. Сравнить интенсивность го-

лубого окрашивания в трех пробирках и сделать вывод 

о механизме действия малоновой кислоты на активность 

сукцинатдегидрогеназы.

Практическое значение работы. Конкурентные ин-

гибиторы различных ферментов широко применяют-

ся в биохимических исследованиях и в практической 

медицине как лекарственные препараты. В частности, 

малоновая кислота как конкурентный ингибитор сук-

цинатдегидрогеназы используется в экспериментах на 

животных для того, чтобы изучить изменения в обмене 

веществ в тканях при блокаде этого фермента, а так-

же для исследования самого механизма конкурентного 

торможения.

РАБОТА 32. НЕКОНКУРЕНТНОЕ ИНГИБИРОВАНИЕ 
КАТАЛАЗЫ КРОВИ

Реактивы. Пероксид водорода, 3%-ный раствор; азид 

натрия, 1%-ный раствор.

Оборудование. Штатив с пробирками; глазные пипетки.

Материал. Цельная кровь, разведенная водой в 10 раз.

Метод основан на визуальном сравнении интенсив-

ности выделения пузырьков газа (кислорода) при раз-

ложении пероксида водорода с участием каталазы крови 

в отсутствие и в присутствии азида натрия NaN
3
.
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Ход определения. В две пробирки вносят по капле кро-

ви и добавляют в одну их них 2 капли воды, а в другую — 

такой же объем раствора азида натрия. Пробы встряхи-

вают.

Через 2 мин прибавляют в обе пробирки по 2 мл рас-

твора пероксида водорода и сравнивают интенсивность 

выделения пузырьков газа.

Оформление работы. По полученным данным сделать 

вывод о действии азида натрия на каталазу крови и ука-

зать на практическое значение работы.

Практическое значение работы. Неконкурентными 

ингибиторами геминовых ферментов (цитохромы, ци-

тохромоксидаза, каталаза и пероксидаза) являются ази-

ды и цианиды, которые взаимодействуют с железом гема, 

входящего в активный центр, подавляя тем самым ката-

литическую активность этих ферментов. Благодаря этому 

азиды и цианиды являются сильными ядами. Учитывая, 

что они неконкурентные ингибиторы, снять их действие 

можно только теми веществами, которые связывают их и 

освобождают из активного центра фермента.

РАБОТА 33. ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ ИНГИБИТОРОВ 
ПРОТЕОЛИТИЧЕСКИХ ФЕРМЕНТОВ В СЛЮНЕ

Широкое распространение в тканях и биологических 

жидкостях протеолитических ферментов, обладающих 

высокой физиологической активностью, требует тонкой 

регуляции их действия. Важным способом контроля про-

теолиза является присутствие в организме специфиче-

ских белков — ингибиторов протеолитических фермен-

тов эндогенного или экзогенного происхождения.

Механизм регуляции протеолиза ингибиторами по-

зволяет организму в нужное время быстро ограничивать 

протеолитические реакции и таким образом приостанав-

ливать или замедлять развитие того или иного биологи-

ческого процесса. Ингибиторы можно рассматривать как 
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компонент универсальной системы, предохраняющей 

организм от избыточного протеолиза в крови и тканях.

Протеолитические ферменты, действующие в биоло-

гических жидкостях или экскретах, чаще всего относятся 

к группе сериновых протеиназ, типичным представите-

лем которых является трипсин.

В настоящее время известно не менее 7 основных 

представителей эндогенных ингибиторов данной груп-

пы ферментов, причем 90% общей антитрипсиновой 

активности приходится на α
1
-ингибитор протеиназ 

(α
1
-ИП). α

1
-ИП относится к α

1
-глобулинам, синте-

зируется в печени и благодаря сравнительно низкой 

молекулярной массе распределяется по сосудам и вне-

сосудистым пространствам.

α
1
-ИП обладает широким спектром действия. Кроме 

трипсина он тормозит активность эластазы, коллагеназы, 

тромбина, калликреина и др. Прочнее всего α
1
-ИП свя-

зывается с эластазой нейтрофилов, и первичная функ-

ция ингибитора в организме направлена на торможение 

именно этого фермента. Кроме того, данный ингибитор 

способен угнетать и микробные сериновые протеиназы.

а. Спектрофотометрическое определение содержания 
ингибиторов в слюне

Реактивы: 
1. Казеин по Гаммарстену. Для определения ингиби-

торов трипсина используют его 2%-ный раствор в трис-

HCl буфере. 2 г казеина суспендируют в 100 мл 0,05 М 

трис-HCl буфера, нагревают в кипящей водяной бане 

в течение 15 мин, а затем охлажденный раствор доводят 

до рН 7,6 10%-ным раствором гидроксида натрия.

2. Кристаллический трипсин. 5 мг фермента растворя-

ют в 5 мл 0,0025 н раствора хлористоводородной кисло-

ты (исходный раствор). Непосредственно перед опытом 

готовят рабочий раствор, разбавляя исходный 0,05 М 

трис-HCl буфером с рН 7,6, содержащим 4 · 10-3 моль Са2+, 
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до концентрации трипсина 62,5 мкг/мл. Ионы кальция 

предохраняют фермент от аутокаталитической инакти-

вации в слабощелочной среде.

3. Трихлоруксусная кислота, 5%-ный раствор.

Оборудование. Водяная баня; спектрофотометр.

Материал. Разбавленная слюна (см. работу 21).

Метод основан на определении общей антитрипси-

новой активности слюны, выявлении разницы между 

активностью пробы, содержащей определенное коли-

чество трипсина, и активностью пробы, в которой часть 

фермента связывается ингибиторами слюны.

Ход определения. К 0,2 мл слюны добавляют 0,2 мл фер-

мента (12,5 мкг). Для образования комплекса фермент—

ингибитор реакционную смесь выдерживают при тем-

пературе +20 °С в течение 15 мин; затем доводят объем 

пробы до 1 мл трис-HCl буфером. К смеси добавляют 

1 мл казеина, инкубируют 20 мин при температуре +35 °С. 

Реак цию останавливают, добавляя 3 мл 5%-ного раствора 

трихлоруксусной кислоты. Контрольные пробы отлича-

ются от опытных тем, что кислоту вносят перед прибавле-

нием казеина. После фильтрования в пробах определяют 

оптическую плотность продуктов распада казеина, фото-

метрируя на спектрофотометре опытную пробу по сравне-

нию с контрольной при длине волны 280 нм. Количество 

оставшегося после связывания с ингибиторами фермента 

рассчитывают по калибровочной кривой, составленной по 

кристаллическому трипсину. Количество трипсина, свя-

занного с ингибиторами, определяют по разнице между 

количеством добавленного (С
1
, 12,5 мкг) и оставшегося 

активным после инкубации со слюной фермента (С
2
).

Для построения калибровочного графика помещают в 

пробы известные количества трипсина (от 1 до 12,5 мкг) 

и вышеописанным способом определяют оптические 

плотности проб после расщепления трипсином казеи-

на. На оси абсцисс откладывают количество трипсина 
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в пробе, а на оси ординат — соответствующие оптические 

плотности проб при длине волны 280 нм.

Антитрипсиновую активность Х выражают в граммах 

инактивированного трипсина на 1 л слюны.

Расчет.
(С

1
 – С

2
) · 10 ·1000

Х = -------------------------------------  ,

1 000 000 · 0,2

где  С
1  —  количество добавленного фермента, мкг; С

2  —  
количество оставшегося активным фермента, мкг; 10 —  
разведение слюны; 1000  —  коэффициент пересчета на 1 л; 
1 000 000  —  коэффициент для перевода в граммы; 0,2 —  ко-
личество слюны в пробе, мл.

б. Экспресс-метод определения ингибиторов трипсина 
в слюне

Реактивы. 
1. Трис-HCl буфер с рН 8,0, содержащий 4 · 10-3 моль 

СаСl2.

2. Трипсин кристаллический. Раствор фермента го-

товят в день проведения исследования из расчета, чтобы 

в 1 мл трис-HCl буфера содержалось соответственно 1; 

0,75; 0,5; 0,25; 0,125 и 0,0625 мг трипсина.

Оборудование. Рентгеновская пленка (засвеченная, 

проявленная, закрепленная). Кусочек пленки 6×4 (при 

условии исследования 4 образцов слюны) равномерно 

расчерчивают карандашом по горизонтали на 4 ряда, а по 

вертикали — на 6, затем обильно смачивают дистилли-

рованной водой и помещают в чашку Петри. В образую-

щиеся 24 маленькие квадрата наносят по 1 капле смеси 

трипсина и слюны; микропипетка на 0,1 мл.

Материал. Разбавленная слюна (см. работу 21).

Метод основан на способности ингибиторов протеи-

наз слюны тормозить лизис экзогенным трипсином же-

латиновой поверхности рентгеновской пленки.

Makarova-2011-12-12.indd   132 15.12.2011   17:10:57



133

ФЕРМЕНТЫ

Ход определения. В шесть пробирок вносят по 0,1 мл 

раствора трипсина различной концентрации и по 0,1 мл 

слюны. Содержимое пробирок тщательно перемеши-

вают легким встряхиванием и оставляют на 15 мин при 

комнатной температуре для образования комплекса 

трипсина с ингибиторами слюны. Затем микропипет-

кой объемом 0,1 мл отбирают по 0,02 мл каждой смеси, 

помещают в 6 горизонтально расположенных квадратов 

на рентгеновской пленке и выдерживают в чашке Пе-

три при комнатной температуре в течение 20 мин. За это 

время не связанный с ингибитором трипсин действует на 

желатиновую поверхность рентгенпленки. Затем пленку 

промывают дистиллированной водой и учитывают обра-

зовавшиеся на ней зоны лизиса. Чем больше содержание 

ингибиторов в слюне, тем большее количество трипсина 

инактивируется. Поэтому зоны лизиса пленки отмечают-

ся в пробах с более высоким содержанием трипсина. При 

низких уровнях ингибиторов зоны лизиса наблюдаются 

и при более слабых концентрациях фермента.

Расчет. Содержание ингибиторов трипсина в 1 л слю-

ны (Х) выражают средним арифметическим значением 

концентрации раствора трипсина последнего отрицатель-

ного результата (отсутствие зоны лизиса желатиновой по-

верхности рентгенпленки, А) и первого положительного 

результата (наличие зоны просветления пленки, В), умно-

женным на коэффициент для пересчета на 1 л: 

А + В
 Х = –––––   · 10 · 1000 , 

2

где 10 — разведение слюны; 1000 — коэффициент для пере-
счета в 1 л.

Простота и быстрота выполнения экспресс-метода 

определения ингибиторов трипсина в слюне и соответ-

ствие его данных результатам спектрофотометрического 
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исследования создают условия для широкого примене-

ния этого метода в условиях клиники.

Практическое значение работы. Нормальные значе-

ния общей антитрипсиновой активности слюны лежат 

в пределах 1750–2500 мг/л.

Снижение содержание ингибиторов протеолитиче-

ских ферментов в слюне наблюдается при различных 

воспалительных заболеваниях полости рта (например, 

периодонтит), при кариесе, а также у курящих лиц.

6. КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ 
ФЕРМЕНТОВ

В клинико-биохимических лабораториях широко 

используют количественное определение активности 

ферментов для диагностики заболеваний, а также для 

контроля за проводимым лечением. В фармации оно 

необходимо для контроля качества ферментных препа-

ратов, а в научных биохимических исследованиях — для 

наблюдения за процедурой очистки фермента.

Об активности фермента судят по количеству превра-

щенного субстрата или образовавшегося продукта ре-

акции за определенный промежуток времени. Скорость 

ферментативной реакции графически описывается в виде 

гиперболы — кривая Михаэлиса–Ментен, поэтому для 

правильного измерения активности ферментов необхо-

димо соблюдать ряд правил. Определение следует вести 

в стандартных условиях, т.е. при насыщающих концен-

трациях субстрата или субстратов, оптимальном рН среды 

и постоянной температуре, которые должны поддержи-

ваться весь период наблюдения. При изучении сложных 

ферментов в среду добавляют необходимые кофакторы. 

Эти условия обеспечивают нулевой порядок реакции, при 

которой ее скорость лимитируется только концентрацией 

исследуемого фермента. Измерять активность фермента 
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нужно не за любой отрезок времени, а только за начальный, 

когда скорость реакции протекает линейно, т.е. за едини-

цу времени превращается одно и то же количество суб-

страта (это так называемая начальная скорость реакции).

В зависимости от способа регистрации все методы 

определения ферментативной активности можно под-

разделить на два типа: метод отбора проб и непрерывного 

наблюдения. В первом случае перед инкубацией и через 

определенные отрезки времени в ходе реакции отбирают 

пробы раствора, осаждают белок и определяют в безбелко-

вой жидкости содержание субстратов или продуктов реак-

ции. По полученным данным строят кривую зависимости 

образования продуктов реакции от времени и рассчиты-

вают активность фермента. Во втором случае наблюдение 

ведут непрерывно или автоматически регистрируют ход 

реакции, если субстрат (или продукт реакции) поглощает 

в определенной области спектра или флуоресцирует, что 

позволяет постоянно следить за изменением его концен-

трации в среде за выбранные промежутки времени.

Метод непрерывной регистрации очень чувствите-

лен, удобен и экономичен, так как для него требуются 

небольшие количества биологического материала или 

ферментного препарата. Его широко применяют при 

количественном измерении активности окислительных 

ферментов, для действия которых необходимы никоти-

намидные коферменты. Окисленные их формы (НАД+ и 

НАДФ+) не поглощают при 340 нм, а восстановленные 

(НАД·Н
2
 и НАДФ·Н

2
) имеют максимум абсорбции при 

этой длине волны. Поэтому скорость ферментативной 

реакции определяют по степени восстановления окис-

ленных форм данных коферментов или по степени окис-

ления восстановленных форм.

Для выражения активности таких ферментов исполь-

зуют молярный коэффициент экстинкции восстанов-

ленных форм НАД и НАДФ, который при 340 нм равен 
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6,22 · 106 см2/моль, или 6,22 · 103л · моль-1 · см-1. Это озна-

чает, что если в процессе реакции произошло изменение 

экстинкции на 6,22 · 106, то это указывает на образова-

ние (или убыль) 1 моля восстановленного кофермента 

в расчете на 1 мл реакционной смеси. Если экстинкция 

изменяется на 6,22 · 103 или на 6,22, то соответственно 

образуется (или расходуется) в ходе реакции 1 ммоль или 

1 мкмоль восстановленных коферментов на 1 мл среды. 

Можно также наблюдать за скоростью ферментативной 

реакции по поглощению восстановленного НАД и НАДФ 

при 366 нм. Молярный коэффициент экстинкции в этом 

случае равен 3,3 · 106 см2/моль.

Концентрацию исследуемого фермента подбирают 

таким образом, чтобы обеспечить изменение экстинк-

ции на 0,010–0,100 за 1 мин. Если этот показатель выше, 

то пробу, содержащую фермент, разводят; если ниже, то 

берут больший объем изучаемого образца.

Для непрерывного наблюдения за ходом реакции по 

светопоглощению восстановленных форм НАД (НАДФ) 

или других субстратов при определенной длине волны 

требуются спектрофотометры. Однако современный 

фотоэлектроколориметр типа КФК-2 позволяет прово-

дить измерения ферментативной активности, например, 

при 366 нм (расчет проводится по экстинкции раствора 

НАД·Н или НАДФ·Н с известной концентрацией).

При невозможности наблюдать за реакцией непре-

рывно активность фермента измеряют методом отбора 

проб, причем содержание субстратов и продуктов реак-

ции определяют разными способами. Наиболее распро-

странены колориметрические методы.

Правила выражения активности ферментов в еди-

ницах СИ изложены на с. 33, табл. 3. Температура, при 

которой проводится определение, указывается при вы-

ражении активности фермента.
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РАБОТА 34. КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ АКТИВНОСТИ ПРЕПАРАТА 
ЛАКТАТДЕГИДРОГЕНАЗЫ ПО КОРНБЕРГУ

Реактивы. Фосфатный буфер, 0,1 М  с рН 7,4*; пируват 

натрия, раствор 2 · 10-2 М на 0,1 М фосфатном буфере 

с рН 7,4; НАД·Н динатриевая соль, свежеприготовлен-

ный 6 · 10-3 М раствор в дистиллированной воде.

Оборудование. Пипетки вместимостью 0,1; 1 и 5 мл; 

стеклянная палочка; секундомер; СФ или КФК.

Материал. Разведенный продажный препарат фер-

мента 0,2 мкг/мл. Кристаллический препарат в виде су-

спензии в 2,2 М растворе сульфата аммония, имеющий 

активность около 200 ФЕ/мг белка, разводят в 1000 раз 

0,1 М фосфатным буфером с рН 7,4 перед опытом (1 ФЕ 

соответствует 1 мкмоль превращенного субстрата за 

1 мин)1.

Метод основан на непрерывном измерении скорости 

окисления НАД·Н
2
, используемого на восстановление 

пирувата в реакции, катализируемой лактатдегидроге-

назой (ЛДГ). По уменьшению экстинкции НАД·Н
2
 при 

340 нм рассчитывают количество превращенного суб-

страта за единицу времени. ЛДГ катализирует обратимое 

превращение пирувата в лактат:

ЛДГ

Равновесие реакции сдвинуто вправо, поэтому при 

изучении ЛДГ удобнее использовать в качестве субстрата 

пируват и НАД·Н
2
 и по скорости окисления последнего 

рассчитать активность этого фермента.

1  Если нет в наличии продажного препарата лактатдегидрогеназы, 
то кристалл. суспензию фермента можно получить из скелетных 
мышц кролика (см. Кочетов Г.А.  Практическое руководство по 
энзимологии. — М.: Высшая школа. — 1980. — С. 71).
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Ход определения. В кювету спектрофотометра после-

довательно вносят 2,4 мл фосфатного буфера, 0,2 мл рас-

твора НАД·Н
2
 и 0,1 мл образца фермента. Перемешивают 

стеклянной палочкой и ставят в кюветодержатель.

Устанавливают шкалу отсчета экстинкции на 0,400 и 

ручкой «щель» выводят стрелку гальванометра (при от-

крытой шторке) на нуль. В течение 1 мин проверяют от-

сутствие неферментативного окисления НАД·Н
2
 (в этом 

случае экстинкция не падает).

Добавляет в кювету 0,3 мл раствора пирувата натрия 

(запускают реакцию), быстро перемешивают, ручкой 

«щель» при открытой шторке возвращают стрелку галь-

ванометра к нулевой отметке и включают секундомер.

Снимают показания экстинкции (падение ее, начиная 

от отметки 0,400) через каждые 30 с в течение 2–3 мин. Если 

условия реакции подобраны верно, то за каждые 30 с наблю-

дается примерно одинаковое уменьшение экстинкции.

Расчет. Удельную активность ЛДГ х (мкмоль · мин-1 · мг-1) 

рассчитывают по формуле:

ΔЕ
мин

 · 3,0 · 1000

х = ––––––———————  ,

6,22 · 0,02

где   ΔЕ
мин 

 —  изменение экстинкции в ходе реакции  за 1 мин; 
6,22  —  коэффициент экстинкции 1 мкмоль НАД·Н

2
 

в 1 мл среды; 3,0  —  объем инкубационной смеси, мл; 0,02  —  
количество белка в кювете, мкг; 1000 —  коэффициент 
пересчета количества белка в мг.

Оформление работы. Рассчитать удельную активность 

ферментного препарата, молекулярную активность ЛДГ 

(учитывая, что ее молекулярная масса 135 000). Сделать 

вывод о качестве исследуемого препарата (сохранность 

исходной активности,  %).

Практическое значение работы. Принципы измерения 

активности лактатдегидрогеназы спектрофотометриче-
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ским методом непрерывного наблюдения используют 

при исследовании других ферментных препаратов, очи-

щенных ферментов и в клинико-биохимических лабо-

раториях при количественном определении активно-

сти ферментов в биологических жидкостях и биоптатах 

в норме и при патологии.

РАБОТА 35. ФОТОКОЛОРИМЕТРИЧЕСКИЙ 
МЕТОД ИССЛЕДОВАНИЯ АКТИВНОСТИ 

ЛАКТАТДЕГИДРОГЕНАЗЫ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ 
ПО СЕВЕЛУ И ТОВАРЕКУ

Реактивы. Лактат натрия, 0,45 М раствор или нейтра-

лизованная гидроксидом натрия молочная кислота той 

же концентрации; пирофосфат натрия, 0,03 М раствор 

(Na
4
P

2
O

7
·10H

2
O растворить в 50 мл воды, довести рН 

до 8,8 с помощью 1 М соляной кислоты и долить водой 

до 500 мл); НАД, свежеприготовленный раствор 3 мг/мл; 

2,4-динитрофенилгидразин, 0,2%-ный раствор в 1 М рас-

творе соляной кислоты; гидроксид натрия, 0,4 М раствор; 

пируват натрия, раствор для построения калибровочного 

графика (содержит 11 мкг пирувата натрия или 8,8 мкг 

пировиноградной кислоты в 1 мл).

Оборудование. Штатив с пробирками; пипетки вме-

стимостью 0,1; 1 и 5 мл; КФК; водяная баня с лаборатор-

ным термометром.

Материал. Сыворотка крови.

Метод основан на определении скорости образования 

пирувата в ходе окисления лактата с участием лактатде-

гидрогеназы сыворотки крови:
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Пируват с 2,4-динитрофенилгидразином образует 

соответствующий гидразон, имеющий красно-бурое 

окрашивание в щелочной среде, интенсивность которого 

прямо пропорциональна содержанию кетокислоты:

Ход определения. Сыворотку крови разводят в 3 раза 

дистиллированной водой. Вносят в пробирку 0,1 мл разве-

денной сыворотки, 0,3 мл раствора НАД+ и ставят на 5 мин 

в водяную баню при 37 °С (для прогревания смеси).

Во вторую пробирку добавляют 0,8 мл раствора пиро-

фосфата натрия и 0,2 мл раствора лактата натрия и на-

гревают на водяной бане при 37 °С.

Выливают содержимое второй пробирки в первую, 

быстро перемешивают стеклянной палочкой, не выни-

мая пробирки из бани, и отмечают время начала инку-

бации. Через 25 мин реакцию останавливают, прибав-

ляя 0,5 мл раствора 2,4-ДНФГ, и оставляют пробирку на 

20 мин при комнатной температуре (для образования 

гидразона).
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К смеси приливают 5 мл раствора гидроксида натрия, 

содержимое перемешивают стеклянной палочкой и через 

10 мин (после развития окраски) измеряют экстинкцию 

опытной пробы против контрольной на КФК при длине 

волны 520–560 нм (светофильтр зеленый) в кювете с тол-

щиной слоя 1 см.

Контрольную пробу готовят как опытную, но разве-

денную сыворотку добавляют после инкубации.

Расчет. Активность фермента рассчитывают по кали-

бровочному графику, условия построения которого при-

ведены в таблице.

№ 
про-
бы

Пируват 
натрия, 

мл

Пиро-
фосфат 
натрия, 

мл

Дистилли-
рованная 
вода, мл

Содержание 
пирувата 
в пробе, 
мкмоль

Единицы 
активности ЛДГ, 

ммоль/ч · л

Экстинкция

1 0,1 0,8 0,5 0,01 1,2

2 0,2 0,8 0,4 0,02 2,4

3 0,4 0,8 0,2 0,04 4,8

4 0,6 0,8 – 0,06 7,2

5 0,8 0,6 – 0,08 9,6

По оси ординат откладывают значения экстинкции, 

а по оси абсцисс — соответствующие им единицы актив-

ности ЛДГ, выраженные в ммоль/(ч · л).

Оформление работы. Рассчитать активность фермента 

в исследуемой сыворотке крови, сделать вывод о возмож-

ном изменении активности и его причинах.

Практическое значение работы. Определение актив-

ности лактатдегидрогеназы используется в клинико-

биохимических лабораториях для диагностики и уста-

новления прогноза заболевания. В норме активность 

фермента составляет 0,8–4,0 ммоль/(ч · л) и возрастает, 

как правило, у больных с повреждением миокарда, ске-

летных мышц, почек, а также при анемиях, опухолевых 

поражениях, остром гепатите и т.д.
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РАБОТА 36. ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ 
ЩЕЛОЧНОЙ ФОСФАТАЗЫ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ 

ПО БОДАНСКОМУ
Фосфатазы — ферменты, отщепляющие фосфат от 

различных субстратов. В зависимости от значения рН, 

при которой действует фермент, различают щелочную и 

кислую фосфатазы. Щелочная фосфатаза (КФ 3.1.3.1.) со-

держится практически во всех животных тканях; наибо-

лее богаты ферментом печень, костная ткань, кишечник, 

плацента. Кислая фосфатаза (КФ 3.1.3.2.) присутствует 

во всех органах и тканях человека, особенно богаты ею 

клетки крови, предстательная железа, печень, почки, ко-

сти. Большинство тканей содержит два или более изо-

ферментов, отличающихся по своим свойствам. 
Реактивы. β-Глицерофосфат, щелочной раствор на ме-

диналовом буфере с рН 8,6*; трихлоруксусная кислота, 

10%-ный раствор; реактив молибдата аммония*; аскор-

биновая кислота, 1%-ный раствор на 0,1 М растворе со-

ляной кислоты; дигидрофосфат калия*.

Оборудование. Штатив с пробирками; центрифуга 

лабораторная с центрифужными весами; пипетки вме-

стимостью 0,2; 1 и 5 мл; водяная баня с лабораторным 

термометром; КФК.

Материал. Сыворотка крови.

Метод основан на фотоколориметрическом опреде-

лении неорганического фосфора, отщепляемого от 

β-глицерофосфата под действием фосфатазы сыворот-

ки крови в щелочной среде:
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Неорганический фосфат определяют по образованию 

фосфомолибдата аммония с последующим восстановле-

нием его в молибденовую синь аскорбиновой кислотой 

(см. работу 13).

Ход определения. В две пробирки вносят по 1 мл рас-

твора β-глицеро фосфата и помещают на 5 мин в водяную 

баню при 37 °С. Затем в опытную пробирку добавляют 

0,2 мл сыворотки крови, перемешивают и отмечают вре-

мя начала инкубации в водяной бане.

Через 1 ч приливают в обе пробирки по 1,8 мл рас-

твора трихлоруксусной кислоты, а в контрольную — 

еще 0,2 мл сыворотки крови. Перемешивают пробы, 

оставляют стоять 5 мин для осаждения белка. Центри-

фугируют содержимое обеих проб в течение 5 мин при 

3000 об/мин.

Отбирают в чистые пробирки по 1,5 мл надосадоч-

ной жидкости (для определения в ней неорганического 

фосфора Ф
н
) и приливают по 1 мл реактива молибдата 

аммония и по 1 мл раствора аскорбиновой кислоты. 

Через 10 мин измеряют экстинкцию опытной и кон-

трольной проб на КФК при длине волны 630–690 нм 

(красный светофильтр) в кювете с толщиной слоя 0,5 см 

против раствора реактивов (1,5 мл раствора трихлорук-

сусной кислоты и 1,5 мл дистиллированной воды).

Расчет. Активность фермента рассчитывают по кали-

бровочному графику, условия построения которого при-

ведены в таблице.

№ 
пробы

Раствор 
KH

2
PO

4
, мл

Н
2
О, 

мл

Трихлор-
уксусная 
кислота, 

мл

Молиб-
дат 

аммония, 
мл

Аскор-
биновая 
кислота, 

мл

Ф
н
 

в пробе, 
мг

Активность 
фермента, 

ммоль/(ч · л)

1 0,1 0,9 0,5 1,0 1,0 0,001 0,32

2 0,2 0,8 0,5 1,0 1,0 0,002 0,64

3 0,4 0,6 0,5 1,0 1,0 0,004 1,29

4 0,6 0,4 0,5 1,0 1,0 0,006 1,93

5 1,0 — 0,5 1,0 1,0 0,010 3,22
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По оси ординат откладывают значения экстинкции, 

а по оси абсцисс — соответствующие единицы щелочной 

фосфатазы, выраженные в ммоль/(ч · л).

Оформление работы. По полученным значениям экс-

тинкции найти активность фермента. На основании это-

го сделать вывод о возможности изменения активности 

в исследуемой сыворотке и указать на предполагаемые 

причины.

Практическое значение работы. В клинике исполь-

зуется определение активности щелочной фосфатазы 

в сыворотке крови в основном у больных с поражениями 

костной ткани и печени, особенно с явлениями задержки 

оттока желчи. В норме активность фермента составляет 

0,5–1,3 ммоль/(ч · л). Повышение активности в сыво-

ротке крови наблюдается при рахите (гиповитаминозе 

D), опухолях костной ткани, гиперпаратиреозе, меха-

нической желтухе, вирусном и лекарственном гепатитах 

с  холестатическим синдромом и т.д., а снижение — при 

гипотиреозе, гиповитаминозе С и др.

РАБОТА 37. ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ ЩЕЛОЧНОЙ ФОСФАТАЗЫ 
В СЫВОРОТКЕ КРОВИ 

УНИФИЦИРОВАННЫМ МЕТОДОМ ПО BESSEY О.А.
Реактивы. Глициновый буфер, 0,05 М, рН 10,4; основ-

ной раствор 26,7мМ; n-нитрофенилфосфат — рабочий 

раствор: смешать глициновый буфер и основной раствор 

n-нитрофенилфосфата в соотношении 4/1; гидроксид 

натрия, 0,02 М раствор.

Оборудование. Штатив с пробирками; пипетки вме-

стимостью 0,1; 0,5; 5 мл; термостат; КФК.

Материал. Сыворотка крови.

Метод основан на фотоколориметрическом опреде-

лении n-нитрофенола, отщепляемого от n-нитрофенил-

фосфата под действием фосфатазы сыворотки (плазмы) 

крови в щелочной среде.
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Ход определения

Реактивы Опытная проба Контрольная проба

n-нитрофенилфосфат, щелочной 
раствор на глициновом буфере, мл

0,5 0,5

сыворотка, мл 0,1 —

Инкубация
в течение 30 мин 

при 37 °С

раствор NaOH 0,02М, мл 5,0 5,0

сыворотка, мл — 0,1

Перемешать и фотометрировать опытные пробы про-

тив соответствующих контрольных проб при длине вол-

ны 405 нм в кювете с толщиной слоя 1 см.

Расчет. Активность фермента в сыворотке крови рас-

считать по формуле:

А = К · Е, 

где А — активность фермента, нмоль/с · л; К — коэффици-
ент, расчитанный по калибровочному графику (К = 6600);
Е — оптическая плотность опытной пробы, измеренная 
против соответствующей  контрольной пробы.

Практическое применение работы. Нормальные 

знчения активности фермента зависят от возраста: 

дети до года — 830–2490 нмоль/(с · л), дети 1–12 лет — 

560–1660 нмоль/(с · л), взрослые — 278–830 нмоль/(с · л). 

Изменение активности — см. работу 36.

РАБОТА 38. ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ  КИСЛОЙ И ЩЕЛОЧНОЙ 
ФОСФАТАЗЫ В СЛЮНЕ  ПО МЕТОДУ БОДАНСКОГО

Реактивы. β- Глицеролфосфат, щелочной и кис-

лый раствор на мединаловом буфере с рН 8,6 и 4,3 

соответственно; трихлоруксусная кислота, 10%-ный 

раствор; реактив молибдата аммония*; аскорбино-

вая кислота, 1 %-ный раствор на 0,1 М растворе со-

ляной кислоты.
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Оборудование. Штатив с пробирками; пипетки вме-

стимостью 0,2, 1 и 5 мл; центрифуга лабораторная с цен-

трифужными весами; водяная баня с лабораторным тер-

мометром; КФК.

Материал. Смешанная слюна ротовой полости  

(см. работу 9). Перед определением активности фермен-

тов слюну разводят в 2 раза дистиллированной водой.

Принцип метода — см. работу 36.

Ход определения. В две пробирки вносят по 1 мл рас-

твора β-глицеролфосфата и помещают в водяную баню 

на 5 мин при 37 °С. Затем в опытную пробирку добавляют 

0,2 мл слюны, перемешивают и отмечают время начала 

инкубации в водяной бане. 

Через 1 ч приливают в обе пробирки по 1,8 мл раствора 

трихлоруксусной кислоты, а в контрольную — еще 0,2 мл 

слюны. Перемешивают пробы и оставляют стоять 5 мин для 

осаждения белка, а затем фильтруют для удаления осадка.

Отбирают в чистые пробирки по 1,5 мл фильтрата (для 

определения в нем неорганического фосфора) и прили-

вают по 1 мл реактива молибдата аммония и 1 мл раствора 

аскорбиновой кислоты. Через 10 мин измеряют экстинк-

цию опытной пробы против контрольной на КФК при 

длине волны 630–690 нм (красный светофильтр) в кювете 

с толщиной слоя 0,5 см.

Расчет. Активность фермента рассчитывают по фор-

муле:

Х = а · 2 · 5000,

где Х — активность фермента, выраженная в ммоль/(ч · л); а — 
содержание неорганического фосфора в ммоль, найденное по 
калибровочному графику (см. работу 36); 2 — разведение 
слюны; 5000 — пересчет на 1 л слюны.

Практическое значение работы. Активность кислой 

фосфатазы (КФ) в слюне здоровых людей составля-

ет 5,1–5,6 ммоль/ч · л, щелочной фосфатазы (ЩФ) — 
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8,3–8,6 ммоль/ч · л. Активность КФ и ЩФ снижается 

при герпетическом стоматите. При множественном ка-

риесе увеличивается активность КФ, а при воспалитель-

ных заболеваниях слюнных желез — ЩФ.

РАБОТА 39. ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ  γ-ГЛУТАМИЛТРАНСПЕПТИДАЗЫ 
В СЫВОРОТКЕ КРОВИ

Реактивы. Глицил-глицин* 0,55 М раствор; субстратно-

буферный раствор*; уксусная кислота, 100 г/л; основной 

калибровочный раствор п-нитроанилина*.

Оборудование. Пипетки на 0,1; 1 и 5 мл; термостатиру-

ющая водяная баня; спектрофотометр или фотоэлектро-

колориметр.

Материал. Сыворотка крови.

Метод основан на определении п-нитроанилина, 

образующегося из L-γ-глутамил-п-нитроанилида при 

переносе L-γ-глутамилового остатка на глицил-глицин 

под действием γ-глутамилтранспептидазы (ГГТП):

γ-глутамил-п-нитроанилид + глицил-глицин           
ГГТП

γ-глутамил-глицилглицин + п-нитроанилин

Ход определения. В опытную пробирку вносят 0,5 мл 

раствора субстрата и помещают в водяную баню при 

температуре 37 °С. Через 5 мин приливают 0,05 мл сыво-

ротки крови, содержимое перемешивают и инкубируют 

точно 15 мин при температуре 37 °С. Затем прибавля-

ют 3 мл раствора уксусной кислоты и перемешивают. 

Контрольную пробу ставят так же, как опытную, но 

сыворотку добавляют после инкубации. Измеряют на 

спектрофотометре при длине волны 410 нм или на КФК 

при длине волны 400–500 нм (фиолетовый или синий 

светофильтр) в кювете с толщиной слоя 1 см против 

контрольной пробы. Окраска стабильна в течение не-

скольких часов.
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Расчет. Активность фермента рассчитывают по калибро-

вочному графику. Для построения калибровочного графика 

готовят разведения n-нитроанилина по таблице.

Номер 
пробы

Основной калибровочный 
раствор n-нитроанилина, мл

Дистиллированная 
вода, мл

Соответствую-
щая активность, 

мккат/л

1 0,3 3,7 0,5

2 0,6 3,4 1,0

3 1,2 2,8 2,0

4 2,4 1,6 4,0

5 1,8 0,2 6,0

Оформление работы. По полученным значениям экс-

тинкции найти активность фермента. Сделать вывод о 

возможных изменения активности в исследуемой сыво-

ротке и указать на предполагаемые причины.

Практическое значение работы. В норме актив-

ность составляет для мужчин 0,25–1,77 мккат/л (250–

1767 нмоль/с · л), для женщин — 0,17–1,10 мккат/л 

(167–1100 нмоль/с · л). Повышение активности фер-

мента наблюдается при заболеваниях желчных путей 

с явлениями обтурации, при гепатитах (в том числе 

алкогольных и токсических), опухолях и метастазах 

в печень.

7. ИССЛЕДОВАНИЕ ИЗОФЕРМЕНТОВ

Изоферменты отличаются друг от друга несколькими 

физико-химическими признаками, в частности зарядом 

молекул, поэтому электрофорез издавна используется 

для их разделения. Изоферменты лактатдегидрогеназы 

были открыты одними из первых.

Различают пять типов изоферментов ЛДГ, которые 

в порядке подвижности к аноду обозначаются: ЛДГ
1
, 

ЛДГ
2
, ЛДГ

3
, ЛДГ

4
 и ЛДГ

5
. Каждый из них представляет 

собой тетрамер, отличающийся составом субъединиц.

Makarova-2011-12-12.indd   148 15.12.2011   17:10:58



149

ФЕРМЕНТЫ

РАБОТА 40. РАЗДЕЛЕНИЕ ИЗОФЕРМЕНТОВ ЛАКТАТДЕГИДРОГЕНАЗЫ 
СЫВОРОТКИ КРОВИ МЕТОДОМ ЭЛЕКТРОФОРЕЗА 

В ПОЛИАКРИЛАМИДНОМ ГЕЛЕ ПО ДИТЦУ И ЛУБРАНО
Использование в качестве среды геля полиакриламида 

позволяет добиться высокого разрешения при электро-

форезе белков и ферментов, поскольку этот гель играет 

роль молекулярного сита, что обеспечивает дополнитель-

ное разделение частиц по молекулярной массе.

Реактивы. Раствор № 1 для полимеризации геля с 

рН 8,9 (1,0 М соляная кислота — 48 мл, трис-основание — 

36,6 г, N,N,N,N-тетраметилэтилендиамин, или ТЕМЕД, – 

0,23 мл и дистиллированная вода до 100 мл); раствор № 2 

(акриламид — 30,0 г, N,N-метиленбисакриламид — 0,8 г 

и дистиллированная вода до 100 мл); персульфат ам-

мония, 0,14%-ный свежеприготовленный раствор; са-

хароза, 40%-ный раствор; электродный буфер с рН 8,9 

(трис-основание — 6,0 г, глицин — 28,8 г, дистиллирован-

ная вода до 1 л; перед употреблением разводят в 10 раз); 

уксусная кислота, 7%-ный раствор; фосфатный буфер, 

0,5 М с рН 7,4; лактат натрия, 1 М раствор; НАД, 10 г/л 

раствор; нитротетразолиевый синий (НС), 1 г/л раствор; 

феназинметасульфат (ФМС), 1 г/л раствор; хлорид маг-

ния, 0,005 М раствор; хлорид натрия, 0,1 М раствор.

Оборудование. Колба коническая вместимостью 25 мл; 

пипетки с оттянутым тонким концом; фильтровальная 

бумага; стеклянные палочки; штатив с пробирками; пи-

петки вместимостью 0,1; 1,5 и 10 мл; резиновые колпачки; 

аппарат для электрофореза со стеклянными трубочками; 

источник постоянного напряжения; микроденситометр; 

спектрофотометр или КФК.

Материал. Сыворотка крови.

Метод основан на разной электрофоретической под-

вижности изоферментов ЛДГ, положение которых на 

столбиках полиакриламидного геля выявляется с по-

мощью веществ, переносящих водород от лактата через 
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феназинметасульфат на нитротетразолиевый синий. 

В результате в месте нахождения фракции ЛДГ выпадает 

фиолетово-синий осадок диформазана.

Ход определения. Для полимеризации геля берут су-

хие чистые стеклянные трубочки, закрывают их с одного 

конца резиновыми колпачками, устанавливают в шта-

тиве строго перпендикулярно и вносят в них каплю рас-

твора сахарозы. Затем готовят полимеризующую смесь, 

состоящую из растворов № 1, № 2, персульфата аммония 

и дистиллированной воды в соотношении 1 : 2 : 4 : 1. Сме-

си готовят из расчета 2 мл на одну трубочку.

Приготовленную полимеризующую смесь разливают 

в стеклянные трубочки, используя по 2 мл на каждую. За-

тем на поверхность этого раствора осторожно наслаивают 

0,2–0,3 мл дистиллированной воды пипеткой с тонким 

оттянутым концом (это улучшает полимеризацию геля 

в трубочках, которая протекает без доступа кислорода 

воздуха, и формирует гладкую поверхность геля). Через 

30 мин обычно полимеризация завершается, о чем сви-

детельствует ясно различимая граница между полиакри-

ламидным гелем и водой. После этого переворачивают 

трубочки и осторожно стряхивают с геля наслоенную 

воду, а остатки воды удаляют из трубочки с помощью 

фильтровальной бумаги.

Стеклянные трубочки с заполимеризованным гелем 

закрепляют в гнездах верхней камеры для электрофореза. 

На поверхность геля в трубочке наносят сначала 0,1 мл 

сыворотки крови, затем такой же объем раствора саха-

розы и перемешивают нанесенные жидкости стеклян-

ной палочкой. Осторожно наслаивают на эту жидкость 

разведенный в 10 раз электродный буфер, заполняя им 

пространство до верхнего края трубочки.

Нижнюю камеру аппарата заливают тем же электро-

дным буфером, устанавливают верхнюю камеру над ниж-

ней так, чтобы нижние концы трубочек были погружены 
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в электродный буфер. Затем верхнюю камеру тоже за-

полняют электродным буфером.

Аппарат для электрофореза ставят в холодильник. Элек-

троды подключают к источнику постоянного напряжения: 

нижний электрод к аноду, верхний к катоду (см. рис. 3). 

В течение первых 10 мин электрофорез проводят при силе 

тока 2 мА на каждую трубочку. Затем силу тока увеличивают 

до 4 мА. Длительность электрофореза — около 90 мин.

Пока идет электрофорез, для выявления изофермен-

тов ЛДГ готовят в колбе инкубационную смесь следую-

щего состава: растворы лактата натрия, хлорида магния, 

НАД — по 1 мл, фосфатного буфера и НС — по 2,5 мл и 

ФМС — 0,25 мл. Перемешивают содержимое колбочки.

По окончании электрофореза гели извлекают из тру-

бочек. Для этого используют шприц на 10–20 мл с тонкой 

длинной иглой. Вводят иглу между стенкой трубочки и 

гелем. Круговыми движениями отслаивают гель, по-

стоянно выдавливая воду из шприца и продвигая иглу 

к противоположному концу трубки. При этом столбик 

геля легко выходит из трубки.

Столбик геля помещают в пробирки диаметром 

7–8 мм и наливают в них инкубационную смесь так, 

чтобы весь столбик геля был погружен в проявляющую 

жидкость. Пробирки ставят в термостат при 37 °С на 

40–60 мин. Изоферменты ЛДГ выявляются в виде сине-

фиолетовых колец на столбике геля.

По истечении инкубации столбики геля промывают 

водой, переносят в пробирки, содержащие раствор ук-

сусной кислоты, и хранят в темноте.

Количественную обработку гелевых изоэнзимограмм 

проводят спектрофотометрическим методом или посред-

ством денситометрии. В первом случае лезвием вырезают 

окрашенные участки геля, помещают их в пробирки и 

заливают 1 мл подогретого до +80–85 °С раствора диме-

тилформамида. Затем окрашенную жидкость сливают 
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в микрокюветы и измеряют экстинкцию на спектрофо-

тометре или КФК при 540 нм против раствора диметил-

формамида.

Второй способ обработки заключается в сканирова-

нии гелей на микроденситометре. Денситограммы под-

вергаются количественной обработке.

Расчет. Относительную активность каждого изофер-

мента х выражают в процентах от суммы экстинкций всех 

изоферментов ЛДГ: 

E · 100

где Е  —  экстинкция элюата изофермента из зоны геля, от-
носящаяся к данному изоферменту; ∑Е  —  сумма экстинк-
ций всех изоферментов; А  —  активность ЛДГ сыворотки 
крови, ммоль/(ч · л).

Оформление работы. Зарисовать полученную изоэнзи-

мограмму и рассчитать относительную активность изо-

ферментов ЛДГ (в %). Сделать вывод о сдвигах спектра 

изоферментов ЛДГ в исследуемой сыворотке и указать 

на вероятные причины этого явления.

Практическое значение работы. Состав изофермен-

тов ЛДГ имеет внутриклеточную, тканевую и видовую 

специфичность. Тканевые различия изоферментного 

спектра ЛДГ явились предпосылкой для использования 

его в диагностике и прогнозе ряда заболеваний, сопрово-

ждающихся некрозом органов и тканей. Известно, что в 

сердечной мышце, нервной ткани, почках высокая ак-

тивность ЛДГ
1
 и ЛДГ

2
 (изоферменты Н-типа), в подже-

лудочной железе и легочной ткани преобладает ЛДГ
3
, а в 

скелетной мышце и печени — ЛДГ
4
 и ЛДГ

5
 (изофермен-

ты М-типа). При некрозе этих тканей находящиеся в них 

изоферменты поступают в кровь и изменяют ее нормаль-
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ный спектр. В норме сыворотка крови имеет примерно 

следующие соотношения изоферментов (в % от общей 

активности): ЛДГ
1
 — 32, ЛДГ

2
 — 47, ЛДГ

3
 — 12, ЛДГ

4
 — 5, 

ЛДГ
5
 — 4. При инфаркте миокарда в сыворотке крови 

увеличивается доля ЛДГ
1
 и ЛДГ

2
 (спектр смещается в сто-

рону изоферментов Н-типа), причем этот сдвиг опреде-

ляется размерами очага некроза в сердце. Заживление 

сопровождается нормализацией состава изоферментов 

в сыворотке крови.

При инфекционном гепатите повышена относитель-

ная активность ЛДГ
4
 и ЛДГ

5
. Если она сохраняется при 

клиническом выздоровлении, то это свидетельствует о не-

завершенности восстановительных процессов в печени.

При поражении поджелудочной железы (панкреатит), 

легочной ткани увеличивается относительная активность 

ЛДГ
3
 в сыворотке крови.
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Пищеварение — это ферментативный гидролиз компо-
нентов пищи. Для оценки его используют методы иссле-

дования активности ферментов и других компонентов 

пищеварительных соков, играющих вспомогательную 

роль в переваривании питательных веществ, например 

соляная кислота, желчные кислоты, ионы кальция и т.д. 

Отклонения в составе пищеварительных соков или по-

явление в них компонентов, не содержащихся в физио-

логических условиях, дают важную информацию о пато-

логии пищеварения.

РАБОТА 41. ИССЛЕДОВАНИЕ КИСЛОТНЫХ КОМПОНЕНТОВ 
ЖЕЛУДОЧНОГО СОКА

Реактивы. Гидроксид натрия, 0,1 М раствор; 

n-диметил аминоазобензол, 0,5%-ный раствор в 36 %-ном 

этаноле; фенолфталеин, 0,5%-ный раствор в 70%-ном 

этаноле; фенол, 1%-ный раствор; хлорид железа (III), 

1 %-ный раствор.

Оборудование. Колбы конические вместимостью 

25 мл; микробюретка; пипетки вместимостью 1,5 и 10 мл; 

штатив с пробирками.

Материал. Желудочный сок нормальный и патоло-

гический*.

а. Определение содержания соляной кислоты и общей 
кислотности желудочного сока. Метод основан на опреде-

лении кислотных веществ желудочного сока путем титро-
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вания их раствором гидроксида натрия с использованием 

двух разных индикаторов: n-диметиламиноазобензола 

(имеющего зону перехода окраски при рН 2,3–4,2) и фе-

нолфталеина (имеющего зону перехода окраски при рН 

8,2–10,0). По изменению окраски (от красной к оранже-

вой) индикатора n-диметиламиноазобензола определя-

ется свободная соляная кислота, а по переходу окраски 

фенолфталеина (от бесцветной к розовой) — общая кис-

лотность желудочного сока.

Ход определения. В одну колбу для титрования вно-

сят 5 мл нормального, в другую — патологическо-

го желудочного сока. Добавляют 1–2 капли раствора 

n-диметиламиноазобензола и 2 капли раствора фенол-

фталеина.

Пробы оттитровывают раствором гидроксида натрия 

до появления оранжево-красной окраски и отмечают 

объем щелочи (в мл), пошедший на титрование свобод-

ной соляной кислоты (I пункт титрования).

Продолжают титрование до появления лимонно-

желтой окраски (II пункт титрования) и снова отмечают 

объем щелочи, израсходованный с начала титрования до 

II пункта.

Затем титрование продолжают до появления розовой 

окраски (III пункт титрования) и отмечают количество ще-

лочи, пошедшее на титрование от начала до III пункта.

Расчет. За единицу кислотности желудочного сока 

принимается объем 0,1 М раствора гидроксида натрия 

(в мл), пошедший на титрование 100 мл желудочного 

сока. Поэтому расчеты кислотности даются на 100 мл.

Например, на титрование 5 мл желудочного сока до 

I  пункта пошло 1,5 мл раствора гидроксида натрия, тогда 

количество свободной соляной кислоты равно:
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Для вычисления связанной соляной кислоты необ-

ходимо знать общую соляную кислоту. Общую соляную 

кислоту определяют на основании данных титрования. 

Известно, что количество щелочи, необходимое для свя-

зывания всей соляной кислоты, равно среднему арифме-

тическому количеству щелочи, пошедшему на титрова-

ние до II и III пунктов

Следовательно, если до II пункта титрования пошло, 

например, 2 мл, а до III — 3 мл щелочи, то среднее ариф-

метическое равно: 
2 + 3

2
= 2,5 мл.

Отсюда содержание общей соляной кислоты в 100 мл 

желудочного сока составит: 
2,5 · 100

5
= 50 ед.

Связанная с белками соляная кислота определяется 

по разнице между количествами общей и свободной со-

ляной кислоты:

50 ед. — 30 ед. = 20 ед.

Кроме того, III пункт титрования служит для опреде-

ления общей кислотности. Если на титрование 5 мл же-

лудочного сока пошло 3 мл раствора гидроксида натрия, 

то общая кислотность равна:

3 · 100

5
= 60 ед.

б. Качественная реакция на молочную кислоту в желу-
дочном соке (проба Уфельмана). Метод основан на способ-

ности молочной кислоты в присутствии фенолята железа 

(III) образовывать малодиссоциирующую соль лактата 

железа желто-зеленого цвета.
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Ход определения. Для приготовления фенолята железа 

в пробирку вносят 10 мл раствора фенола и добавляют к 

нему 3 капли раствора хлорида железа FeCl
3
. Содержи-

мое перемешивают стеклянной палочкой (развивается 

фиолетовое окрашивание).

Берут еще две пробирки: в одну наливают 2 мл нор-

мального желудочного сока, а в другую — такой же объем 

желудочного сока, взятого у больного. Приливают к со-

держимому обеих проб по 3 мл приготовленного феноля-

та железа и перемешивают их встряхиванием. Отмечают 

наличие характерного окрашивания в пробирках.

Оформление работы.  Результаты оформить в виде та-

блицы.

Образцы 
желудочного 

сока

И
нд

ик
ат

ор

К
ол
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кр
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ан
ие

Соляная кислота

О
бщ
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 к

ис
ло

тн
ос

ть

П
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 н
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мо

ло
чн

ую
 к

ис
ло

ту

С
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бо
дн

ая

О
бщ

ая
 

С
вя

за
нн

ая

Нормальный

Патологический

Сделать вывод о характере изменений кислотности 

желудочного сока. Указать причины появления молоч-

ной кислоты в желудочном соке и практическое значение 

определения исследуемых веществ.

Практическое значение работы. Переваривание бел-

ков во многом зависит от кислотности желудочного сока. 
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В норме общая кислотность равна 40–60 ед., содержание 

свободной соляной кислоты — 20–40 ед., связанной — 

5–20 ед. При патологии кислотность желудочного сока 

может быть нулевой, повышенной или пониженной. 

Отсутствие соляной кислоты и пепсина (ахилия) часто 

наблюдается при злокачественных новообразованиях 

желудка. Пониженная кислотность (гипохлоргидрия) 

встречается при гипоацидном гастрите, иногда при яз-

венной болезни желудка. Повышенная кислотность (ги-

перхлоргидрия) имеет место при гиперацидном гастрите 

и часто сопровождается язвенной болезнью желудка и 

двенадцатиперстной кишки. Присутствие молочной кис-

лоты указывает обычно на гипоацидный гастрит или рак 

желудка. В связи с этим определение кислотности желу-

дочного сока и наличие молочной кислоты в нем имеет 

важное значение для диагностики желудочно-кишечных 

заболеваний.

РАБОТА 42. ОПРЕДЕЛЕНИЕ КИСЛОТНОСТИ 
ЖЕЛУДОЧНОГО СОКА ДИАГНОСТИЧЕСКИМ НАБОРОМ 

«АЦИДОТЕСТ»
Реактивы. 25%-ная соляная кислота, набор «Ацидо-

тест».

Оборудование. Штатив с пробирками (диаметр 11–13 мм), 

пипетки на 5 мл, мерные колбы на 200 мл.

Материал. Контрольная и опытная моча.

Метод основан на освобождении из принятого тест-

драже красящего вещества, количество которого зависит 

от кислотности желудочного сока.

Ход определения. После опорожнения мочевого пузы-

ря обследуемый принимает 1–2 таблетки кофеина, кото-

рый повышает диурез и усиливает желудочную секрецию. 

Через 1 ч проводится опорожнение мочевого пузыря и по-

лученная моча обозначается как «контрольная». После 

этого с небольшим количеством воды, без разжевывания, 
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принимается 3 тест-драже. Через 1,5 ч повторно следует 

опорожнение мочевого пузыря и моча обозначается как 

«1,5-часовая». Как контрольная моча, так и полученная 

через 1,5 ч моча разбавляется водой до 200 мл. Разбавлен-

ную мочу (контрольная и опытная) вносят в количестве 

5 мл, добавляют 5 мл 25%-ного раствора соляной кисло-

ты. В пробирке, содержащей 1,5-часовую мочу (опытная 

проба) в присутствии красящего вещества, появляется 

окрашивание алого цвета. Интенсивность окрашивания 

тут же сравнивают с цветной шкалой, так как при стоя-

нии цвет изменяется.

Оценка результатов. Совпадение развившегося окра-

шивания разделению, обозначенному буквой «А» на 

цветной шкале, указывает на наличие свободной соля-

ной кислоты и нормальную кислотность желудочного 

сока, при более интенсивной окраске — гиперацидность. 

Окрашивание, попадающее между разделениями «А» 

и «В», обозначает гипоацидность.

Оформление работы. Сопоставить развившееся окра-

шивание с цветной шкалой и сделать вывод о характере 

кислотности желудочного сока.

РАБОТА 43. ГИДРОЛИЗ БЕЛКА ФЕРМЕНТАМИ ПИЩЕВАРИТЕЛЬНОГО 
ТРАКТА

Переваривание белка происходит с участием протео-

литических ферментов желудка (пепсин и гастриксин) 

и кишечника (трипсин, химотрипсин, карбоксипепти-

дазы А и В, аминопептидаза, эластаза и др.). Каждый из 

ферментов специфически гидролизует пептидные свя-

зи, образуемые определенными аминокислотами в по-

липептидной цепи перевариваемого белка. Оптимум рН 

действия протеиназ желудка находится в кислой области 

и равен 1,5–2,0 для пепсина и 3,0–3,5 для гастриксина, 

в то время как протеолитическая активность ферментов 

кишечника максимальна при рН 7,6–8,5.
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Исследование активности протеолитических фер-

ментов проводится путем анализа скорости гидролиза 

добавленного белка или определения количества об-

разующихся в ходе реакции пептидов и свободных ами-

нокислот.

Реактивы. Фибрин*; соляная кислота, 0,05 и 0,1 М рас-

творы; гидроксид натрия, 0,4%-ный раствор; карбонат 

натрия, 0,4%-ный раствор; лакмусовая бумага.

Оборудование. Штатив с пробирками; пипетки вмести-

мостью 1 и 2 мл; термостат, отрегулированный на 38 °С.

Материал.
1. Пепсин, свежеприготовленный 0,1%-ный раствор 

в 0,05 М соляной кислоте.

2. Трипсин, кристаллический препарат во флаконах, 

или панкреатин, порошок. Перед употреблением готовят 

0,1%-ный раствор.

а. Демонстрация гидролиза белка под действием пепсина. 
Метод основан на визуальном наблюдении скорости ги-

дролиза белка пепсином, определяемой по растворению 

кусочков фибрина.

Ход определения. Берут пять пробирок и вносят в пер-

вую 1 мл раствора пепсина, во вторую — предварительно 

прокипяченного раствора пепсина, в третью — раствора 

соляной кислоты (0,05 М), в четвертую и пятую — пред-

варительно нейтрализованного гидроксидом натрия рас-

твора пепсина.

Во все пробирки, кроме пятой, помещают одина-

ковые небольшие кусочки фибрина и ставят пробы на 

20–30 мин в термостат при 38 °С, после чего отмечают из-

менения, произошедшие с волокнами фибрина в первых 

четырех пробирках.

Пятую пробирку охлаждают и нейтрализуют ее содер-

жимое раствором соляной кислоты по лакмусовой бу-

мажке. Затем приливают в пробирку 1 мл 0,1 М раствора 

соляной кислоты и добавляют небольшой кусочек фибри-
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на. Пробу вновь помещают в термостат при 38 °С и через 

20–30 мин отмечают изменения волокон фибрина.

б. Демонстрация гидролиза белка под действием трип-
сина. Основа метода та же, что и при изучении действия 

пепсина.

Ход определения. Берут три пробирки и наливают 

в одну из них 2 мл раствора карбоната натрия, в другую — 

дистиллированной воды и в третью — раствор соляной 

кислоты (0,1 моль/л). В первую и третью пробирки до-

бавляют по 1 мл раствора трипсина (или панкреатина) 

и во вторую — 1 мл предварительно прокипяченного 

трипсина (или панкреатина). Перемешивают пробы 

встряхиванием.

В каждую пробирку помещают по одинаковому кусоч-

ку фибрина и ставят их в термостат при 38 °С на 10 мин, 

следя за растворением фибрина. Отмечают изменения, 

происходящие с фибриновыми волокнами в ходе инку-

бации.

Оформление работы. Результаты опытов оформить 

в виде таблицы.

№ про-
бы

Препарат 
фермента

Субстрат
Условия опыта Изменения 

фибринарН среды кипячение

В выводах указать оптимальные условия для действия 

изученных протеолитических ферментов и практическое 

значение исследований.

Практическое значение работы. Переваривание белка 

в желудочно-кишечном тракте зависит не только от ко-

личества образующихся протеолитических ферментов, 

но и от условий среды, в которых они действуют. При 

гипохлоргидрии или анацидном гастрите имеются не-

благоприятные условия (недостаток соляной кислоты) 

для гидролиза пищевого белка пепсином. Применение 

щелочных растворов (питьевая сода) при данных патоло-

гических состояниях приводит к разрушению выделяю-
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щегося клетками желудка пепсина. Напротив, гиперхлор-

гидрия обусловливает более медленную нейтрализацию 

кислого желудочного содержимого, поступающего в ки-

шечник, и как следствие этого менее эффективную ак-

тивацию проферментов и переваривающего их действия 

на белки и пептиды пищи.

РАБОТА 44. ИЗУЧЕНИЕ ДИНАМИКИ ГИДРОЛИЗА 
ТРИАЦИЛГЛИЦЕРИНОВ 

ПОД ДЕЙСТВИЕМ ПАНКРЕАТИЧЕСКОЙ ЛИПАЗЫ
Основную часть пищевых липидов составляют триа-

цилглицерины, поэтому в переваривании жира наи-

более важны условия для действия панкреатической 

липазы (триацилглицерол-ацилгидролаза; КФ 3.1.1.3). 

Этот фермент гидролизует только эмульгированный жир 

в слабощелочной среде. Активатором фермента служат 

желчные кислоты. Липаза гидролизует преимущественно 

концевые ацилы молекулы триацилглицерина. Образую-

щийся 2-моноацилглицерин расщепляется карбокси-

эстеразой.

В качестве субстрата для изучения активности липа-

зы используют приготовленную жировую эмульсию или 

молоко, в котором липиды находятся в эмульгированном 

состоянии.

Реактивы. Коровье молоко; желчь; гидроксид на-

трия, 0,1 М раствор; фенолфталеин, 0,5%-ный раствор 

в 76 %-ном этаноле.

Оборудование. Колбы вместимостью 100 мл для ти-

трования; микробюретка; водяная баня с лабораторным 

термометром.

Материал. Панкреатин, свежеприготовленный 

5%-ный раствор на 1%-ном растворе гидрокарбоната 

натрия (рН ≈ 8,0).

Метод основан на титриметрическом определении с 

помощью гидроксида натрия жирных кислот, освобож-
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дающихся из триацилглицеринов молока в процессе 

их гидролиза панкреатической липазой в присутствии 

и в отсутствие желчи. Реакция протекает по уравнению

Количество образующихся жирных кислот определя-

ется титрованием раствором гидроксида натрия с инди-

катором фенолфталеином.

Ход определения. В три колбы отмеряют цилиндром по 

25 мл коровьего молока и добавляют в первую 2 мл дис-

тиллированной воды, во вторую и третью по 2 мл раство-

ра панкреатина. Кроме того, в третью колбу добавляют 

5 капель желчи.

Содержимое колб перемешивают и сразу отбирают 

по 5 мл в другие колбы для титрования (определяют ис-

ходный уровень свободных жирных кислот).

Колбы с оставшейся смесью помещают в водяную 

баню при 37 °С и через каждые 15 мин берут по 5 мл их 

содержимого, переносят в колбы для титрования проб.

К отобранным 5 мл инкубационной смеси в колбы 

прибавляют по 10 мл дистиллированной воды и по 2 кап-

ли раствора фенолфталеина. Оттитровывают их содержи-

мое 0,1 М раствором гидроксида натрия до слабо-розовой 

окраски жидкости. Отмечают объем гидроксида натрия, 

пошедший на титрование всех проб.

Оформление работы. Результаты оформить графиче-

ски: по оси ординат отложить объем раствора гидрок-
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сида натрия, пошедший на титрование всех проб, а по 

оси абсцисс — время. По полученным на графике трем 

кривым (1 — без липазы; 2 — с липазой; 3 — липаза и 

желчь) сделать вывод об относительной скорости гидро-

лиза триацилглицеринов под действием липазы и роли 

желчи в этом процессе.

Практическое значение работы. При заболеваниях под-

желудочной железы, в которой образуется липаза, мо-

жет нарушаться переваривание жиров, и они выводятся 

в неизменном виде. Однако чаще всего наблюдается на-

рушение переваривания жиров при патологии печени и 

желчевыводящих путей, когда желчь либо не вырабаты-

вается, либо не поступает в кишечник в силу препятствий 

в желчевыводящих путях. Поскольку желчные кислоты 

являются активаторами липазы, эмульгаторами жиров, 

а также участвуют в процессе всасывания жирных кислот, 

то при их отсутствии резко нарушается процесс перева-

ривания липидов с выделением их в большом количестве 

с фекалиями (стеаторея). Определение активности липа-

зы применяется в клинике после взятия кишечного сока 

с помощью зонда для установления причины патологии 

переваривания липидов. В фармации метод исследова-

ния активности липазы необходим для контроля качества 

лекарственных препаратов (панкреатин, фестал, панзи-

норм и др.), содержащих этот фермент.

РАБОТА 45. ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ α-АМИЛАЗЫ В СМЕШАННОЙ 
СЛЮНЕ

α-Амилаза катализирует расщепление α-1,4-глюко-

зидных связей в крахмале, гликогене и родственных 

им полисахаридах до мальтозы и декстринов. У чело-

века α-амилаза секретируется поджелудочной и слюн-

ными железами, причем в сыворотке крови около 70% 

амилолитической активности приходится на слюнной 

изофермент, в моче приблизительно такой же процент 
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приходится на панкреатическую амилазу. Клиническое 

значение имеет определение активности α-амилазы в 

крови, моче и слюне.

Реактивы. Субстратно-буферный раствор для опреде-

ления амилазы (рН 7,0)*; йод, 0,01 н раствор*.

Оборудование. Штатив с пробирками, пипетки вме-

стимостью 0,1; 1 и 5 мл; термостат, КФК.

Материал. Разбавленная слюна. Полость рта тщатель-

но прополоскать водой, после чего из стаканчика набрать 

10 мл дистиллированной воды и в течение  5 мин сме-

шивать языком со слюной. Исходно разведенную слюну 

выпускают обратно в стаканчик.

Метод основан на определении количества негидро-

лизованного α-амилазой слюны крахмала, которое из-

меряется по цветной реакции с йодом.

Ход определения. В две пробирки — опытную и кон-

трольную — вносят по 0,5 мл субстратно-буферного рас-

твора и нагревают в термостате при 37 °С в течение 5 мин. 

Затем в опытную пробу добавляют 0,1 мл слюны, тща-

тельно перемешивают. Пробы (опытную и контрольную) 

инкубируют 7,5 мин при 37 °С  (время отсчитывают строго 

по секундомеру).

После инкубации в обе пробирки добавляют 0,5 мл 

0,1 н раствора йода, а в контрольную пробу — 0,1 мл слю-

ны. Объем проб доводят до 5 мл дистиллированной водой 

и фотометрируют на КФК против воды при 630–690 нм 

в кювете с толщиной слоя 1 см.

Расчет. Активность α-амилазы в слюне рассчитывают 

по формуле:

(Е
к
–Е

оп
) · 0,2 · 10000 · 10

х =  ––––––––––––––––––––––––––––––––––– ,

 Е
к
 · 450

где х — активность α-амилазы, выраженная в мг гидроли-
зованного крахмала 1 л слюны за 1 с инкубации при 37  °С; 
Е

к
 — экстинкция контрольной пробы; Е

оп
 — экстинкция 
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опытной пробы;  0,2 — количество крахмала в мг в пробе; 
10 000 — пересчет на 1 л слюны; 450 — пересчет на 1 с ин-
кубации; 10 — разведение слюны.

Практическое значение работы. Активность α-ами-

лазы слюны у здоровых лиц подвержена значительным 

колебаниям. В норме активность α-ами лазы слюны со-

ставляет 120–250 мг/(с · л). Амилолитическая активность 

слюны снижается у больных пародонтозом и возрастает 

при сахарном диабете. Глюкоза активирует у людей секре-

цию слюнными железами α-амилазы. При подавлении 

активности α-амилазы слюны происходит значительное 

снижение кариесогенности крахмалсодержащей пищи. 

Активность α-амилазы снижается при повышенном со-

держании органических кислот в слюне за счет снижения 

рН слюны.
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ОБМЕНОБМЕН

(биоэнергетика)(биоэнергетика)
Существует два основных типа энергетики живых 

организмов — фототрофный и хемотрофный. Первым 

обладают растения и фотосинтезирующие микроорга-

низмы, которые преобразуют энергию солнечного света 

в энергию фосфатных связей АТФ, а вторым — клетки 

организмов, в том числе человека и животных, исполь-

зующие для образования АТФ энергию окислительно-

восстановительных реакций.

Основная часть энергии в тканях человека и живот-

ных образуется аэробным путем в ходе окислительного 

фосфорилирования в митохондриях. Анаэробное обра-

зование энергии происходит в процессе гликолиза (гли-

когенолиза). Однако он играет вспомогательную роль.

Упрощенно аэробное образование энергии можно 

представить следующей схемой:

    S — H2                         S — H2          ФАД•Н
2

½О2

НАД•Н2     ФП     FeS — ПР1          KoQ     b     FeS — ПР2          с1      с     а     а
3

Н2О

АТФ                                        АТФ                            АТФ
 I                                               II                                 III
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Эффективность этого процесса зависит от активно-

сти дегидрогеназного звена (т.е. от наличия субстратов 

окисления S·H
2
 и активности дегидрогеназ), которое 

обеспечивает поступление водорода, связанного с НАД 

или ФАД, на дыхательную цепь митохондрий, а также от 

сопряжения дыхания и фосфорилирования.

1. ИССЛЕДОВАНИЕ ПРОЦЕССОВ БИОЛОГИЧЕСКОГО 
ОКИСЛЕНИЯ В ЖИВОТНЫХ ТКАНЯХ 

РАБОТА 46. ОБНАРУЖЕНИЕ ЦИТОХРОМОКСИДАЗЫ 
В МЫШЕЧНОЙ ТКАНИ

Цитохромоксидаза, или комплекс цитохромов а + а
3
, 

является заключительным компонентом дыхательной 

цепи митохондрий животных и растительных клеток. 

Этот фермент переносит электроны на кислород. Он 

прочно связан с внутренней мембраной митохондрий и 

извлекается только при ее разрушении. Цитохромокси-

даза может окислять ряд синтетических субстратов, на-

пример α-нафтол и N,N′-диметил-n-фенилендиамин 

(реактив НАДИ, названный по первым слогам обоих 

соединений). Реактив НАДИ используется для обнару-

жения этого фермента в тканях.

Реактивы. Реактив «НАДИ»*.

Оборудование. Ступка с пестиком; воронка для филь-

трования; фильтровальная бумага; ножницы; стеклянные 

палочки; марля; пипетки вместимостью 1 мл; мерный 

цилиндр; водяная баня; аптечные весы с разновесами.

Материал. Мышечная ткань (свежая) забитого живот-

ного.

Метод основан на образовании в ходе реакции окис-

ления диметил-n-фенилендиамина и α-нафтола цито-

хромоксидазой индофенолового голубого, интенсивность 

синей окраски которого пропорциональна активности 

фермента:
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αN,N   �

Ход определения. 5 г мышечной ткани измельчают 

ножницами и тщательно растирают в ступке, добавляя 

порциями 20 мл дистиллированной воды. Мышечную 

кашицу фильтруют через двойной слой марли и много-

кратно промывают дистиллированной водой до бесцвет-

ной окраски промывных вод.

Бесцветную массу, которая содержит цитохромокси-

дазу, комплекс цитохромов и некоторые дегидрогена-

зы, отжимают между листами фильтровальной бумаги. 

Полученный остаток кашицы делят на три части: одну 

переносят в пробирку, а две другие оставляют на филь-

тровальной бумаге.

К кашице в пробирке приливают 1 мл дистиллирован-

ной воды и кипятят содержимое на водяной бане 1 мин. 

Пробирку охлаждают, осторожно сливают жидкость и 

мышечную кашицу с помощью стеклянной палочки 

переносят на другой лист фильтровальной бумаги.

На первую порцию мышечной кашицы (кипяченую) 

и вторую (некипяченую) наносят по 2–3 капли реактива 

НАДИ, третью (тоже некипяченую) — сначала смачива-

ют раствором азида натрия, а через 3 мин на нее наносят 

2–3 капли реактива НАДИ. Сравнивают характерные 

окраски проб.

Оформление работы. Результаты оформить в виде та-

блицы.
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№ 
пробы

Материал Фермент Субстраты

Условия опыта
Окраска 

пробытемпературная 
обработка

ингибиторы

Практическое значение работы. Цитохромоксидаза как 

гемсодержащий белок очень чувствительна к действию 

цианидов, сульфидов, азидов и прочих веществ, взаи-

модействующих с железом гема. При отравлении этими 

соединениями происходит угнетение цитохромоксида-

зы и развивается гистотоксическая гипоксия, т.е. кисло-

родное голодание тканей, связанное с невозможностью 

использовать кислород как акцептор электронов и про-

тонов в дыхательной цепи митохондрий. Метод выявле-

ния цитохромоксидазы реактивом НАДИ используется 

в клинике и цитологии для выявления этого фермента в 

биоптатах и мазках клеток крови с целью диагностики 

нарушений тканевого дыхания.

РАБОТА 47. ДЕМОНСТРАЦИЯ ПРОЦЕССА ОКИСЛИТЕЛЬНОГО 
ФОСФОРИЛИРОВАНИЯ И ДЕЙСТВИЯ 

НА НЕГО РАЗОБЩИТЕЛЕЙ
Для исследования окислительного фосфорилиро-

вания определяют величину поглощения кислорода в 

тканях и одновременно убыль добавленного в среду не-

органического фосфата. Это позволяет вычислить коэф-

фициент фосфорилирования — Р/О. Потребление кис-

лорода тканями при окислении субстратов не является 

достоверным показателем интенсивности окислитель-

ного фосфорилирования, поскольку кислород расходу-

ется и в других, немитохондриальных, реакциях. Кроме 

того, активная утилизация его еще не означает анало-

гичного по интенсивности фосфорилирования, т.е. эти 

два процесса могут быть в той или иной степени разоб-

щены. Использование неорганического фосфата в ре-
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акции этерификации: Ф
н
+АДФ→АТФ — происходит не 

только в ходе окислительного фосфорилирования, но и в 

гликолизе. При отсутствии в среде субстратов гликолиза 

или при ингибировании его и при создании необходимых 

условий для функционирования дыхательной цепи ми-

тохондрий можно считать, что почти весь Ф
н
 расходуется 

в ходе окислительного фосфорилирования и его убыль 

является индикатором этого процесса.

Реактивы. Хлорид калия, 0,15 М раствор; К-фосфатный 

буфер (рН 7,4), приготовленный из KH
2
PO

4
 (содержа-

ние неорганического фосфора 0,1 моль/л); малат на-

трия, 0,16  М раствор; хлорид магния, 0,6 М раствор; 

фторид натрия, 5,7 М раствор; АДФ, динатриевая соль, 

9,1 · 10-2 М раствор; сукцинат натрия, 0,3 М раствор; 2,4-

динитрофенол, 0,01 М раствор; азид натрия, 1 М раствор; 

трихлоруксусная кислота, 10%-ный раствор; реактив мо-

либдата аммония*; аскорбиновая кислота, 1%-ный рас-

твор на 0,1 М растворе соляной кислоты.

Оборудование. Штатив с пробирками; гомогенизатор 

с пестиком из тефлона; моторчик для гомогенизации; пи-

петки вместимостью 1 мл; бюретка вместимостью 25 мл; 

стеклянные палочки; воронка со складчатым бумажным 

фильтром; водяная баня с лабораторным термометром 

или баня аппарата Варбурга; часы; КФК.

Материал. Печень белой крысы.

Метод основан на измерении расхода добавленного 

неорганического фосфата Ф
н
 в ходе реакции окислитель-

ного фосфорилирования в митохондриях, содержащих-

ся в гомогенатах печени. Использование Ф
н
 в гликолизе 

блокируется содержащимся в среде инкубации фторидом 

натрия.

О действии разобщителя (2,4-динитрофенол) и ин-

гибитора (азид натрия) окислительного фосфорилиро-

вания также судят по убыли неорганического фосфата 

в присутствии малата как субстрата окисления.
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Неорганический фосфат утилизируется по схеме:

H
3
PO

4
 + АДФ → АТФ + H

2
O.

Определение содержания Ф
н
 до и после инкубации 

основано на реакции, приведенной в работе 13.

Ход определения. Животное забивают, извлекают пе-

чень и погружают ее в чашку Петри с раствором хлорида 

калия, стоящую на льду или на снегу. Тщательно про-

мывают печень от крови средой выделения и промокают 

фильтровальной бумагой.

Навеску около 2 г отмытой ткани печени переносят 

на часовое стекло или в чашку Петри, стоящую на льду, 

и мелко измельчают ножницами. Измельченную ткань 

помещают в стакан гомогенизатора, куда предваритель-

но налито 18 мл охлажденного раствора хлорида калия. 

Стакан гомогенизатора помещают в лед или снег, нахо-

дящийся в мешочке.

Ткань гомогенизируют в течение 40–50 с при враще-

нии пестика 800–1200 об/мин, делая 40–50 движений 

стаканчика вверх-вниз.

В пять пробирок наливают по 1 мл инкубационной 

смеси следующего состава.

Компоненты
Состав смеси (в мл) в пробирках

1 2 3 4 5

К-фосфатный буфер (рН 7,4) 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3

Малат натрия 0,1 — — 0,1 0,1

Сукцинат натрия — 0,1 — — —

Хлорид магния 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

Фторид натрия 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

АДФ·Na
2

0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

Дистиллированная вода 0,3 0,3 0,4 0,2 0,2

2,4-Динитрофенол — — — 0,1 —

Азид натрия — — — — 0,1

Вносят во все пробы по 2 мл полученного гомогената 

печени, перемешивают стеклянной палочкой и помеща-
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ют в штатив водяной бани при 37 °С, снабженной устрой-

ством для встряхивания пробирок. Отмечают время на-

чала инкубации.

Через 30 мин инкубации реакции во всех пробах оста-

навливают, добавляя к каждой по 1 мл раствора трихлор-

уксусной кислоты. Содержимое их перемешивают и 

фильтруют в другие пробирки через складчатый бумаж-

ный фильтр.

Из каждой пробы отбирают по 1 мл безбелкового 

фильтрата в чистые пробирки и приливают к ним по 1 мл 

реактива молибдата аммония и по 1 мл раствора аскорби-

новой кислоты. Перемешивают содержимое стеклянной 

палочкой, затем из бюретки добавляют по 7 мл дистилли-

рованной воды и вновь перемешивают. Оставляют стоять 

5 мин для развития окрашивания.

Перед фотометрией готовят стандартную пробу, 

для чего в пробирку вносят 0,1 мл фосфатного буфера, 

0,9 мл трихлоруксусной кислоты, 1 мл реактива мо-

либдата аммония и 1 мл раствора аскорбиновой кис-

лоты. Содержимое перемешивают, затем добавляют из 

бюретки 7 мл дистиллированной воды и опять пере-

мешивают. Оставляют стоять 5 мин для развития окра-

шивания.

Фотометрируют опытную и стандартную пробы про-

тив контрольной (1 мл трихлоруксусной кислоты и 9 мл 

дистиллированной воды) на КФК при 630–690 нм (крас-

ный светофильтр) в кювете с толщиной слоя 0,5 см.

Расчет. Содержание неорганического фосфора х 

(в  мкмоль) в пробах рассчитывают по формуле:

Е
оп 

· 10

х = —————  ,

Е
ст

где Е
оп

 — экстинкция опытной пробы; Е
ст

 — экстинкция 
стандартной пробы; 10 — количество неорганического фос-
фора в стандартной пробе, мкмоль. 
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Убыль Ф
н
 рассчитывают по разнице между количе-

ством его в стандартной и соответствующей опытной 

пробах.

Оформление работы. Полученные данные внести в та-

блицу.

№ пробы
Субстрат 

окисления
Разобщители 
и ингибиторы

Содержание Ф
н
 

в пробе, мкмоль
Убыль Ф

н
, мкмоль

В выводе указать возможность протекания окисли-

тельного фосфорилирования без субстрата окисления и 

особенность действия на него разобщителей и ингиби-

торов; отметить практическое значение обнаруженных 

феноменов.

Практическое значение работы. Клетки и ткани организ-

ма человека отличаются друг от друга скоростью дыхания и 

связанного с ним фосфорилирования. Наиболее активное 

окислительное фосфорилирование отмечается в тканях, 

богатых митохондриями, например в почках, сетчатке 

глаза, корковом веществе головного мозга, сердце, пече-

ни; менее развит этот процесс в скелетных мышцах, коже, 

а в эритроцитах человека он вообще отсутствует. В клинико-

биохимических исследованиях используются методы опре-

деления окислительного фосфорилирования в лейкоцитах 

крови и биоптатах для оценки энергетического обмена при 

различных патологических состояниях, а также для изу-

чения действия лекарств и ядов, которые могут проявлять 

свойства разобщителей или ингибиторов.

РАБОТА 48. ВЫЯВЛЕНИЕ ГЛИКОЛИЗА 
В МЫШЕЧНОЙ ТКАНИ

Для оценки вклада гликолиза в энергетику клеток 

измеряют скорость этого процесса при оптимальных 

условиях. С этой целью добавляют в среду, содержащую 

исследуемый материал (клетки, срезы или кусочки тка-

ней, гомогенат ткани), один из субстратов гликолиза 
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(гликогенолиза), чаще всего глюкозу, гликоген, фрукто-

зобисфосфат и др., необходимые кофакторы и создают 

анаэробные условия. Обязательным компонентом при 

изучении скорости гликолиза является неорганический 

фосфат, который расходуется в этом процессе на обра-

зование АТФ из АДФ. Индикаторами гликолиза служат 

скорость убыли глюкозы или накопления молочной кис-

лоты, а также потребление Ф
н
 при анаэробном распаде 

углеводов в тканях.

Реактивы. Фосфатный буфер, 0,1 М раствор с рН 8,0*; 

глюкоза, 10 г/л раствор, свежеприготовленный; трих-

лоруксусная кислота, 100 г/л раствор; сульфат меди (II), 

100 г/л раствор; серная кислота, конц.; гваякол, 1,0 г/л 

раствор в 70%-ном этаноле; о-толуидиновый реактив*; 

фторид натрия, 3 М раствор; вазелиновое масло; оксид 

кальция, порошок, навески по 0,25 г в бумажных паке-

тиках.

Оборудование. Водяная баня с лабораторным термо-

метром; штатив с пробирками; пипетки вместимостью 1 

и 2 мл; глазные пипетки; воронки со складчатыми бумаж-

ными фильтрами; стеклянные палочки; аптечные весы 

с разновесами.

Материал. Мышечная ткань (свежая) забитого живот-

ного.

Метод основан на выявлении убыли глюкозы и на-

копления молочной кислоты в среде под действием 

ферментов гликолиза мышечной ткани в присутствии 

и в отсутствие фторида натрия, являющегося ингиби-

тором гликолиза. Глюкоза обнаруживается по реакции 

с о-толуидином, в результате чего образуется окрашен-

ное соединение зеленого цвета при нагревании в среде с 

уксусной кислотой. Молочная кислота при нагревании 

с концентрированной серной кислотой превращается в 

ацетальдегид, дающий с гваяколом характерное красное 

окрашивание.
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Ход определения. В три пробирки отмеривают по 2 мл 

фосфатного буфера и по 1 мл раствора глюкозы. Затем 

в первую пробу добавляют 1 мл раствора трихлоруксусной 

кислоты, а во вторую — 0,2 мл раствора фторида натрия. 

Мышечную ткань тщательно измельчают ножницами и 

вносят во все пробирки по 1 г мышечной кашицы, содер-

жимое тщательно перемешивают стеклянной палочкой 

и приливают 10 капель вазелинового масла (для защиты 

от кислорода воздуха). Пробирки выдерживают на во-

дяной бане при 37 °С в течение 30 мин. После инкубации 

во вторую и третью пробы добавляют по 1 мл раствора 

трихлоруксусной кислоты и перемешивают. Содержи-

мое всех пробирок фильтруют через бумажный фильтр в 

чистые пробирки. С фильтратом проделывают реакции 

на глюкозу и молочную кислоту.

Для проведения реакции на глюкозу берут по 0,1 мл 

фильтрата, переносят его в чистые пробирки и добав-

ляют в них по 0,4 мл воды и по 2,0 мл о-толуидинового 

реактива. Помещают пробирки в водяную кипящую 

баню на 8 мин, после чего охлаждают под струей хо-

лодной воды. Сравнивают интенсивность окраски ис-

следуемых проб.

Для проведения реакции на молочную кислоту к 

оставшемуся фильтрату в обеих пробах добавляют по 

5 капель раствора сульфата меди и по 0,25 г оксида каль-

ция (для осаждения углеводов, которые мешают обна-

ружению молочной кислоты). Пробы оставляют стоять 

10 мин при комнатной температуре, периодически встря-

хивая их. Затем содержимое пробирок фильтруют через 

бумажный фильтр в две чистые пробирки, помещенные 

в лед или снег. Отбирают по 10 капель фильтрата и осто-

рожно добавляют в каждую из них по 30 капель концен-

трированной серной кислоты. Все пробирки помещают 

на 5 мин в кипящую водяную баню (для превращения 

молочной кислоты в ацетальдегид). Затем пробирки 
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охлаждают и добавляют по 2 капли спиртового раствора 

гваякола. Через 20 мин сравнивают интенсивность окра-

шивания в пробах.

Оформление работы. Результаты оформить в виде та-

блицы.

Исследуемая 
проба

Субстрат Ингибитор
Реакция 

на глюкозу
Реакция на молочную 

кислоту

Сделать вывод о наличии гликолиза в мышечной тка-

ни и о методических подходах к его изучению.

Практическое значение работы. При анаэробном 

распаде углеводов образуется две молекулы АТФ на 

одну молекулу расщепленной глюкозы, что является 

важным дополнительным источником образования 

энергии. В эритроцитах гликолиз — единственный 

способ производства энергии. В анаэробных условиях, 

когда организм испытывает недостаток кислорода, этот 

путь образования энергии — основной для сохранения 

жизнедеятельности тканей. В эксперименте и клинике 

определение скорости гликолиза в клетках крови и био-

птатах широко используется для оценки образования 

энергии анаэробным путем. Кроме того, этот метод по-

зволяет изучить механизм действия различных лекар-

ственных препаратов и ядов, которые могут оказывать 

отрицательное действие, блокируя одну из стадий фер-

ментативного процесса.

РАБОТА 49. АНАЛИЗ АДЕНИННУКЛЕОТИДОВ 
МЕТОДОМ ИОНООБМЕННОЙ ТОНКОСЛОЙНОЙ 

ХРОМАТОГРАФИИ
Реактивы. Стеклянные пластинки (9×12 см) с на-

несенным тонким слоем диэтиламиноэтилцеллюлозы 

(ДЭАЭ-целлюлоза), являющейся анионообменной смо-

лой; соляная кислота, 0,02 М раствор.
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Оборудование. Химический стакан; глазная пипетка; 

лист белой бумаги; вентилятор; хроматоскоп.

Материал. Аденозинтрифосфат натрия, 1%-ный рас-

твор для инъекций.

Метод основан на эффекте ионного обмена, состоя-

щего в том, что адениннуклеотиды, имеющие отрица-

тельный заряд, взаимодействуют с положительными 

группами ДЭАЭ-целлюлозы (неподвижная фаза), а при 

прохождении по адсорбенту раствора соляной кислоты 

нуклеотиды замещаются на анионы Cl-. При этом лег-

че всего вытесняется АМФ, из-за чего он продвигается 

дальше всех, затем АДФ и АТФ, который остается рядом 

с линией старта1. Просматривают хроматограмму в уль-

трафиолетовом свете, в котором нуклеотиды, вследствие 

поглощения при 260 нм, выглядят в виде темных  пятен.

Ход определения. Стеклянную пластину с ДЭАЭ-

целлюлозой кладут адсорбентом вверх на лист белой 

бумаги и, отступив от края пластинки на 2 см, проводят 

простым карандашом линию старта, а в центре очерчи-

вают кружок диаметром 3–4 мм для нанесения исследуе-

мой пробы. Наносят глазной пипеткой каплю раствора 

натрия аденозинтрифосфата в центр кружка и подсуши-

вают пятно на воздухе в течение 5 мин с помощью вен-

тилятора.

В химический стакан, который используют как хрома-

тографическую камеру, наливают раствор соляной кис-

лоты так, чтобы слой жидкости был высотой примерно 

1 см. Опускают конец пластинки с нанесенной пробой 

в раствор соляной кислоты. Для герметичности стакан 

закрывают лоскутом резиновой перчатки, натянув его 

и закрепив с помощью резинового колечка.

После того как фронт растворителя достигает верхнего 

края пластинки, ее вынимают из стакана и подсушива-

1 Методика модифицирована В.И. Глобиным.
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ют на воздухе с помощью вентилятора. Хроматограмму 

помещают в хроматоскоп и в ультрафиолетовом свете 

очерчивают простым карандашом темные пятна разде-

лившихся адениннуклеотидов.

Оформление работы. Зарисовать положение пятен 

адениннуклеотидов на хроматограмме и сделать вы-

вод о качестве исследуемого препарата АТФ для инъ-

екций.

Практическое значение работы. Разделение нуклео-

тидов методом тонкослойной ионообменной хромато-

графии используется для изучения состава нуклеотидов 

и определения их содержания в тканях, а также для рас-

чета энергетического заряда адениловой системы в норме 

и при различных патологических состояниях. В фарма-

ции этот метод используется для контроля качества пре-

паратов, содержащих адениннуклеотиды.

РАБОТА 50. ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ КРЕАТИНКИНАЗЫ 
В СЫВОРОТКЕ КРОВИ  ПО ЭННОРУ И РОЗЕНБЕРГУ

Реактивы. Креатинфосфат, 0,006 М раствор; аденозин-

дифосфат динатриевая соль, 6,0 г/л раствор; трис-буфер, 

0,1 М раствор с рН 7,2, содержащий 0,1 моль/л хлорида 

магния; сульфат цинка, 50 г/л раствор; гидроксид бария, 

50 г/л раствор; щелочной реактив, содержащий 160 г/л 

карбоната натрия и 60 г/л гидроксида натрия; диацетил, 

рабочий раствор; α-нафтол, 10 г/л раствор; креатин, 

стандартный раствор концентрации 0,1 ммоль/л.

Примечание. Все перечисленные реактивы, кроме 

трис-буфера, готовят перед употреблением.

Оборудование. Штатив с пробирками; стеклянные па-

лочки; пипетки вместимостью 1 мл; водяная баня с ла-

бораторным термометром; центрифуга лабораторная 

с  центрифужными весами.
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Материал. Сыворотка крови.

Метод основан на определении креатина, образующе-

гося из креатинфосфата под действием креатинкиназы, 

об активности которой судят по количеству выявляемого 

креатина. Креатин образует с диацетилом и α-нафтолом 

комплексное соединение, интенсивность розовато-

желтой окраски которого пропорциональна концентра-

ции креатина.

Ход определения. В две пробирки последовательно 

вносят следующие реактивы (объемы растворов указа-

ны в миллилитрах).

Реактив Опытная пробирка Контрольная пробирка

Трис-буфер 0,2 0,2

Дистиллированная вода 0,2 0,3

Креатинфосфат 0,1 0,1

Сыворотка крови 0,1 —

Обе пробирки помещают на 3 мин в водяную баню при 

37 °С, не вынимая из бани, прибавляют в них по 0,2 мл 

Makarova-2011-12-12.indd   180 15.12.2011   17:11:01



181

ЭНЕРГЕТИЧЕСКИЙ ОБМЕН (БИОЭНЕРГЕТИКА)

раствора АДФ (запускают креатинкиназную реакцию). 

Отмечают время начала инкубации.

Через 30 мин реакцию останавливают, последователь-

но добавляя в обе пробы по 0,2 мл гидроксида бария и 

сульфата цинка. Содержимое пробирок охлаждают и 

оставляют стоять 10 мин (для осаждения белка). Затем 

осадок отделяют центрифугированием при 3000 об/мин 

в течение 5–10 мин.

Отбирают по 0,5 мл надосадочной жидкости в две 

чистые пробирки и приливают в них по 3 мл дис-

тиллированной воды, по 1 мл раствора α-нафтола 

и по 0,5 мл рабочего раствора диацетила. Пробы 

тщательно перемешивают стеклянной палочкой и 

помещают на 20 мин в темное место для развития 

окрашивания.

Перед фотометрией готовят стандартную пробу и кон-

троль стандарта. Для этого в одну пробирку (стандартная 

проба) вносят 0,5 мл раствора креатина, 3 мл дистиллиро-

ванной воды, 1 мл α-нафтола и 0,5 мл рабочего раствора 

диацетила, а в другую (контроль стандарта) — те же реак-

тивы, только вместо раствора креатина добавляют 0,5 мл 

дистиллированной воды. Обе пробирки выдерживают 

в темноте 20 мин.

Измеряют экстинкцию опытной пробы против кон-

трольной и стандартной против контроля стандарта на 

КФК при 520–540 нм (светофильтр зеленый) в кювете с 

толщиной слоя 1 см.

Расчет. Активность креатинкиназы рассчитывают по 

формуле:

0,00005 · Е
оп

 · 1,2 · 2 · 10 000

х = ––––––––––––––––––––––––  ,

Е
ст

 · 0,5

где х — активность креатинкиназы, ммоль/(ч · л); 
0,00005 — содержание креатина в стандартной пробе, 
ммоль;  Е

оп
 — экстинкция опытной пробы против кон-

Makarova-2011-12-12.indd   181 15.12.2011   17:11:01



182

ПРАКТИКУМ ПО БИОЛОГИЧЕСКОЙ ХИМИИ

троля;  Е
ст

 — экстинкция стандартной пробы против 
контроля стандарта; 2 — коэффициент пересчета на 
час инкубации; 1,2 — объем проб до центрифугирования; 
0,5 — объем надосадочной жидкости, взятой на иссле-
дование; 10 000 — коэффициент пересчета на литр сы-
воротки крови.

После сокращения формула приобретает следующий 

вид:

2,4 · Е
оп

х = ——–––––—— .

Е
ст

Оформление работы. Рассчитать активность креа-

тинкиназы в сыворотке крови и по полученным дан-

ным сделать вывод о возможных изменениях актив-

ности фермента и причинах этих отклонений.

Практическое значение работы. Больше всего креа-

тинкиназы в мышечной (скелетные мышцы и сердце) 

и нервной тканях, в которых она участвует в перено-

се энергии. В остальных тканях и органах ее актив-

ность в 100–1000 раз ниже. Поэтому при повреждении 

клеток мышечной и нервной тканей или при заболе-

ваниях, вызывающих повышение проницаемости их 

мембран, имеет место «утечка» фермента из тканей и 

повышение его количества в крови. В норме актив-

ность креатинкиназы в сыворотке крови составляет 

0,30–0,70 ммоль/(ч · л). В клинической практике опре-

деление активности этого фермента используется при 

диагностике инфаркта миокарда (причем повышение 

активности его наблюдается через 3 ч после начала не-

кротического процесса и достигает максимума через 

24 ч), а также при дистрофии скелетных мышц, пора-

жении нервной ткани.
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2. АНАЛИЗ ПИГМЕНТОВ И ОКИСЛИТЕЛЬНЫХ 
ПРОЦЕССОВ ФОТОСИНТЕЗИРУЮЩИХ ОРГАНИЗМОВ

В клетках фотосинтезирующих организмов имеется 

система пигментов (хлорофиллы, фикобилины, каро-

тиноиды), избирательно улавливающих кванты света 

в видимой области спектра, которые затем трансфор-

мируются в энергию фосфатных связей АТФ. В темно-

вой период суток эти организмы преобразуют энергию 

окислительно-восстановительных реакций в энергию 

АТФ как хемотрофы.

В митохондриях животных и растительных клеток 

функционируют сходные ферменты биологического 

окисления и системы трансформации энергии в дыха-

тельной цепи. Исследование этих процессов проводится 

аналогичными методами, что и в гетеротрофных орга-

низмах. В то же время в растениях отмечается высокая 

активность ряда оксидаз (пероксидаза, полифенолокси-

даза и др.), принимающих участие в окислении вторич-

ных продуктов обмена.

РАБОТА 51. КАЧЕСТВЕННЫЕ РЕАКЦИИ 
НА ПИГМЕНТЫ РАСТЕНИЙ

Реактивы. Этанол, 96%-ный; бензин; гидроксид бария, 

насыщенный раствор; аскорбиновая кислота, кристал-

лическая; соляная кислота, 10%-ный раствор.

Оборудование. Водяная баня с лабораторным термо-

метром; штатив с пробирками; капельницы; пипетки 

вместимостью 5 мл; аптечные весы с разновесами; ступ-

ка с пестиком.

Материал. Листья крапивы сушеные.

а. Экстрагирование пигментов из листьев крапивы. 
Метод основан на способности хлорофилла и других 

пигментов под действием горячего спирта переходить 

в раствор, при этом хлорофилл при взаимодействии со 
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спиртом превращается в этилхлорофиллид — сложный 

эфир, в котором остаток фитола замещен остатком эти-

лового спирта.

Ход определения. 0,5 г сушеной крапивы растирают в 

ступке с 5,0 мл этилового спирта, переносят в пробирку 

и нагревают на водяной бане при 90–100 °С до закипания 

спирта. Содержимое фильтруют через бумажный фильтр 

в другую пробирку. Фильтрат, содержащий хлорофиллид,  

хлорофилл, ксантофилл и другие пигменты, имеет зеле-

ный цвет с интенсивной красной флюоресценцией. Его 

используют для исследования.

б. Разделение пигментов по Краусу. Метод основан на 

различной способности пигментов растворяться в бензи-

не: хлорофилл, хлорофиллид растворимы, а ксантофилл 

нерастворим в нем.

Ход определения. К 10 каплям полученного фильтрата 

прибавляют равный объем бензина, содержимое тща-

тельно встряхивают, постукивая пальцем по дну пробир-

ки. Наблюдают за окраской пигментов, содержащихся в 

разных растворителях.

в. Осаждение хлорофилла. Метод основан на способ-

ности эфирных групп при омылении раствором гидрок-

сида бария образовывать бариевые соли хлорофиллидов 

А и В, нерастворимых в воде; жидкость над осадком имеет 

желтую окраску вследствие присутствия в вытяжке каротина 

и ксантофилла.

Ход определения. К 10 каплям фильтрата добавляют 

20 капель раствора гидроксида бария и тщательно взбал-

тывают. Наблюдают за происходящими изменениями.

г. Восстановление хлорофилла аскорбиновой кислотой. 
Метод основан на способности аскорбиновой кислоты 

восстанавливать хлорофилл, приобретающий вследствие 

этого желтое окрашивание.

Ход определения. К 10 каплям фильтрата добавляют 

2 капли воды, несколько кристалликов аскорбиновой 
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кислоты и в течение 3–5 мин нагревают в водяной бане 

при 70–80 °С. Наблюдают за изменением окраски.

д. Получение феофитина из хлорофилла. Метод осно-

ван на способности соляной кислоты связывать ион 

магния, входящий в состав хлорофилла, с образованием 

феофитина, имеющего оливково-бурый цвет.

Ход определения. К 5 каплям фильтрата прибавляют 

1 каплю раствора соляной кислоты. Наблюдают за из-

менением окраски.

Оформление работы. Дать оценку качественным ре-

акциям на пигменты растений. В выводах обосновать 

значение хлорофилла и других пигментов для фотосин-

тетических процессов.

Практическое значение работы. Методы разделения и 

анализа пигментов фотосинтетического аппарата рас-

тений используются для изучения физико-химических 

свойств, фотохимической активности и характеристи-

ки их состава на разных стадиях онтогенеза растений и 

влияния на него факторов внешней среды.

РАБОТА 52. ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ 
ПЕРОКСИДАЗЫ В РАСТИТЕЛЬНОМ МАТЕРИАЛЕ 

ПО МЕТОДУ А.Н. БОЯРКИНА
Реактивы. Ацетатный буфер, 0,1 М раствор с рН 

5,4*; пероксид водорода, 0,03%-ный раствор; бензидин, 

0,92 г/л раствор на ацетатном буфере*.

Оборудование. Колбы вместимостью 25 мл; пипетки 

вместимостью 5 мл; центрифуга лабораторная с центри-

фужными весами; КФК.

Материал. Листья растений свежие.

Метод основан на непрерывном измерении свето-

поглощения бензидиновой сини, образующейся при 

окислении бензидина под действием пероксидазы. Ре-

акция описывается уравнением:
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Ход определения. Навеску 100 мг растительного мате-

риала помещают в ступку и растирают, прибавляя пор-

циями 10 мл дистиллированной воды. Растертую массу 

переносят в мерную колбу вместимостью 25 мл и доводят 

водой до метки. Содержимое колбы настаивают 10 мин, 

затем сливают в центрифужные пробирки и центрифу-

гируют 10 мин при 3000 об/мин.

Для определения активности фермента берут кювету 

с толщиной слоя 2 см и наливают в нее по 2 мл водной 

вытяжки из листьев, ацетатного буфера и раствора бензи-

дина. Ставят кювету в кюветодержатель и устанавливают 

стрелку прибора на нулевую отметку, затем добавляют 

2 мл раствора пероксида водорода пипеткой с широким 

носиком (чтобы сильная струя перемешала жидкость в 

кювете) и одновременно с добавлением пероксида вклю-

чают секундомер. Раствор в кювете начинает синеть и по 

мере нарастания интенсивности окраски стрелка прибо-

ра отклоняется. Отмечают время от начала приливания 

раствора пероксида водорода до достижения стрелкой 

гальванометра отметки 0,250. Повторяют определение 

трижды и берут среднее значение времени.

Расчет. Активность фермента рассчитывают по фор-

муле:
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ΔЕ · 25 · 1000

х = —––———————  ,

t · d 0,1 · 2

где х — активность пероксидазы, Е · с-1 · кг-1 (Е — единица 
экстинкции); ΔЕ — изменение экстинкции, равное 0,250; 
t — время реакции, с; d — толщина слоя кюветы, равная 2; 
1000 — коэффициент пересчета граммов в килограммы; 0,1 — 
навеска, г; 2 — объем пробы, мл.

После сокращений формула принимает вид:

15 625

х = ———–––—— .

t

Оформление работы. Рассчитать и сравнить актив-

ность пероксидазы в исследуемом материале; в выводе 

отметить биологическое значение фермента.

Практическое значение работы. Пероксидаза выполня-

ет две функции: собственно пероксидазную, т.е. окисляет 

вещества с участием пероксида водорода, и оксидазную, 

т.е. катализирует окисление субстратов за счет молеку-

лярного кислорода без участия пероксида водорода. Этот 

фермент проявляет перокисдазную активность в отно-

шении практически всех фенолов (пирокатехин, пиро-

галлол, галловая кислота, гваякол и др.), ароматических 

аминов (бензидин, n-фенилендиамин и др.), аскорбино-

вой кислоты, нитритов и т.д.

В то же время пероксидаза, обладая оксидазной функ-

цией, способна участвовать в окислении флороглюцина, 

НАД·Н
2
, НАДФ·Н

2
, индолилуксусной кислоты, оксалата, 

фенилпирувата и т.д.

В практике широко используют определение актив-

ности пероксидазы для оценки метаболизма ростовых 

веществ, лигнина и других вторичных продуктов обмена 
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при физиологических и патологических процессах. Пе-

роксидаза, выделенная из хрена, широко используется 

как аналитический реагент при проведении клинико-

биохимических исследований, поэтому метод измерения 

активности фермента необходим для контроля качества 

продажного препарата фермента.
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Методы исследования обмена углеводов необходимы 

для диагностики сахарного диабета и других эндокрин-

ных заболеваний, энзимопатий, функции печени, почек 

и т.д. Одним из информативных показателей состояния 

углеводного обмена является уровень глюкозы в крови, 

исследование которого чаще всего проводится в клинике. 

Реже прибегают к изучению содержания других сахаров 

и гликогена, а также к определению концентрации мо-

лочной и пировиноградной кислот. При наследственных 

нарушениях метаболизма углеводов известную диагно-

стическую ценность представляет определение актив-

ности участвующих в нем ферментов.

РАБОТА 53. ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ ГЛЮКОЗЫ В КРОВИ 
О-ТОЛУИДИНОВЫМ МЕТОДОМ

Реактивы. Трихлоруксусная кислота, 30 г/л раствор; 

о-толуидиновый реактив*; глюкоза, основной стандарт-

ный 27,8 ммоль раствор, свежеприготовленный.

Оборудование. Штатив с пробирками; пипетки вме-

стимостью 0,1, 1 и 5 мл; водяная баня; центрифуга с цен-

трифужными весами; КФК.

Материал. Кровь, взятая из пальца.

Метод основан на способности глюкозы при нагрева-

нии с о-толуидином в растворе уксусной кислоты давать 

зеленое окрашивание, интенсивность которого пропор-

циональна концентрации глюкозы.
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Ход определения. В центрифужную пробирку отмеря-

ют 0,9 мл раствора трихлоруксусной кислоты. Из пальца 

обследуемого берут микропипеткой 0,1 мл крови и вы-

дувают в пробирку с трихлоруксусной кислотой. Смесь 

в пробирке перемешивают встряхиванием и центрифу-

гируют 10 мин при 3000 об/мин.

Отбирают 0,5 мл центрифугута в другую пробирку и 

добавляют в нее 2 мл о-толуидинового реактива. Пробир-

ку помещают в кипящую водяную баню на 8 мин, после 

чего охлаждают под струей холодной воды.

Для постановки стандартной пробы вместо крови 

берут 0,1 мл разведенного в 5 раз стандартного раствора 

глюкозы, добавляют 0,9 мл раствора трихлоруксусной 

кислоты и с 0,5 мл полученной смеси проводят реакцию 

с о-толуидиновым реактивом.

Фотометрируют опытную и стандартные пробы на 

КФК при 590–650 нм (красный светофильтр) в кюве-

те с толщиной слоя 0,5 см против дистиллированной 

воды.

Расчет. Содержание глюкозы в крови х (ммоль/л) 

определяют по формуле:

Е
оп

 · С
ст

х = —————   ,

Е
ст

где Е
оп

 — экстинкция опыта; Е
ст

 — экстинкция стандарта; 
С

ст
 — концентрация глюкозы в стандартной пробе, равная 

5,55 ммоль/л.

Оформление работы. Рассчитать концентрацию глю-

козы в крови обследуемого и сделать вывод о причинах 

возможных изменений ее уровня.

Практическое значение работы. Методы, применяе-

мые для определения глюкозы, не всегда дают истинное 

содержание ее в крови, поэтому существуют понятия — 
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истинная глюкоза и сахар крови. Последний показатель 

включает всю сумму восстанавливающих углеводов и 

некоторые редуцирующие вещества неуглеводной при-

роды (глутатион, креатин, мочевая кислота). Поэтому 

содержание сахара в крови выше, чем показатель истин-

ной глюкозы.

Среди методов, позволяющих определить концентра-

цию истинной глюкозы в биологическом материале, сле-

дует отметить о-толуидиновый и глюкозооксидазный.

В норме содержание сахара в крови составляет 0,8–

1,2 г/л, а глюкозы — 2,8–4,0 ммоль/л (о-толуидиновый 

метод) или 3,33–5,55 ммоль/л (глюкозооксидазный ме-

тод). Увеличение уровня сахара в крови (гипергликемия) 

наблюдается при сахарном диабете, при избытке в орга-

низме глюкокортикоидов — гормонов коры надпочеч-

ников, при стрессовых состояниях, при употреблении 

с пищей большого количества углеводов и т.д. Низкое 

содержание сахара в крови (гипогликемия) имеет ме-

сто при голодании, нарушении всасывания глюкозы в 

тонком кишечнике (мальабсорбция), при избытке ин-

сулина в организме (гиперинсулинизм) и т.д.

РАБОТА 54. КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ 
СОДЕРЖАНИЯ ГЛЮКОЗЫ В КРОВИ 

ГЛЮКОЗООКСИДАЗНЫМ МЕТОДОМ
Реактивы. Трихлоруксусная кислота, 5%-ный раствор;  

натрия фосфат двузамещенный, 0,25 М раствор; раствор 

глюкозооксидазы*; фенолфталин, 0,5%-ный раствор; ра-

бочий реактив*.

Оборудование. Штатив с пробирками; пипетки вме-

стимостью 0,1; 1 и 2 мл; центрифуга с центрифужными 

весами; КФК.

Материал. Кровь, взятая из пальца.

Метод основан на способности глюкозооксидазы ка-

тализировать распад глюкозы с образованием перекиси 
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водорода. Образующаяся перекись водорода в присут-

ствии ионов меди окисляет фенолфталин до фенол-

фталеина, который в нейтральной среде бесцветен, а в 

щелочной окрашен в красный цвет.

Ход определения. В центрифужной пробирке смеши-

вают 0,03 мл крови и 1,5 мл раствора трихлоруксусной 

кислоты, центрифугируют 10 мин 3000 об/мин. Берут 

две чистые пробирки. В одну (опыт) наливают 1 мл над-

осадочной жидкости, в другую (контроль) — 1 мл раство-

ра трихлоруксусной кислоты. В обе пробирки добавляют 

2 мл раствора фосфата натрия и 2 капли (приблизитель-

но 0,1 мл) раствора глюкозооксидазы. Перемешивают и 

оставляют  при комнатной температуре на 1 ч, затем до-

бавляют 2 мл рабочего реактива и через 30 мин измеряют 

экстинкцию на КФК в кювете с толщиной слоя 1 см при 

530 нм (зеленый светофильтр).

Расчет. Проводят по калибровочному графику.

Оформление работы. По экстинкции рассчитывают 

содержание глюкозы в крови, сравнивают ее содержание 

с нормой и делают вывод о возможных отклонениях.

Практическое значение работы. Смотри работу 53.

РАБОТА 55. ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ МОЛОЧНОЙ КИСЛОТЫ В КРОВИ 
ПО БАРКЕРУ И САММЕРСОНУ

Реактивы. Трихлоруксусная кислота, 20%-ный рас-

твор; сульфат меди (II), 20%-ный и 4%-ный растворы; 

оксид кальция, порошок, навеска 0,5 г; серная кислота, 

конц.; n-гидроксидифенил, свежеприготовленный ще-

лочной раствор (50 мг n-гидроксидифенила растворяют 

в 3 мл 3%-ного раствора гидроксида натрия).

Оборудование. Водяная баня с лабораторным термо-

метром; штатив с пробирками; пипетки на 0,1 и 1 мл; 

стеклянные палочки; центрифуга с центрифужными 

весами; КФК.

Материал. Кровь, взятая из пальца.
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Метод основан на способности молочной кислоты при 

нагревании с концентрированной серной кислотой пере-

ходить в ацетальдегид, дающий с n-гидроксидифенилом 

характерную фиолетовую окраску, интенсивность которой 

пропорциональна концентрации молочной кислоты:

Ход определения. В центрифужную пробирку отмери-

вают 0,5 мл дистиллированной воды и вносят в нее 0,1 мл 

крови, взятой микропипеткой из пальца обследуемого. 

Микропипетку промывают той же водой.

К содержимому пробирки добавляют 1 мл раствора 

трихлоруксусной кислоты и помещают ее на 10 мин в лед 

(для лучшего осаждения белков), после чего центрифу-

гируют 5 мин при 3000 об/мин.

n
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Надосадочную жидкость сливают в чистую центрифуж-

ную пробирку, добавляют 0,5 мл 20%-ного раствора суль-

фата меди и 0,5 г порошка оксида кальция и тщательно 

перемешивают стеклянной палочкой. Появляется голубое 

окрашивание (если окрашивание зеленоватое, то проба 

дальнейшей обработке не подвергается). Смесь оставляют 

стоять на 30 мин, периодически помешивая стеклянной па-

лочкой. Затем ее центрифугируют 5 мин при 1000 об/мин.

Надосадочную жидкость сливают в чистую пробирку, 

приливают 1 каплю 4%-ного сульфата меди и осторожно 

наслаивают 3 мл концентрированной серной кислоты, 

погрузив при этом пробирку в лед и непрерывно поме-

шивая содержимое стеклянной палочкой. После этого 

пробирку помещают в кипящую водяную баню на 5 мин 

и затем охлаждают ее в водяной бане до 20 °С.

К охлажденной смеси приливают 1 каплю (0,05 мл) 

щелочного раствора n-гидроксидифенила и ставят про-

бирку в водяную баню при 30 °С на 30 мин, время от вре-

мени взбалтывая содержимое. В пробирке за это время 

развивается голубое окрашивание. Пробирку помещают 

на 90 с (точно!) в бурно кипящую водяную баню. За это 

время голубая окраска переходит в фиолетовую. Затем 

смесь охлаждают и фотометрируют на КФК при 540 нм 

(светофильтр зеленый) в кювете с толщиной слоя 1 см 

против воды.

Расчет. Содержание молочной кислоты х (ммоль/л) 

определяют по формуле:

с · 1000

х = ———–––——  ,

0,1·1000

где с — количество молочной кислоты в пробе, найденное 
по калибровочному графику, ммоль; 0,1 — объем крови, взя-
тый на исследование, мл; 1000 в числителе — коэффициент 
пересчета на 1 л крови; 1000 в знаменателе — коэффициент 
перевода мкмоль в ммоль.

Makarova-2011-12-12.indd   194 15.12.2011   17:11:03



195

ОБМЕН УГЛЕВОДОВ

Оформление работы. Рассчитать содержание молоч-

ной кислоты в крови обследуемого. В выводе указать на 

возможные сдвиги концентрации молочной кислоты и 

их причины.

Практическое значение работы. В норме содер-

жание молочной кислоты в крови составляет 0,50–

2,50 ммоль/л. Увеличение ее содержания может на-

блюдаться при усиленной мышечной работе, при 

заболеваниях, сопровождающихся развитием гипоксии 

(недостаточность сердечной деятельности, хронические 

бронхиты, анемия и т.д.).

РАБОТА 56. ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ ПИРОВИНОГРАДНОЙ КИСЛОТЫ 
В КРОВИ  ПО ФРИДЕМАНУ И ХАУГЕНУ

Реактивы. Трихлоруксусная кислота, 5%-ный раствор; 

2,4-динитрофенилгидразин (2,4-ДНФГ), 0,1%-ный раствор 

в 2 М растворе соляной кислоты; толуол; карбонат натрия, 

10%-ный раствор; гидроксид натрия, 1,5 М раствор.

Оборудование. Пенициллиновые флакончики с по-

лиэтиленовыми пробками; штатив с пробирками; пипет-

ки вместимостью 1 и 5 мл; бюретка вместимостью 25 мл; 

пипетка с резиновой грушей; центрифуга с центрифуж-

ными весами; КФК.

Материал. Кровь.

Принцип метода – см. работу 35.

Ход определения. В центрифужную пробирку вносят 

1 мл крови, приливают 4 мл раствора трихлоруксусной 

кислоты, перемешивают встряхиванием и центрифуги-

руют 10 мин при 3000 об/мин.

В пенициллиновый флакон отбирают 1 мл центрифу-

гата, прибавляют 2 мл воды и 1 мл раствора 2,4-ДНФГ, 

перемешивают встряхиванием, закрывают пробкой и 

ставят в темное место на 20 мин.

К содержимому флакона добавляют 5 мл толуола, за-

крывают флакон пробкой и встряхивают 3 мин. После 
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расслоения фаз отсасывают пипеткой с резиновой гру-

шей нижний слой и отбрасывают его.

К оставшемуся во флаконе слою толуола приливают 

4 мл раствора карбоната натрия, закрывают флакон проб-

кой и встряхивают 3 мин. После расслоения жидкостей 

отбирают из нижнего слоя 3 мл в пробирку и добавляют в 

нее 3 мл раствора гидроксида натрия (появляется красно-

бурое окрашивание).

Через 5 мин фотометрируют пробу на КФК при 415 нм 

(светофильтр синий) в кювете с толщиной слоя 1 см про-

тив воды.

Расчет. Содержание пировиноградной кислоты х 

(ммоль/л) определяют по формуле:

с · 1000 · 3

х = ——————  ,

4 · 1000

где с — количество пировиноградной кислоты в про-
бе, найденное по калибровочному графику, мкмоль; 1000 
в числителе — коэффициент пересчета на литр крови; 
1000 в знаменателе — коэффициент пересчета мкмоль 
в ммоль; 4 — объем добавленного раствора карбоната на-
трия, мл; 3 — объем раствора карбоната натрия, ото-
бранного для проведения реакции, мл.

Оформление работы. По полученному значению экс-

тинкции рассчитать содержание пировиноградной кис-

лоты в крови и сделать вывод о причине возможных его 

изменений.

Практическое значение работы. В норме содержание 

пирувата в крови составляет 0,1–0,13 ммоль/л. Его уро-

вень повышается при недостатке в организме тиамина 

(витамина В
1
), а также в результате действия ингиби-

торов пируватдегидрогеназного комплекса (арсенат, 

люизит и др.).
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Для изучения состояния липидного обмена в орга-

низме используется определение содержания липидных 

компонентов в биологических жидкостях. Разные ли-

пиды входят в состав сложноорганизованных комплек-

сов — липопротеинов — или адсорбируются белками, 

в основном альбуминами, плазмы крови. В крови со-

держатся хиломикроны, образующиеся в слизистой тон-

кого кишечника и поступающие в нее с лимфой, пре-β-

липопротеины (липопротеины очень низкой плотности), 

β-липопротеины (липопротеины низкой плотности) и 

α-липопротеины (липопротеины высокой плотности). 

Апопротеины трех последних классов липопротеинов 

синтезируются в печени, поэтому по содержанию липо-

протеинов в крови судят не только о липидном обмене, 

но и  о функции печени.

При исследовании обмена липидов в клинике опреде-

ляют содержание липопротеинов, общих липидов, вклю-

чающих сумму всех липидных веществ сыворотки или 

плазмы крови, а также отдельные их фракции — триа-

цилглицерины, неэтерифицированные жирные кислоты, 

свободный и этерифицированный холестерин, фосфо-

липиды.

РАБОТА 57. ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ СУММАРНЫХ ЛИПИДОВ 
В СЫВОРОТКЕ КРОВИ ПО РЕАКЦИИ 

С СУЛЬФОФОСФОВАНИЛИНОВЫМ РЕАКТИВОМ
Реактивы. Серная кислота, конц.; фосфованилино-

вый реактив*.
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Оборудование. Штатив с пробирками; пипетки для от-

меривания сильных кислот; пипетки вместимостью 0,1; 1 

и 10 мл; стеклянные палочки; водяная баня; КФК.

Материал. Сыворотка крови.

Метод основан на способности продуктов распада 

ненасыщенных липидов образовывать с фосфованили-

новым реактивом соединение, интенсивность окраски 

которого пропорциональна содержанию общих липидов 

в сыворотке крови.

Ход определения. В опытную пробирку (сухую!) вносят 

0,1 мл сыворотки крови и 2,9 мл концентрированной сер-

ной кислоты (осторожно! специальными пипетками!), а в 

контрольную — 0,1 мл дистиллированной воды и 2,9 мл 

концентрированной серной кислоты. Содержимое обеих 

пробирок тщательно перемешивают стеклянной палочкой 

и помещают в кипящую водяную баню на 10 мин (осто-
рожно!). Затем обе пробирки быстро охлаждают под струей 

холодной воды до комнатной температуры. Из опытной и 

контрольной пробирок отбирают по 0,2 мл охлажденного 

содержимого в другие пробирки, в которые предваритель-

но наливают по 3 мл фосфованилинового реактива.

После тщательного перемешивания стеклянной па-

лочкой пробы ставят на 45 мин в темное место при ком-

натной температуре (для развития окрашивания).

Фотометрируют опытную пробу против контрольной 

на КФК при 500–560 нм (зеленый светофильтр) в кювете 

с толщиной слоя 0,5 см.

Расчет. Содержание общих липидов в сыворотке кро-

ви х (г/л) определяют по формуле:

m · 10 000 · 3

х = ———————  ,

0,2 · 1000

где m — масса общих липидов в пробе, найденная по калибро-
вочному графику (рис. 6), мг; 10 000 — коэффициент пересче-
та на 1 л сыворотки крови; 1000 — коэффициент пересчета 

Makarova-2011-12-12.indd   198 15.12.2011   17:11:03



199

ОБМЕН ЛИПИДОВ

мг в г; 3 — общий объем исходной смеси (0,1 мл сыворотки 
крови + 2,9 мл концентрированной серной кислоты), мл; 0,2 — 
объем смеси, взятой для проведения цветной реакции, мл.

Оформление работы. По найденному значению экс-

тинкции рассчитать содержание общих липидов в крови, 

указав на возможные изменения в их содержании и при-

чину этих изменений.

 

Рис. 6. Калибровочный график для определения 

содержания общих липидов сыворотки крови

Практическое значение работы. Нормальное содержа-

ние общих липидов в сыворотке крови (нормолипемия) 

составляет 4,0–8,0 г/л. При физиологических условиях 

увеличение содержания липидов в крови (гиперлипе-

мия) наблюдается через 1–4 ч после принятия богатой 

жирами пищи. Натощак уровень общих липидов сни-

жается (гиполипемия). Гиперлипемия проявляется при 

многих патологических состояниях: сахарном диабете 

(может быть до 20,0 г/л), заболеваниях почек (липоид-

ный нефроз), поражении печени (цирроз, острый гепа-

тит), ожирении, врожденной гиперлипемии, атероскле-

розе и у лиц, зло употребляющих алкоголем.
1 Здесь и далее приведены примерные калибровочные графики.
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РАБОТА 58. ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ 
β- И ПРЕ-β-ЛИПОПРОТЕИНОВ СЫВОРОТКИ КРОВИ 

ТУРБИДИМЕТРИЧЕСКИМ МЕТОДОМ  ПО БУРШТЕЙНУ И САМАЙ
Реактивы. Хлорид кальция, 0,025 М раствор; гепарин, 

содержащий 1000 единиц в 1 мл.

Оборудование. Микропипетки; КФК.

Материал. Сыворотка крови.

Метод основан на способности гепарина образовывать 

с β- и пре-β-липопротеинами сыворотки крови комплекс, 

который под действием хлорида кальция выпадает в оса-

док. Степень помутнения раствора пропорциональна со-

держанию этих липопротеинов в сыворотке крови.

Ход определения. В контрольную и опытную кюветы 

КФК с толщиной слоя 0,5 см наливают по 2 мл хлори-

да кальция. Устанавливают шкалу прибора на нулевую 

отметку при 720 нм (красный светофильтр). В опытную 

кювету приливают микропипеткой 0,2 мл сыворотки, не-

сколько раз промывая пипетку. Отмечают исходное зна-

чение экстинкции (Е
1
). Затем добавляют микропипеткой 

0,04 мл гепарина, несколько раз промывая ее, и переме-

шивают содержимое кюветы. Ровно через 4 мин (по се-

кундомеру) вновь измеряют экстинкцию (Е
2
).

Расчет. Содержание β- и пре-β-липопротеинов х (г/л) 

в сыворотке крови определяют по формуле:

х = (Е
2
 – Е

1
) · 11,65,

где 11,65 — эмпирический коэффициент пересчета содер-
жания β- и пре-β-липопротеинов на г/л.

Оформление работы. По полученным значениям экс-

тинкции рассчитать содержание определяемых липопро-

теинов в сыворотке крови и сделать вывод о возможных 

их изменениях.

Практическое значение работы. В норме содержание 

β- и пре-β-липопротеинов в сыворотке крови составля-
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ет 3,6–6,5 г/л. Наиболее часто наблюдается увели чение 

содержания β-липопротеинов в сыворотке крови. Оно 

тесно связано с повышением содержания холестерина в 

крови, так как им наиболее богаты β-липопротеины. По-

вышение β- и пре-β-липопро теинов имеет место при за-

болеваниях, связанных с нарушением липидного обмена 

(атеросклероз, сахарный диабет и др.). Уровень их изме-

няется при нарушении функции печени (гепатиты).

РАБОТА 59. ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ ХОЛЕСТЕРИНА 
В СЫВОРОТКЕ КРОВИ ПО МЕТОДУ ИЛЬКА

Реактивы. Реактив Илька*.

Оборудование. Пипетка для отмеривания концентри-

рованных кислот; термостат, отрегулированный на 37 °С; 

микропипетки; штатив с пробирками; КФК.

Материал. Сыворотка крови.

Метод основан на реакции Либермана–Бурхарда (см. 

работу 20, б). Интенсивность изумрудно-зеленой окра-

ски пропорциональна содержанию холестерина.

Ход определения. В пробирку вносят 2,1 мл реактива 

Илька и приливают 0,1 мл негемолизированной сыво-

ротки крови, которую добавляют медленно, чтобы она 

стекала по стенке пробирки. Пробирку энергично встря-

хивают 10–12 раз и помещают в термостат на 20 мин при 

37 °С. Фотометрируют на КФК при 630–690 нм (красный 

светофильтр) в кювете с толщиной слоя 0,5 см против 

реактива Илька.

Примечание. При проведении реакции нужно поль-

зоваться абсолютно чистыми и сухими пробирками и 

пипетками. Соотношение компонентов реактива Илька 

рассчитано так, что белки сыворотки крови не выпадают 

в осадок. Появление мути может быть вызвано лишь на-

личием воды в реактиве или посуде.

Расчет. Содержание холестерина определяют по ка-

либровочному графику (рис. 7).
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Рис. 7. Калибровочный график для определения 

содержания холестерина в сыворотки крови методом 

Илька

Оформление работы. Рассчитать содержание холестерина 

в исследуемой сыворотке крови и по результатам сделать 

вывод о возможных нарушениях в обмене холестерина.

Практическое значение работы. Содержание холесте-

рина в сыворотке крови у здоровых людей, определен-

ное методом Илька, составляет 3,0–5,2 ммоль/л. Повы-

шенная концентрация холестерина в сыворотке крови 

(гиперхолестеринемия) наблюдается при атеросклерозе, 

сахарном диабете, врожденных нарушениях обмена, за-

болеваниях печени и т.д.

РАБОТА 60. ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ ХОЛЕСТЕРИНА 
α-ЛИПОПРОТЕИНОВ

Реактивы. Реактив Илька*; MnCl
2
 ,1 М раствор; фар-

макопейный препарат геапарина (5000 ед/мл).

Оборудование. Штатив с пробирками; пипетки для от-

меривания концентрированных кислот; микропипетки; 

термостат; центрифуга; КФК.

Материал. Сыворотка крови.

Метод основан на осаждении β- и пре-β-липопро-

теинов гепарином в присутствии солей марганца и уда-
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лении их путем центрифугирования, при этом хиломи-

кроны всплывают, образуя пленку. В растворе остаются 

только α-липопротеины, в которых содержание холесте-

рина определяют так же, как в работе 59.

Ход определения. Пробирку помещают в лед, вносят 

1 мл сыворотки и 0,04 мл гепарина, перемешивают и до-

бавляют 0,04 мл раствора MnCl
2
, снова перемешивают и 

оставляют стоять во льду 30 мин. Содержимое пробирки 

центрифугируют в течение 30 мин при 5000 об/мин. В на-

досадочной жидкости определяют содержание  холесте-

рина (работа 59).

Расчет. По полученным результатам рассчитать коэф-

фициент атерогенности (КА) по формуле:

КА = .
общий ХС – ХС

ЛПВП

ХС
ЛПВП

Оформление работы. Рассчитать содержание общего 

ХС, ХС α-липопротеинов, КА и по результатам сделать 

вывод о возможных нарушениях.

Практическое значение работы. Содержание холесте-

рина α-липопротеинов — 0,9–1,9 ммоль/л. Величина 

ниже 0,9 ммоль/л свидетельствует о нарушении липид-

ного обмена и возможности развития атеросклераза.

Коэффициент атерогенности у новорожденных не 

превышает 1, у лиц 20–30 лет величина индекса коле-

блется от 2,0 до 2,8, у лиц старше 30 лет без клинических 

признаков атеросклероза — не выше 3,0, а у больных 

с атеросклерозом превышает 4.

РАБОТА 61. ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ ОБЩИХ 
ФОСФОЛИПИДОВ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ

Реактивы. Трихлоруксусная кислота, 0,6 М раствор; 

реактив молибдата аммония*; хлорная кислота, конц.; 

восстанавливающий реактив*.
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Оборудование. Фильтровальная бумага; центрифуга 

с центрифужными весами; штатив с пробирками; пи-

петки для забора концентрированных кислот; пипетки 

вместимостью 0,1; 1 и 5 мл; песчаная баня; КФК.

Материал. Сыворотка крови.

Метод основан на определении концентрации орга-

нического фосфата, освободившегося при кислотном 

гидролизе фосфолипидов сыворотки крови. Измере-

ние содержания неорганического фосфата проводится 

реакцией с молибдатом аммония (см. работу 13).

Ход определения. В опытную пробирку вносят 0,2 мл 

сыворотки и 2,8 мл дистиллированной воды, в контроль-

ную — 3 мл дистиллированной воды. Добавляют в обе 

пробирки по 3 мл раствора трихлоруксусной кислоты и 

встряхивают для перемешивания содержимого.

Центрифугируют опытную пробу 15 мин при 

3000 об/мин. Надосадочную жидкость сливают, пробирку 

переворачивают на фильтровальную бумагу до полного 

стекания жидкости. Затем в обе пробирки приливают по 

1 мл концентрированной хлорной кислоты (специальной 
пипеткой, осторожно!), помещают в каждую из них по 

две стеклянные бусинки и встряхивают их содержимое. 

Пробы ставят на гидролиз в песчаную баню при 180 °С 

на 20–30 мин (до обесцвечивания раствора).

Пробирки охлаждают на воздухе до комнатной тем-

пературы, прибавляют по 3 мл дистиллированной воды, 

по 1 мл реактива молибдата аммония и по 1 мл свежепри-

готовленного восстанавливающего реактива. Тщатель-

но перемешивают содержимое пробирок и оставляют на 

10 мин при комнатной температуре.

Фотометрируют опытную пробу против контрольной 

на КФК при 630 нм (красный светофильтр) в кювете 

с толщиной слоя 0,5 см.

Расчет. Содержание общих фосфолипидов х (г/л) 

в сыворотке крови определяют по формуле:
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m · 5000 · 25

х =  ———––———  ,

10

где m — масса неорганического фосфата в пробе, найденная 
по калибровочному графику (рис. 8), мг; 5000  — коэффици-
ент пересчета на литр сыворотки крови; 10 — коэффици-
ент пересчета мг в г; 25 — коэффициент пересчета (липид-
ный фосфор составляет 4% относительной молекулярной 
массы фосфолипидов).

Рис. 8. Калибровочный график для определения 

содержания фосфолипидов в сыворотки крови 

(по неорганическому фосфору)

Для пересчета липидного фосфора в ммоль/л необ-

ходимо полученные результаты умножить на коэффи-

циент 0,323.

Оформление работы. По полученному значению экс-

тинкции рассчитать содержание общих фосфолипидов и 

липидного фосфора в сыворотке крови. Сделать вывод 

относительно полученных данных.

Практическое значение работы. Фосфолипиды сыво-

ротки (плазмы) крови входят в состав липопротеинов, 

обусловливая вместе с белком полярные свойства этих 

смешанных макромолекул и их растворимость. В норме 

Makarova-2011-12-12.indd   205 15.12.2011   17:11:04



206

ПРАКТИКУМ ПО БИОЛОГИЧЕСКОЙ ХИМИИ

содержание общих фосфолипидов составляет 1,5–3,6 г/л, 

или 2,0–3,5 ммоль/л липидного фосфора. Важным по-

казателем является индекс фосфолипиды/холестерин, 

который в физиологических условиях равен 1–1,5. Этот 

индекс снижается при атеросклерозе, гипертонической 

болезни, заболеваниях печени. Повышение концентра-

ции фосфолипидов в сыворотке крови (гиперфосфоли-

пидемия) наблюдается при сахарном диабете, гипотирео-

зе, при поражении почек и т.д. Пониженный уровень их 

встречается при тяжелых формах острого гепатита, жи-

ровом перерождении печени, тиреотоксикозе.

РАБОТА 62. РАЗДЕЛЕНИЕ ЛИПИДОВ СЫВОРОТКИ КРОВИ МЕТОДОМ 
ТОНКОСЛОЙНОЙ ХРОМАТОГРАФИИ

Реактивы. Этанол — диэтиловый эфир (3 : 1); хлоро-

форм; растворитель для хроматографии: н-гексан — ди-

этиловый эфир — уксусная кислота (73 : 25 : 2); йод ме-

таллический.

Оборудование. Пластинки хроматографические Си-

луфол УФ
254

; камера для хроматографии; водяная баня; 

камера для проявления хроматограмм; хроматоскоп.

Материал. Сыворотка крови.

Метод основан на различной скорости перемещения ли-

пидных фракций сыворотки крови (фосфолипиды, свобод-

ные жирные кислоты, холестерин, глицериды) в тонком 

слое адсорбента при движении через него органического 

растворителя. Скорость разделения фракций зависит от 

их относительной полярности, и для их обнаружения по-

лученные хроматограммы обрабатывают парами йода.

Ход определения. В мерной колбе вместимостью 25 мл 

смешивают 1 мл исследуемой сыворотки крови с 10 мл 

приготовленной спирто-эфирной смеси. Колбу с со-

держимым помещают на 30 с в кипящую водяную баню, 

охлаждают под струей холодной воды и доводят объем 

спирто-эфирной смесью до 25 мл. Полученный липид-
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ный экстракт отфильтровывают через обезжиренный бу-

мажный фильтр в широкогорлую пробирку, выпаривают 

досуха в кипящей водяной бане, а осадок растворяют в 

0,2 мл хлороформа.

В хроматографическую камеру наливают 2–3 мл рас-

творителя. Пастеровской пипеткой наносят на хромато-

графическую пластину, отступя 1 см от края, 0,01–0,02 мл 

хлороформного экстракта, помещают пластину в камеру 

этим концом вниз, погрузив его на 3–5 мм в растворитель. 

Камеру закрывают крышкой для поддержания равномерной 

концентрации паров. Хроматографию проводят при ком-

натной температуре до тех пор, пока фронт растворителя 

не приблизится к верхнему краю, не доходя до него 0,5 см.

Полученную хроматограмму извлекают из камеры, 

высушивают на воздухе и вносят в камеру для проявле-

ния, на дно которой предварительно насыпают кристал-

лы металлического йода. Сосуд закрывают и подогревают 

в водяной бане при 60 °С. Возгоняющийся йод вступает 

в реакцию с липидными фракциями.

Через 1 мин хроматограмму извлекают и просматрива-

ют в ультрафиолетовом свете на хроматоскопе. Фракции 

липидов обнаруживают в виде коричневых пятен. Ближе 

к линии старта расположены фосфолипиды, затем не-

идентифицированные соединения, холестерин, моно-

глицериды, свободные жирные кислоты, триглицериды 

и эфиры холестерина.

Оформление работы. Зарисовать полученную хромато-

грамму, указав на ней соответствующие липидные фрак-

ции сыворотки крови. Указать в выводах возможность 

дальнейшего количественного определения липидных 

компонентов.
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В обмене белков можно условно выделить два эта-

па: первый — распад белков (в том числе апопротеинов 

сложных белков) до аминокислот, второй — превращение 

аминокислот до конечных продуктов метаболизма (мо-

чевина, СО
2
 и Н

2
О) или до некоторых азотсодержащих 

производных (биогенные амины, креатин, порфирины и 

т.д.). Для оценки состояния белкового обмена организма 

исследуют содержание белков и отдельных их фракций 

в сыворотке крови, аминокислот, а также активность 

ферментов, катализирующих отдельные стадии превра-

щения белков и аминокислот.

РАБОТА 63. ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ 
БЕЛКОВЫХ ФРАКЦИЙ СЫВОРОТКИ КРОВИ 

ТУРБИДИМЕТРИЧЕСКИМ МЕТОДОМ
Реактивы. Основной фосфатный буферный раствор 

и его рабочие растворы № 1–4*.

Оборудование. Штатив с пробирками; пипетки вме-

стимостью 1; 2,5 и 10 мл; палочки стеклянные; КФК.

Материал. Сыворотка крови.

Метод основан на способности отдельных белковых 

фракций сыворотки крови осаждаться в виде мелкой 

взвеси в фосфатных растворах определенной концен-

трации. Степень мутности раствора пропорциональна 

содержанию белковых фракций.
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Ход определения. Нумеруют шесть пробирок: 0, 1, 2, 

3, 4, 5 и ставят их в штатив. В пробирку № 0 (контроль-

ная) вносят 5 мл дистиллированной воды, а в пробирки 

№ 1–4 — по 5 мл соответствующих рабочих буферных 

растворов.

В пробирку № 5 наливают 0,5 мл сыворотки крови, 

0,75 мл дистиллированной воды и 3,75 мл основного рас-

твора фосфатного буфера, содержимое тщательно пере-

мешивают.

Из пробирки № 5 переносят 0,5 мл в контрольную 

пробирку и по 0,5 мл в пробирки № 1–4, после чего со-

держимое их перемешивают стеклянной палочкой.

Через 15 мин определяют степень мутности (экстинк-

цию) растворов № 1–4 против контрольной (нулевая 

проба) на КФК при 610–640 нм (светофильтр красный) 

в кювете с толщиной слоя 1 см. Перед фотометрией про-

бирки встряхивают.

Расчет. Подобранные концентрации растворов фос-

фатного буфера позволяют осаждать разные фракции 

белков в зависимости от их изоэлектрической точки. 

В пробирке № 1 осаждаются все фракции; № 2 — все 

фракции глобулинов; № 3 — β- и γ-глобулины и № 4 — 

только γ-глобулины. Исходя из этого рассчитывают со-

держание отдельных белковых фракций в процентах или 

в абсолютных величинах (в г/л).

В процентах расчет проводят следующим образом. 

Вычисляют Е для каждой фракции:

для альбуминов Е = Е
1
 – Е

2
;

для α-глобулинов Е = Е
2
 – Е

3
;

для β-глобулинов Е = Е
3
 – Е

4
;

для γ-глобулинов Е = Е
4.

Полученные значения Е для каждой белковой фрак-

ции складывают и условно принимают за 100%, после 

чего находят содержание для каждой фракции х (в%) по 

формуле:
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Е
оп

 · 100%

х = —––––————  ,

Е
общ

где Е
оп

 — экстинкция данной фракции; Е
общ

 — сумма экс-
тинкций всех фракций.

Для расчета содержания белковых фракций в абсо-

лютных значениях предварительно определяют концен-

трацию белка в сыворотке крови биуретовым методом 

(см. работу 8) и затем вычисляют по формуле:

Е
оп

 · С

х = ————–––—   ,

Е
общ

где х — содержание данной фракции, г/л; С — концентрация 
белка в сыворотке крови, определенная биуретовым мето-
дом, г/л.

Оформление работы. Рассчитать процентное и аб-

солютное содержание белковых фракций в сыворотке 

крови (для расчета в абсолютных единицах можно ис-

пользовать данные содержания белка в сыворотке крови, 

полученные в работе 8), а также альбумин/глобулиновый 

индекс и сделать вывод.

Практическое значение работы. В норме содержа-

ние белковых фракций в сыворотке крови следующее: 

альбумины — 35–60 г/л и глобулины — 25–35 г/л, из 

них α
1
-глобулины — 2,5–5%, α

2
-глобулины — 7–13%, 

β-глобулины — 8–14% и γ-глобулины — 12–22%. В аб-

солютных единицах концентрация α
1
-глобулинов равна 

2,0–5,0, α
2
-глобулинов — 4,0–7,0, β-глобулинов — 5,0–9,0 

и γ-глобулинов — 8,0–17,0 г/л. Индекс альбумины/глобу-

лины колеблется от 1,5 до 2,3. При различных патологи-

ческих состояниях происходит изменение протеинограм-

мы. Острый воспалительный процесс характеризуется 

уменьшением содержания альбуминов и возрастанием 
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содержания α-глобулинов, а в более поздние сроки — уве-

личением концентрации γ-глобулинов. Для хронического 

воспаления более типично выраженное повышение уров-

ня α
2
 и γ-глобулинов и умеренное снижение альбуминов 

в сыворотке крови; при злокачественных новообразова-

ниях резко снижается содержание альбуминов с одновре-

менным существенным увеличением всех глобулиновых 

фракций. Поражения печени (гепатиты, цирроз печени) 

сопровождаются снижением альбуминов, которые обра-

зуются в печеночной ткани, и относительным увеличе-

нием γ-глобулинов.

РАБОТА 64. ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ КАТЕПСИНОВ В СЫВОРОТКЕ 
КРОВИ ПО А.А. ПОКРОВСКОМУ, 

А.И. АРЧАКОВУ И О.Н. ЛЮБИМЦЕВОЙ
Реактивы. Ацетатный буфер, 0,1 М раствор с рН 4,0; 

гемоглобин, 4%-ный раствор на ацетатном буфере с рН 

4,0*; трихлоруксусная кислота, 8%-ный раствор.

Оборудование. Штатив с пробирками; пипетки вме-

стимостью 1 и 5 мл; центрифуга с центрифужными ве-

сами; спектрофотометр.

Материал. Сыворотка крови.

Метод основан на спектрофотометрическом опреде-

лении при 280 нм кислоторастворимых продуктов гидро-

лиза гемоглобина, образующихся под действием кате-

псинов сыворотки крови.

Реакция протекает по уравнению:

+ n H
2
O

Экстинкцию кислоторастворимых продуктов гидро-

лиза глобина (пептиды, свободные аминокислоты) из-

меряют при 280 нм на спектрофотометре. В этой области 

спектра в основном поглощает тирозин и в меньшей сте-

пени триптофан и фенилаланин.
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Ход определения. В опытную пробирку вносят 1 мл 

раствора гемоглобина и 0,5 мл сыворотки крови, а в кон-

трольную — те же вещества в том же объеме и 2 мл рас-

твора три хлоруксусной кислоты. Пробы перемешивают 

встряхиванием.

Ставят пробирки на 60 мин в водяную баню при 37 °С, 

после этого приливают к опытной пробе 2 мл раствора 

трихлоруксусной кислоты и перемешивают содержи-

мое встряхиванием. Центрифугируют пробы 10 мин 

при 3000 об/мин, надосадочную жидкость сливают в 

чистые пробирки.

Измеряют экстинкцию опытной пробы против кон-

трольной на спектрофотометре при 280 нм в кювете с 

толщиной слоя 1 см.

Расчет проводят с использованием калибровочного 

графика на тирозин или молярного коэффициента экс-

тинкции тирозина: 
Е · 2000

0,436
х = ,

где х — активность катепсинов, ммоль тирозина/(ч · л); Е — 
экстинкция опытной пробы против контрольной; 2000 — 
коэффициент пересчета на 1 л сыворотки крови; 0,436 — ко-
эффициент экстинкции 1 ммоля тирозина.

Оформление работы. По экстинкции рассчитать ак-

тивность катепсинов в сыворотке крови, сделать вывод 

и отметить практическое значение определения данных 

ферментов.

Практическое значение работы. Катепсины, гидролизу-

ющие белки в кислой зоне рН, специфичны для лизосом 

тканей, поэтому в научных исследованиях их определяют 

как индикаторы чистоты лизосомальной фракции. При 

поражении органов, особенно при некрозах, активность 

катепсинов в сыворотке крови увеличивается. Это явле-

ние отмечено при инфаркте миокарда, причем степень 
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повышения ферментативной активности в сыворотке 

крови зависит от глубины и распространенности некро-

тического очага в сердце.

РАБОТА 65. ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ АСПАРТАТ- 
 И АЛАНИНАМИНОТРАНСФЕРАЗЫ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ 

ПО РАЙТМАНУ И ФРЕНКЕЛЮ
Реактивы. Субстратные растворы №1 и № 2*; 2,4-

динитрофенилгидра зин, 0,1%-ный раствор на 2 М рас-

творе соляной кислоты; гидроксид натрия, 0,4 М рас-

твор.

Оборудование. Штатив с пробирками; пипетки вме-

стимостью 0,2; 1 и 5 мл; водяная баня; КФК.

Материал. Сыворотка крови.

Метод основан на определении пировиноградной 

кислоты, которая является одним из продуктов реакции, 

катализируемой аланинаминотрансферазой, или продук-

том декарбоксилирования оксалацетата, образующегося 

в реакции, катализируемой аспартатаминотрансферазой. 

Образовавшаяся пировиноградная кислота определяется 

по цветной реакции с 2,4-динитрофенилгидразином (см. 

работу 35).

Ход определения. Определение активности ферментов 

проводят по следующей схеме.

Последовательность 
операций

АлАТ АсАТ

опыт контроль опыт контроль

Внесение субстратных 
растворов

Раствор 
№ 1–0,5 мл

Раствор 
№ 1–0,5 мл

Раствор 
№ 2–0,5 мл

Раствор 
№ 2–0,5 мл

Нагревание 5 мин при 37 °С 5 мин при 37 °С

Добавление 2,4-ДНФГ — 1,0 мл — 1,0 мл

Добавление сыворотки 0,1 мл 0,1 мл 0,1 мл 0,1 мл

Инкубация 30 мин при 37 °С 60 мин при 37 °С

Добавление 2,4-ДНФГ 0,5 мл — 0,5 мл —

Экспозиция 20 мин при 18–20 °С 20 мин при 18–20 °С
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Последовательность 
операций

АлАТ АсАТ

опыт контроль опыт контроль

Добавление гидроксида 
натрия

5,0 мл 5,0 мл 5,0 мл 5,0 мл

Экспозиция 10 мин при 18–20 °С 10 мин при 18–20 °С

Фотометрируют опытные пробы против контрольной 

на КФК при 500–560 нм (зеленый светофильтр) в кювете 

с толщиной слоя 1 см.

Расчет производят по формулам:

х (АсАт) = или х (АсАт) =  ,
m · 10 000

10 000

m · 10 000 · 2

10 000

где х — активность ферментов, ммоль/(ч · л); m — коли-
чество пировиноградной кислоты в пробе, найденное по 
калибровочному графику (рис. 9), мкмоль; 10 000 — ко-
эффициент пересчета на 1 л сыворотки; 1000 — коэф-
фициент пересчета мкмоль в ммоль; 2 — для пересчета 
на 1 ч.
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Практическое значение работы. В норме активность 

аланинаминотрансферазы составляет 0,1–0,68, а аспар-

татаминотрансферазы — 0,1–0,45 ммоль/(ч · л).

Определение активности АсАТ и АлАТ и их отноше-

ния широко используется в клинической практике для 

выявления патологических процессов в различных ор-

ганах. В миокарде более высокая активность АсАТ, чем 

АлАТ, в печени обратное соотношение активности этих 

ферментов. При инфаркте миокарда значительно уве-

личивается активность АсАТ в сыворотке крови с одно-

временным повышением коэффициента АсАТ/АлАТ. 

При поражении печени (цирроз, сывороточный гепатит 

и т.д.) более выраженно повышается активность АлАТ и 

снижается коэффициент АсАТ/АлАТ.

РАБОТА 66. ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ ГИСТИДАЗЫ В СЫВОРОТКЕ 
КРОВИ ПО ТАБОРУ И МЕЛЕРУ 

В МОДИФИКАЦИИ В.А. БУРОБИНА
Реактивы. L-Гистидина моногидрохлорид, 0,2 М 

раствор (418 мг в 100 мл), доведенный с помощью 1 М 

раствора NaOH до рН 8,2; пирофосфатный буфер, 0,1 М 

раствор с рН 8,2*; трихлоруксусная кислота, 20%-ный 

раствор; активирующий раствор, содержащий вос-

становленный глутатион и альбумин*; уроканиновая 

кислота, 0,001 М раствор для построения калибровоч-

ного графика (8,7 мг дигидрата уроканиновой кислоты 

растворяют в 0,001 М растворе NaOH в мерной колбе 

вместимостью 50 мл).

Оборудование. Штатив с пробирками; пипетки вме-

стимостью 1 и 5 мл; водяная баня с лабораторным термо-

метром; термостат, отрегулированный на 37 °С; центри-

фуга с центрифужными весами; спектрофотометр.

Материал. Сыворотка крови.

Метод основан на измерении экстинкции уроканино-

вой кислоты, образующейся из гистидина под действи-
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ем гистидазы, в зоне ее максимального поглощения при 

264 нм в кислой среде.

Ход работы. В две пробирки — контрольную и опыт-

ную — вносят по 0,3 мл пирофосфатного буфера, по 0,5 мл 

исследуемой сыворотки и по 1 мл активирующего раствора. 

В опытную пробирку приливают 1 мл раствора гистидина 

и доводят объем пробы до 3 мл дистиллированной водой. 

Перемешивают содержимое встряхиванием.

Обе пробирки помещают на 2 ч в водяную баню или 

термостат при 37 °С, затем добавляют в пробирки по 1 мл 

раствора трихлоруксусной кислоты. После этого в кон-

трольную пробу приливают 1 мл активирующего раство-

ра, объем ее доводят до 3 мл дистиллированной водой и 

перемешивают содержимое встряхиванием.

Пробы центрифугируют 5 мин при 3000 об/мин, по-

сле чего надосадочную жидкость сливают в чистые про-

бирки.

Измеряют экстинкцию опытной пробы против кон-

трольной на спектрофотометре при 264 нм в кювете с 

толщиной слоя 1 см.

Для построения калибровочного графика в семь про-

нумерованных пробирок вносят компоненты, перечис-

ленные в приведенной ниже таблице, в указанных ко-

личествах.

№ про-
бы

Рабочий раствор 
уроканиновой 
кислоты, мл

Пирофос-
фатный 

буфер, мл

Активирую-
щий раствор, 

мл

Раствор 
гистидина, 

мл

Содержание 
уроканиновой 

кислоты в пробе, 
мкмоль

1 0 0,3 1,0 1,0 0

2 0,05 0,3 1,0 1,0 0,005
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№ про-
бы

Рабочий раствор 
уроканиновой 
кислоты, мл

Пирофос-
фатный 

буфер, мл

Активирую-
щий раствор, 

мл

Раствор 
гистидина, 

мл

Содержание 
уроканиновой 

кислоты в пробе, 
мкмоль

3 0,10 0,3 1,0 1,0 0,010

4 0,15 0,3 1,0 1,0 0,015

5 0,20 0,3 1,0 1,0 0,020

6 0,30 0,3 1,0 1,0 0,030

7 0,40 0,3 1,0 1,0 0,040

Для приготовления рабочего раствора уроканиновой 

кислоты берут ее исходный 0,001 М раствор и разбавляют 

в 10 раз дистиллированной водой.

Доводят объем всех проб до 3 мл дистиллированной 

водой, добавляют во все пробирки по 1 мл раствора трих-

лоруксусной кислоты, перемешивают содержимое. Цен-

трифугируют пробы 5 мин при 3000 об/мин, надосадоч-

ную жидкость сливают в чистые пробирки и измеряют 

экстинкцию, как указано выше.

Расчет производят по формуле:

Е · 2000

х = —————  ,

2

где х —  активность гистидазы в сыворотке крови, 
мкмоль/(ч · л); Е — содержание уроканиновой кислоты 
в пробе, найденное по калибровочному графику, мкмоль; 
2000 — коэффициент пересчета на 1 л сыворотки крови; 
2 — коэффициент пересчета на 1 ч.

Оформление работы. По полученным экстинкциям 

рассчитать активность гистидазы в сыворотке крови, 

сравнить ее с нормой и указать причины возможных от-

клонений.

Практическое значение работы. Гистидаза содержится 

преимущественно в печени и коже человека и относится 
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к органоспецифичным для них ферментам. При пораже-

нии этих органов, главным образом печени, наблюдает-

ся поступление этого фермента в кровь. В норме актив-

ность гистидазы в сыворотке крови определяется в виде 

следов примерно у 1–2% здоровых пациентов. Лишь у 

грудных здоровых детей регистрируется активность этого 

фермента в сыворотке крови. При заболеваниях печени 

в сыворотке крови выявляется гистидазная активность, 

причем степень ее увеличения характеризует тяжесть па-

тологического процесса.

РАБОТА 67. ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ СВОБОДНОГО 
ГИДРОКСИПРОЛИНА В МОЧЕ ПО НЕЙМАНУ И ЛОГАНУ В МОДИФИКАЦИИ 

П.Н. ШАРАЕВА
Реактивы. Сульфат меди (II), 0,01 М раствор; пе-

роксид водорода, 6%-ный раствор; серная кисло-

та, 6 М раствор; реактив Эрлиха (5%-ный раствор 

n-диметиламинобензальдегида в н-пропаноле или изо-

пропаноле); гидроксид натрия, 2,5 М раствор.

Оборудование. Штатив с пробирками; пипетки вме-

стимостью 1 мл; стеклянные палочки; термостат; вода со 

льдом (или снегом) в стакане; водяная баня; КФК.

Материал. Моча, предварительно профильтрован-

ная.

Метод основан на взаимодействии продукта окис-

ления и декарбоксилирования гидроксипролина с 

n-диметиламинобензальдегидом, в результате чего об-

разуется окрашенное соединение розового цвета. Ин-

тенсивность окраски пропорциональна концентрации 

гидроксипролина в пробе.

Ход работы. В две пробирки вносят по 1 мл профиль-

трованной мочи, раствора сульфата меди (II), раствора 

гидроксида натрия и раствора пероксида водорода. Со-

держимое обеих пробирок перемешивают стеклянной 

палочкой в течение 5 мин, затем их ставят в термостат 
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при 70 °С на 5 мин, периодически встряхивая до пол-

ного прекращения выделения пузырьков. Затем пробы 

охлаждают в воде со льдом или снегом. К охлажденным 

пробам приливают по 4 мл раствора серной кислоты и 

по 2 мл реактива Эрлиха и перемешивают содержимое 

пробирок стеклянной палочкой. После этого опытную 

пробирку помещают в кипящую водяную баню на 80 с, 

а контрольную — на то же время в воду со льдом или 

снегом.

Измеряют экстинкцию опытной и контрольной 

проб против воды на КФК при зеленом светофильтре 

в кювете с толщиной слоя 1 см. Из экстинкции опыт-

ной пробы вычитают экстинкцию контрольной пробы 

и полученную величину используют для нахождения 

содержания гидроксипролина в пробе по калибровоч-

ному графику.

Для построения калибровочного графика отмеряют 

в одну пробирку 1 мл воды («слепая» проба), а в пять дру-

гих (стандартные пробы) — по 1 мл раствора гидрокси-

пролина с концентрацией его 1, 10, 15, 20 и 25 мкг/мл.

Далее пробы обрабатывают так же, как и описанные 

выше опытные, измеряют экстинкцию стандартных проб 

против «слепой» при тех же условиях.

Расчет производят по формуле:

Е · V
х = —————  ,

1000

где х — содержание гидроксипролина в моче, мг/сут; Е — со-
держание гидроксипролина в пробе, найденное по калибровоч-
ному графику по разнице экстинкций опытной и контрольной 
проб, мкг; V — суточный объем мочи, мл; 1000 — коэффици-
ент пересчета микрограммов в миллиграммы.

Практическое значение работы. Гидроксипролин 

входит в состав только белков соединительной тка-
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ни — коллагена и эластина, в которых содержание дан-

ной аминокислоты составляет соответственно 10–15 

и 1,5%. Выделение гидроксипролина с мочой, а также 

концентрация его в плазме или сыворотке крови зависит, 

в основном, от скорости синтеза коллагена, образования 

коллагеновых фибрилл и интенсивности распада колла-

гена в тканях.

В норме экскреция свободного гидроксипролина с мо-

чой у взрослого человека не превышает 50 мг/сут. Повы-

шенное выделение его с мочой отмечается при поврежде-

нии соединительной ткани, сопровождающемся распадом 

коллагена (например, при ревматизме, системной склеро-

дермии, поражении костей и др.). Динамическое наблю-

дение за экскрецией гидроксипролина с мочой может дать 

информацию о формировании рубца в постинфарктном 

очаге миокарда.
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ОБМЕН ОБМЕН 
АЗОТСОДЕРЖАЩИХ АЗОТСОДЕРЖАЩИХ 

НЕБЕЛКОВЫХ НЕБЕЛКОВЫХ 
ВЕЩЕСТВВЕЩЕСТВ

Основную часть азотсодержащих небелковых соеди-

нений составляют нуклеиновые кислоты, нуклеотиды, 

порфирины и ряд других веществ, которые образуются 

в процессе их обмена. В широком смысле к азотсодержа-

щим небелковым компонентам относят пептиды, ами-

нокислоты и некоторые продукты обмена последних. 

Однако исследование пептидов и аминокислот более 

информативно для состояния белково-аминокислотного 

обмена, а некоторые продукты их метаболизма, опреде-

ляемые в клинике (так называемый остаточный азот, 

мочевина и др.), характеризуют в целом состояние азо-

тистого обмена.

1. ИССЛЕДОВАНИЕ ОБЩИХ ПРОДУКТОВ 
АЗОТИСТОГО ОБМЕНА

Некоторые продукты обмена азотистых соединений 

являются общими как для белковых, так и для небелко-

вых веществ. В клинико-биохимических лабораториях 
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с целью диагностики нарушений обмена азотсодержа-

щих соединений чаще всего определяют такие показате-

ли, как остаточный азот, мочевина, аммиак. Остаточный 

азот — это азот небелковых соединений, остающихся в 

экстракте после полного осаждения белков крови. В со-

став остаточного азота входит азот мочевины, пептидов, 

аминокислот, аммиака, креатина, креатинина, индикана, 

билирубина и других азотсодержащих низкомолекуляр-

ных веществ.

РАБОТА 68. КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ 
ОСТАТОЧНОГО АЗОТА В КРОВИ 

ФОТОКОЛОРИМЕТРИЧЕСКИМ МЕТОДОМ
Реактивы. Реактив Несслера*; трихлоруксусная кис-

лота, 10%-ный раствор; серная кислота, конц.; перок-

сид водорода, 30%-ный раствор; гидроксид натрия, 0,4 М 

раствор.

Оборудование. Штатив с пробирками; пипетки вме-

стимостью 1, 5 и 10 мл; глазные пипетки; центрифуга 

с центрифужными весами; песчаная баня; КФК.

Материал. Кровь из пальца.

Метод основан на способности аммиака, образую-

щегося в результате минерализации безбелковых азот-

содержащих соединений крови, давать с реактивом 

Несслера соединение желтого цвета, интенсивность 

которого пропорциональна концентрации остаточно-

го азота.

Ход определения. В центрифужную пробирку нали-

вают 0,5 мл дистиллированной воды, берут из пальца 

обследуемого микропипеткой 0,2 мл крови и вносят ее 

в пробирку, несколько раз промывая микропипетку со-

держимым.

В пробу добавляют 1,3 мл раствора трихлоруксусной 

кислоты, содержимое перемешивают стеклянной палоч-

кой и оставляют осаждаться белки в течение 20 мин, за-

Makarova-2011-12-12.indd   222 15.12.2011   17:11:06



223

ОБМЕН АЗОТСОДЕРЖАЩИХ НЕБЕЛКОВЫХ ВЕЩЕСТВ

тем центрифугируют 10 мин при 3000 об/мин и сливают 

в чистую пробирку надосадочную жидкость.

Отбирают 1 мл безбелкового центрифугата в другую 

пробирку, приливают к нему 3 капли концентрирован-

ной серной кислоты и 2 капли раствора пероксида водо-

рода. Ставят пробирки примерно на 30 мин в песчаную 

баню для минерализации содержимого (до полного про-

светления раствора).

После охлаждения пробирки до комнатной темпера-

туры в нее вносят 10 мл дистиллированной воды, тща-

тельно снимают со стенок минерализат стеклянной па-

лочкой и перемешивают.

Приливают в пробирку по 0,5 мл раствора гидроксида 

натрия и реактива Несслера. После появления желтого 

окрашивания фотометрируют опытную пробу против 

контрольной (10 мл дистиллированной воды и 0,5 мл 

реактива Несслера) на КФК при 610–650 нм (красный 

светофильтр) в кювете с толщиной слоя 2 см.

Расчет производят по формуле:

m · 2 · 5000

х = —––––————  ,

1 · 1000

где х — концентрация остаточного азота в крови, г/л; 
m — содержание азота в пробе, найденное по калибро-
вочному графику  (рис. 10), мг;  5000 — коэффициент 
пересчета на 1 л крови; 2 — объем уксусного экстракта, 
мл; 1 — объем безбелкового центрифугата, взятого на 
ана лиз, мл.

После упрощения формула приобретает следующий 

вид:

х = m · 10.

Оформление работы. По экстинкции рассчитать со-

держание азота в крови, сравнить его с нормой и сделать 

вывод о возможных отклонениях.
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Практическое значение работы. За норму принима-

ется содержание остаточного азота в крови в пределах 

0,2–0,4 г/л. Повышение остаточного азота в крови — 

азотемия — бывает абсолютная и относительная. Аб-

солютная вызывается задержкой азотистых шлаков 

или повышенным образованием их в организме; от-

носительная наблюдается при обезвоживании орга-

низма (неукротимая рвота, усиленное потоотделение 

и др.).

Различают почечную и внепочечную азотемию. Пер-

вая наблюдается при нарушении выделительной способ-

ности почек (острые и хронические нефриты), причем 

степень азотемии соответствует тяжести патологического 

процесса. Внепочечная является следствием повышен-

ного распада белков в организме при лихорадочных со-

стояниях, ожогах, диабете, тяжелых поражениях печени 

и т.д.
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РАБОТА 69. КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ МОЧЕВИНЫ 
В СЫВОРОТКЕ КРОВИ, МОЧЕ И СЛЮНЕ

Реактивы. Цветной реактив*; мочевина, стандартный 

раствор 1 г/л, или 16,65 ммоль/л. 

Оборудование. Штатив с пробирками; пипетки вме-

стимостью 0,1, 2 и 5 мл; алюминиевая фольга; водяная 

баня; КФК.

Материал.
1. Сыворотка крови.

2. Моча, собранная за сутки, профильтрованная 

и разведенная перед анализом водой в 25 раз.

3. Смешанная слюна — см. работу 9. 

Метод основан на способности мочевины в присут-

ствии тиосемикарбазида и солей железа в сильнокислой 

среде образовывать с диацетилмонооксимом соединение 

красного цвета, интенсивность окраски которого про-

порциональна содержанию мочевины в исследуемой 

жидкости.

а. Определение содержания мочевины в сыворотке крови.
Ход определения. В опытную пробирку отмеряют 

0,1 мл разведенной в 10 раз сыворотки крови, в стан-

дартную — такой же объем стандартного раствора мо-

чевины и в контрольную — 0,1 мл дистиллированной 

воды. Добавляют во все пробирки по 2 мл цветного 

реактива и тщательно перемешивают их содержимое 

встряхиванием.

Все пробирки закрывают крышечкой из алюминиевой 

фольги и нагревают в кипящей водяной бане в течение 

10 мин (точно!). Затем охлаждают их под струей холодной 

воды.

Измеряют экстинкцию стандартной и опытной проб 

против контрольной на КФК при 540–560 нм (свето-

фильтр зеленый) в кювете с толщиной слоя 0,5 см.

Примечание. Окраска неустойчива, поэтому измере-

ние необходимо провести в течение 15 мин.
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Расчет. Содержание мочевины х (ммоль/л) в сыворот-

ке крови определяют по формуле:

Е
оп  

· 16,65 · 10

х = ——–––––———  ,

Е
ст

где Е
оп

 — экстинкция опытной пробы; Е
ст

 — экстинкция стан-
дартной пробы; 16,65 — концентрация мочевины в стандарт-
ной пробе, ммоль/л; 10 — разведение сыворотки крови. 

Азот мочевины (в ммоль/л) рассчитывают, разделив по-

лученное значение содержания мочевины в сыворотке на 

2,14 (число, выражающее отношение молекулярной массы 

азота мочевины к массе всей молекулы мочевины).

б. Определение содержания мочевины в моче.
Ход определения. Для анализа используют 0,1 мл раз-

веденной мочи и 0,1 мл стандартного раствора мочеви-

ны и обрабатывают эти пробы так же, как и сыворотку 

крови.

Расчет проводят по формуле:

Е
оп  

· V · 25 · 1,665

х = ——––––––––———  ,

Е
ст 

· 0,1 · 1000

где х — количество мочевины, ммоль/сут; V — объем 
суточной мочи; 1,665 — содержание мочевины в 0,1 мл 
стандартной пробы, мкмоль; Е

оп
 — экстинкция опыта; 

Е
ст

 — экстинкция стандарта; 0,1 — объем мочи, взятый 
на исследование, мл; 1000 — коэффициент пересчета 
мкмоль в ммоль; 25 — разведение мочи.

в. Количественное определение мочевины в слюне.
Ход определения. В опытную пробирку отмеривают 

0,1 мл слюны, в стандартную — такой же объем стан-

дартного раствора мочевины и в контрольную — 0,1 мл 

дистиллированной воды. Затем  пробы обрабатывают так 

же, как и сыворотку крови. 
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Расчет. Содержание мочевины х (ммоль/л) в слюне 

определяют по формуле:

Е
оп

 · 16,65

х =  ___________________ ,

Е
ст

где Е
оп

 — экстинкция опытной пробы против контроль-
ной; Е

ст
 — экстинкция стандартной пробы против кон-

трольной; 16,65 — концентрация мочевины в стандарт-
ной пробе,  ммоль/л.

Оформление работы. Сделать расчет содержания моче-

вины и азота мочевины в исследуемой сыворотке, моче и 

слюне. В выводе отметить возможные изменения в азот-

ном обмене.

Практическое значение работы. В норме содержа-

ние мочевины в сыворотке крови человека составляет 

3,0–7,0 ммоль/л, а азота мочевины — 1,2–3,7 ммоль/л. 

Содержание мочевины в сыворотке крови значительно 

колеблется в зависимости от приема белков с пищей. 

Повышение уровня мочевины в крови (азотемия) от-

мечается при заболеваниях почек (когда нарушена их 

выделительная функция), при усиленном распаде бел-

ков, избыточном белковом питании, а также в случае 

обезвоживания организма (в данном случае имеет место 

относительная, а не абсолютная форма азотемии). Сни-

жение уровня мочевины в крови и выделения ее с мочой 

(в норме выводится 333–582,8 ммоль/сут) наблюдается 

при заболевании печени (паренхиматозная желтуха, дис-

трофия печени, цирроз), что связано с нарушением мо-

чевинообразовательной функции.

В ротовой жидкости (смешанной слюне) человека со-

держание в норме мочевины составляет 2,3–2,8 ммоль/л. 

Мочевина — это один из компонентов слюны, концен-

трация которого тесно взаимосвязана с концентрацией 

мочевины в крови. Большая часть мочевины секретиру-
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ется околоушной слюнной железой. В смешанной слю-

не содержание мочевины уменьшается с увеличением 

скорости слюноотделения.

РАБОТА 70. КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ КРЕАТИНА И КРЕАТИНИНА 
ПО МЕТОДУ БРАУНА

Креатин — важнейший компонент тканей скелетных 

мышц, сердца, головного мозга. Он участвует в переносе 

энергии в клетке. Примерно 2% креатина нефермента-

тивным путем превращается в креатинин.

Реактивы. Пикриновая кислота, насыщенный рас-

твор*; соляная кислота, конц.; основной калибровочный 

раствор креатинина*; гидроксид натрия, 12,5%-ный рас-

твор.

Оборудование. Штатив с пробирками; пипетки вме-

стимостью 0,2; 1; 2 и 5 мл; КФК; водяная баня.

Материал. Моча.

Метод основан на способности креатинина в ще-

лочной среде образовывать с пикриновой кислотой 

комплекс оранжевого цвета, интенсивность которого 

пропорциональна концентрации креатинина. Опреде-

ление креатина проводится после перевода его в креа-

тинин при нагревании мочи в солянокислой среде.

Ход определения. В три пробирки вносят по 0,2 мл кон-

центрированной соляной кислоты (осторожно, только 
пипеткой с резиновой грушей!). В 1-ю и 2-ю пробирки до-

бавляют по 0,2 мл мочи, предварительно разведенной 

в 5 раз: 1-я пробирка служит для определения креати-

нина, 2-я – креатина, 3-я — контрольная. 2-ю пробирку 

нагревают в течение 5 мин на бурно кипящей водяной 

бане, после чего охлаждают под струей водопроводной 

воды. Во все пробирки вносят дистиллированную воду: 

в 1-ю и 2-ю — по 2,0 мл, в 3-ю — 2,2 мл. В каждую про-

бирку вносят по 0,6 мл раствора пикриновой кислоты 

и по 1,0 мл раствора гидроксида натрия, тщательно пере-
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мешать. Через 10 мин во все три пробирки добавить по 

6,0 мл дистиллированной воды.  Измеряют экстинкцию 

опытных проб (1-я и 2-я пробирки) против контрольной 

(3-я пробирка) на КФК при 500–510 нм в кювете с тол-

щиной слоя 1 см.

Расчет. Содержание свободного креатинина определя-

ют по формуле:

a · 5 · 1000 · 5 · V

х = —————––––——  ,

1000 · 1000

где х — количество креатинина, г/сут; а — количество 
креатинина в пробе, найденное по калибровочному графи-
ку, мкг; 5 — разведение мочи; 5 — пересчет на 1 мл мочи; 
1000 в числителе — пересчет на 1 л;  1000 в знаменателе — 
перевод мкг в мг; 1000 в знаменателе — перевод мг в г; V — 
объем суточной мочи, л.

Расчет креатина. 2-я пробирка содержит сумму сво-

бодного креатинина и креатинина, переведенного из 

креатина при нагревании в солянокислой среде, поэ-

тому следует из количества креатинина, полученного 

при определении суммы креатин-креатинин (2-я про-

бирка), вычесть количество параллельно исследуемого 

свободного креатинина (1-я пробирка) и полученную 

разность умножить на 1,16 (коэффициент перевода 

креатинина в креатин).

Построение калибровочного графика: 

№ 
пробы

Рабочий калибр. 
р-р креатинина, 

мл

Раствор 
пикриновой 
кислоты, мл

2,5 моль/л 
раствор 

NaOH, мл

Дистилли-
рованная 
вода, мл

Концентр. 
креатинина 
в пробе, мкг

1 0,4 3,0 0,2

До
объема
10 мл

40

2 0,8 3,0 0,2 80

3 1,6 3,0 0,2 160

4 2,4 3,0 0,2 240

5 3,2 3,0 0,2 320
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Оформление работы. Рассчитать содержание креатина 

и креатинина в исследуемой пробе и в выводах дать оцен-

ку полученным результатам, сравнивая с нормой.

Практическое значение работы. Креатинин, наряду 

с мочевиной и солями аммония, является нормальным 

продуктом азотистого обмена. На его долю приходится 

около 2,5–7% всего азота мочи, или 4,4–17,7 ммоль/сут 

(0,5–2,0 г/сут). В норме выделение креатина с мочой воз-

можно только у детей. Появление креатина в моче взрос-

лого человека наиболее часто встречается при поражении 

мышечной ткани (мышечная дистрофия, мышечная 

атрофия, миастения, миозит), Е-авитаминозе, при то-

нических судорогах, усиленном распаде тканевых белков. 

При этом содержание креатинина в моче понижается.

2. ИЗУЧЕНИЕ ОБМЕНА НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ 
И НУКЛЕОТИДОВ

Распад нуклеиновых кислот и их мономеров до конеч-

ных продуктов можно выразить следующей схемой:

О состоянии нуклеинового и нуклеотидного обмена 

судят по активности ферментов, участвующих на разных 

стадиях их распада и превращения, а также по содержа-

нию мочевой кислоты — конечного продукта обмена 

пуриновых оснований.

РАБОТА 71. ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ КИСЛОЙ 
ДЕЗОКСИРИБОНУКЛЕАЗЫ (ДНКазы) В СЫВОРОТКЕ КРОВИ 

ПО А.А. ПОКРОВСКОМУ, А.И. АРЧАКОВУ И О.Н. ЛЮБИМЦЕВОЙ
Реактивы. ДНК, 1 г/л раствор в ацетатном буфере, 

0,1 М с рН 5,0; хлорная кислота, 0,5 М раствор.
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Оборудование. Штатив с пробирками; пипетки вме-

стимостью 1 и 2 мл; термостат, отрегулированный на 

37 °С; холодильник; центрифуга с центрифужными ве-

сами; часы; спектрофотометр.

Материал. Сыворотка крови.

Метод основан на спектрофотометрическом изме-

рении при 260 нм кислоторастворимых продуктов ги-

дролиза ДНК, образующихся под действием ДНКазы, 

содержащейся в исследуемом материале:

ДНКазаДНК,
высокополимерная (n + 1) фрагментов ДНК

+ nН
2
О

Ход  определения. В опытную и контрольную про-

бирки отмеряют по 1,2 мл раствора ДНК. Затем в 

опытную пробу добавляют 0,2 мл сыворотки крови 

и перемешивают содержимое встряхиванием.

Помещают обе пробы на 30 мин в термостат при 37 °С, 

после чего в контрольную пробирку приливают 1,6 мл 

хлорной кислоты и 0,2 мл сыворотки крови, а в опыт-

ную — такой же объем хлорной кислоты. Содержимое 

проб перемешивают.

Ставят пробирки на 30 мин в холодильник при 

4 °С, а затем обе пробы центрифугируют 10 мин при 

3000 об/мин (для осаждения негидролизованной ДНК). 

Надосадочную жидкость сливают в чистые пробирки 

и измеряют экстинкцию опытной пробы против кон-

трольной на спектрофотометре при 260 нм в кювете с 

толщиной слоя 1 см.

Расчет проводят по формуле:

х = Е
260 

· 2 · 500,

где х — активность ДНКазы в Е
260  

/г · л; 2 — коэффициент 
пересчета на 1 ч; 500 — коэффициент пересчета на 1 л 
сыворотки крови. 
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Оформление работы. Рассчитать активность фермента 

в исследуемом материале, сделать вывод о присутствии 

кислой ДНКазы в сыворотке крови и практическом зна-

чении работы.

Практическое значение работы. Кислая ДНКаза 

сосредоточена в лизосомах клеток различных тка-

ней, поэтому в научных исследованиях определе-

ние этого энзима используют для контроля чистоты 

выделяемой фракции лизосом. Кроме того, кислая 

ДНКаза — индикатор повреждения или повышенной 

проницаемости мембран лизосом, что имеет практи-

ческое значение при оценке действия лизосомотроп-

ных препаратов и патологического процесса.

РАБОТА 72. ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ МОЧЕВОЙ КИСЛОТЫ 
В СЫВОРОТКЕ КРОВИ ПО МЕТОДУ МЮЛЛЕРА И ЗЕЙФЕРТА

Реактивы. Реактив Фолина*; трихлоруксусная кислота, 

20%-ный раствор; карбонат натрия, насыщенный рас-

твор; мочевая кислота, стандартный раствор 0,02 мг/мл, 

свежеприготовленный.

Оборудование. Штатив с пробирками; пипетки вме-

стимостью 1 и 2 мл; центрифуга с центрифужными ве-

сами; КФК.

Материал. Сыворотка крови.

Метод основан на способности мочевой кислоты вос-

станавливать фосфорновольфрамовый реактив (реактив 

Фолина) с образованием соединений, интенсивность 

окраски которых пропорциональна концентрации дан-

ной кислоты.

Ход определения. В центрифужную пробирку вносят 

по 1,5 мл сыворотки крови, дистиллированной воды и 

трихлоруксусной кислоты. Содержимое пробирки пере-

мешивают, через 5 мин центрифугируют в течение 10 мин 

при 3000 об/мин.
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Берут две чистые градуированные пробирки — опыт-

ную и стандартную, добавляют в них реактивы в соот-

ветствии с таблицей.

Реактив Опыт Стандарт

Центрифугат, соответствующий 0,5 мл сыворотки 1,5 мл –

Стандартный раствор мочевой кислоты – 0,5 мл

Трихлоруксусная кислота – 0,5 мл

Дистиллированная вода – 0,5 мл

Насыщенный раствор карбоната натрия 0,7 мл 0,7 мл

Реактив Фолина (осторожно!) 1 капля 1 капля

Через 10 мин обе пробы фотометрируют против воды 

на КФК при 510–560 нм (зеленый светофильтр) в кювете 

с толщиной слоя 0,5 см.

Расчет проводят по формуле:

Е
оп 

· 0,01 · 2000

х = —––––————  ,

Е
ст  

· 168

где х — содержание мочевой кислоты в сыворотке кро-
ви, ммоль/л; Е

оп
 — экстинкция опытной пробы; Е

ст
 — экс-

тинкция стандартной пробы; 0,01 — масса мочевой кисло-
ты в пробе стандартного раствора, взятого для реакции, 
мг; 2000 — коэффициент пересчета на 1 л сыворотки крови; 
168 — молекулярная масса мочевой кислоты.

Оформление работы. Рассчитать содержание мочевой 

кислоты в сыворотке крови и сделать вывод о возможных 

изменениях пуринового обмена.

Практическое значение работы. В норме содер-

жание мочевой кислоты в сыворотке крови состав-

ляет 0,10–0,40 ммоль/л, а с мочой выделяется 

2,36–5,9 ммоль/сут. Повышенное содержание мочевой 

кислоты наблюдается в крови и моче при многих пато-
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логических состояниях, связанных с усиленным распа-

дом нуклеопротеинов (лейкозах, диабете, аллергии и др.). 

Резко увеличивается концентрация мочевой кислоты при 

подагре, это сопровождается отложением солей моче-

вой кислоты в суставах и различных тканях организма. 

Понижение содержания мочевой кислоты в сыворотке 

крови отмечается при анемии, после приема пиперазина, 

атофана, салицилатов и кортикотропина (АКТГ).

3. ИССЛЕДОВАНИЕ ПОРФИРИНОВОГО (ПИГМЕНТНОГО) 
ОБМЕНА

Для оценки состояния порфиринового обмена ис-

пользуют определение пигмента билирубина, являю-

щегося продуктом распада гемпротеинов. Существуют 

два типа билирубина: неконъюгированный (свободный, 

который с диазореактивом дает непрямую реакцию, т.е. 

после растворения в этаноле) и конъюгированный (свя-

занный с глюкуроновой кислотой, который сразу реаги-

рует с диазореактивом). По соотношению фракций били-

рубина судят об изменении пигментного обмена.

РАБОТА 73. ОПРЕДЕЛЕНИЕ БИЛИРУБИНА 
И ЕГО ФРАКЦИЙ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ 

ПО ЙЕНДРАШИКУ, КЛЕГГОРНУ И ГРОФУ
Реактивы. Кофеиновый реактив*; хлорид натрия, 9 г/л 

раствор; диазореактив*.

Оборудование. Штатив с пробирками; пипетки вме-

стимостью 1 и 2 мл; КФК.

Материал. Сыворотка крови.

Метод основан на способности связанной и дис-

социированной формы свободного билирубина да-

вать при взаимодействии с диазофенилсульфоновой 

кислотой азобилирубин розовато-фиолетового цвета. 

Свободный билирубин переводится в растворимое 
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диссоциированное состояние кофеиновым реакти-

вом, благодаря чему в этой пробе определяется общий 

билирубин. По разнице между общим и связанным 

билирубином находят концентрацию свободного би-

лирубина. 

Ход определения. В три пробирки вносят согласно 

таблице необходимые ингредиенты и тщательно пере-

мешивают.

Реактивы
Общий билирубин, 

мл
Связанный 

билирубин, мл
Контроль, мл

Сыворотка 0,50 0,50 0,50

Кофеиновый реактив 1,75 — 1,75

Раствор хлорида натрия — 1,75 0,25

Диазореактив 0,25 0,25 —

При определении общего билирубина пробы оставля-

ют стоять на 20 мин для развития окраски, а связанно-

го — на 5–10 мин (при длительном стоянии в реакцию 

вступает свободный билирубин).

По истечении указанного времени фотометрируют 

каждую пробу против воды на КФК при 520–560 нм (зе-

леный светофильтр) в кювете с толщиной слоя 0,5 см.

Расчет. Из полученных экстинкций общего и связанно-

го билирубина вычитают экстинкцию контрольной пробы 

(контроль на мутность сыворотки) и находят по ним со-

держание общего и связанного билирубина (в мкмоль/л) 

по калибровочному графику (рис. 11). Свободный (не-

конъюгированный) билирубин рассчитывают по разнице 

между величинами общего и связанного билирубина.

Оформление работы. Рассчитать содержание общего 

билирубина и его фракций в сыворотке крови и сделать 

вывод о причине возможных отклонений этих показате-

лей в исследуемом материале.

Практическое значение работы. В норме концентра-

ция общего билирубина в сыворотке крови составляет 
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8,0–20,0 мкмоль/л; из этого количества 75% приходится 

на долю неконъюгированного (свободного) билирубина 

(6,0–15,0 мкмоль/л) и 25% — на долю конъюгированного 

(связанного) билирубина (2,0–5,0 мкмоль/л). 

Исследование содержания билирубина проводится 

в клинике для дифференциальной диагностики желтух. 

Желтушная окраска кожных покровов проявляется при 

уровне билирубина в крови выше 27 мкмоль/л. При над-

печеночных желтухах (гемолитические анемии, желтуха 

новорожденных и др.) увеличивается содержание сво-

бодного билирубина в крови, при печеночных желтухах, 

возникающих вследствие поражения собственно клеток 

печени, повышается концентрация связанного билиру-

бина в крови, а при подпеченочных желтухах, к которым 

относится механическая, наблюдается возрастание уров-

ня как свободного, так и в большей степени связанного 

билирубина.
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Биохимические исследования с целью выявления 

молекулярных болезней чрезвычайно важны в педиа-

трии, поскольку своевременная диагностика их помогает 

раннему лечению с более благоприятным исходом. При 

ферментопатии блокируется цепь биохимических пре-

вращений в тканях, поэтому ранним признаком такого 

заболевания является накопление в крови и повышенное 

выделение с мочой веществ, служащих субстратом для 

поврежденного ферментного белка. В то же время кон-

центрация продуктов данной ферментативной реакции 

в биологических жидкостях понижена. Поэтому перво-

начально у больных с подозрением на молекулярную па-

тологию ставят качественную реакцию на вещества, на-

копления которых ожидают. При положительных пробах 

проводят их количественное определение. Для уточнения 

энзимопатии исследуется качественно и количественно 

соответствующий фермент в сыворотке и клетках крови, 

а также в биоптатах.

1. ЭКСПРЕСС-ДИАГНОСТИКА ПАТОЛОГИИ 
АМИНОКИСЛОТНОГО ОБМЕНА

РАБОТА 74.  ВЫЯВЛЕНИЕ ГИПЕРАМИНОАЦИДУРИИ
Реактивы. Нингидрин, 0, 5%-ный раствор в ацетоне 

с добавлением 1 мл концентрированной уксусной кис-
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лоты на 100 мл жидкости; глицин, стандартный 20 ммоль 

раствор.

Оборудование. Полоски фильтровальной бумаги 

10×40 мм; сушильный шкаф, отрегулированный на 60 °С; 

глазные пипетки.

Материал. Моча нормальная и патологическая*.

Принцип метода — см. работу 1, б.

Ход определения. В трех пробирках готовят серию раз-

ведений стандартного раствора глицина в 2, 5 и 10 раз, 

при этом концентрация азота глицина в пробах состав-

ляет соответственно 10, 4 и 2 ммоль/л.

На две полоски фильтровальной бумаги наносят по 

1 капле соответственно нормальной и патологической 

мочи, а еще на четыре — по 1 капле неразведенного и раз-

веденного в 2, 5 и 10 раз стандартного раствора глицина. 

Пятна подсушивают на воздухе.

На высушенные пятна наносят по 1–2 капли раствора 

нингидрина, подсушивают на воздухе и затем помещают 

полоски на 15 мин в сушильный шкаф при 60 °С, под-

вешивая их на крючках.

Сравнивают интенсивность окраски проб нормаль-

ной и патологической мочи с окраской глицина на по-

лосках фильтровальной бумаги. Цветная шкала соот-

ветствует следующим концентрациям глицина: 20, 10, 4, 

2 ммоль/л.

Оформление работы. Оценить примерное содержание 

азота аминокислот в нормальной и патологической моче. 

Сделать вывод о наличии гипераминоацидурии у боль-

ного ребенка и указать возможные ее причины.

Практическое значение работы. В норме экскреция 

азота аминокислот составляет 0,29–5,35 ммоль/сут. У ре-

бенка его выделяется 0,07–0,15 ммоль/кг массы тела в 

сутки, причем 2/3–3/4 этого количества экскретируется 

в ночное время. Гипераминоацидурия наблюдается при 

молекулярных болезнях, возникающих вследствие де-
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фекта белков эпителия канальцев почек, переносящих 

аминокислоты и способствующих их реабсорбции, или 

в результате нарушения обмена аминокислот в тканях. 

Окончательно наследственная причина гиперамино-

ацидурии устанавливается после исключения ряда за-

болеваний (цирроз печени, гепатиты, дистрофия, рахит 

и т.д.), тоже приводящих к повышенному выделению 

аминокислот с мочой.

РАБОТА 75.  ЭКСПРЕСС-МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ 
ФЕНИЛКЕТОНУРИИ

Фенилкетонурия, или фенилпировиноградная оли-

гофрения, связана с дефектом фермента фенилаланин-

гидроксилазы, вследствие чего нарушается превращение 

фенилаланина в тирозин. При этом увеличивается содер-

жание фенилаланина и продуктов его обмена (в частно-

сти, фенилпировиноградной кислоты) в крови и моче.

Реактивы. Фенилаланин, стандартный раствор 

0,06  г/л; растворитель (бутанол, уксусная кислота и вода 

в соотношении 15:15:10); нингидрин,  0,5%-ный раствор 

в ацетоне; хлорид железа (III), 10%-ный раствор.

Оборудование. Хроматографическая бумага 11×11; ми-

кропипетки; чашка Петри; ножницы; сушильный шкаф, 

отрегулированный на 90–100 °С; фильтровальная бума-

га; штатив с пробирками; пипетки вместимостью 1 мл; 

глазные пипетки.

Материал.
1. Моча нормальная и патологическая, содержащая 

фенилпировиноградную кислоту.

2. Плазма крови здорового и больного человека с по-

вышенным содержанием фенилаланина.

а. Экспресс-определение фенилаланина в плазме крови 
методом бумажной радиальной хроматографии. 

Метод основан на различной скорости передвижения 

фенилаланина по хроматографической бумаге вследствие 
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разности коэффициентов распределения его между не-

подвижной и подвижной фазами растворителя. Поло-

жение аминокислот на хроматограмме, которая пред-

ставлена в виде концентрических кругов, выявляется 

нингидриновой реакцией.

Ход определения. Складывают квадрат хроматогра-

фической бумаги вчетверо и делают вырез в центре его 

диаметром около 1 см.

Квадрат хроматографической бумаги простым каран-

дашом делят на секторы, нумеруют их от 1 до 4, отсту-

пив от центра выреза на 1 см, и намечают карандашом 

в каждом секторе кружки для нанесения проб. Поме-

щают квадрат на ножку, сделанную из фильтровальной 

бумаги в виде трубочки высотой 2 см и вставленную в 

центральный вырез.

Наносят микропипеткой в обведенный кружок 1-го 

сектора 0,02 мл стандартного раствора фенилаланина, 

затем подсушивают пятно с помощью вентилятора и на 

высушенное место наносят 0,02 мл плазмы крови здо-

рового человека; в кружок 2-го сектора наносят 0,02 мл 

плазмы здорового человека и 3-й сектор — 0,02 мл 

плазмы обследуемого больного пациента. Оставляют 

бумагу на воздухе до полного высыхания нанесенных 

проб.

В чашку Петри наливают растворитель, кладут бумаж-

ный квадрат на края чашки Петри, при этом конец ножки 

погружается в растворитель. Закрывают чашку крышкой 

и оставляют при комнатной температуре, пока фронт 

растворителя не достигает диаметра около 5 см (отмет-

ку карандашом сделать заранее). После этого хромато-

грамму высушивают в сушильном шкафу при 90–100 °С, 

опрыскивают ее раствором нингидрина и вновь помеща-

ют в сушильный шкаф на 10 мин.

В отрицательных пробах (содержание фенилаланина 

ниже 0,07 г/л) окрашивается пятно нанесенной плазмы 
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и небольшая окружающая часть. Пятно со стандартным 

раствором фенилаланина (0,06 г/л) и плазмой здорового 

человека (0,01 г/л) содержит в сумме 0,07 г/л фенилала-

нина. Исследуемые образцы, дающие такой же или боль-

ший ореол, считают положительными. В пробах, взятых 

у больных фенилкетонурией, обнаруживается четкий 

ореол диаметром около 3,5 см.

Оформление работы. Зарисовать полученную хромато-

грамму, сравнить величину окрашенных зон в трех секто-

рах и сделать вывод относительно изменений у больного 

пациента.

б. Обнаружение фенилпировиноградной кислоты в моче. 
Метод основан на взаимодействии енольной формы фе-

нилпировиноградной кислоты с хлоридом железа FeCl
3
 

с образованием комплексного соединения сине-зеленого 

цвета.

Ход определения. В одну пробирку наливают 0,5 мл 

мочи здорового, а в другую — больного человека, добав-

ляют по 5 капель раствора хлорида железа (III) и наблю-

дают за появлением окрашивания. 

Эту реакцию дают различные вещества, хотя окраска 

их соединений с хлоридом железа FeCl
3
 неодинакова. 

При наличии в моче достаточных количеств фенилпи-

ровиноградной кислоты развивается сине-зеленое или 

темно-зеленое окрашивание, исчезающее через 5–10 мин. 

Сходное окрашивание может давать билирубин мочи.

Оформление работы. Сравнить характер окрашивания 

в нормальной и патологической моче, сделать вывод о 

предполагаемой молекулярной болезни и указать при-

чины.

Практическое значение работы. В норме содержа-

ние фенилаланина в плазме крови составляет у детей 

до 1-го месяца 75–100 мкмоль/л (0,025–0,05 г/л) и от 

2 месяцев до 14 лет — 25–75 мкмоль/л. С мочой его экс-

кретируется у детей до года 6,0–24,0 и от года до 14 лет — 
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6,0–72,0 мкмоль/сут. Применяемые пробы на присут-

ствие фенилпировиноградной кислоты в моче здорового 

ребенка отрицательны.

При фенилкетонурии содержание фенилаланина 

в крови повышается до 600–2400 мкмоль/л, а выделе-

ние с мочой составляет до 3,0–12,0 мкмоль/сут. Пробы на 

фенилпировиноградную кислоту в моче становятся по-

ложительными. Причем содержание ее в суточной моче 

составляет 0,05–3,0 г или 0,3–18 ммоль.

При поражениях печени (вирусный гепатит, отравле-

ние гепатотропными ядами) нарушается гидроксилиро-

вание фенилаланина, который вследствие трансамини-

рования превращается в фенилпировиноградную кислоту. 

Поэтому у таких больных увеличивается содержание фе-

нилаланина в сыворотке крови и выделение фенилпиро-

виноградной кислоты с мочой соответственно тяжести 

течения заболевания.

РАБОТА 76. ДИАГНОСТИКА ТИРОЗИНОЗА 
ПРОБОЙ МИЛЛОНА НА ТИРОЗИН И 

4-ГИДРОКСИФЕНИЛПИРОВИНОГРАДНУЮ КИСЛОТУ
Тирозиноз связан с недостатком фермента 4-гидрокси-

фенилпируватди ок сигеназы, вследствие чего тормозится 

превращение 4-гидроксифенилпиро виноградной кисло-

ты и тирозина. При этом содержание их в биологических 

жидкостях увеличивается.

Реактивы. Реактив Миллона*; L-тирозин, стандартные 

растворы 0,3; 0,4; 0,5; 0,6 г/л.

Оборудование. Полоски фильтровальной бумаги 

10×20 мм; глазные пипетки.

Материал. Моча, нормальная и патологическая.

Принцип метода — см. работу 1, г.

Ход определения. На одну полоску фильтровальной 

бумаги наносят 1 каплю мочи здорового, а на другую — 

больного пациента и высушивают полоски на воздухе. На 
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каждое пятно наносят 1 каплю реактива Миллона. Че-

рез 2 мин отмечают появление характерного оранжевого 

окрашивания.

Для полуколичественной оценки результатов на че-

тыре полоски фильтровальной бумаги наносят по 1 ка-

пле стандартных растворов тирозина, соответствующих 

концентрации 0,3; 0,4; 0,5 и 0,6 г/л. Подсушивают поло-

ски на воздухе и в эти же зоны вносят по капле реактива 

Миллона.

Нижняя граница чувствительности реакции при со-

держании исследуемых субстанций 0,3 г/л. Сравнивают 

интенсивность окраски исследуемых проб мочи с цветной 

шкалой стандартных растворов тирозина и устанавливают 

примерное содержание определяемых субстанций в моче.

Оформление работы. Зарисовать цветную шкалу ти-

розина и окраску исследуемых проб мочи, дать полуко-

личественную оценку последним. В выводе указать на 

возможность применения пробы Миллона для экспресс-

диагностики тирозиноза.

Практическое значение работы. В норме содержание 

тирозина в плазме крови у детей до 1-го месяца составляет 

90–140 и у детей от 2 месяцев до 14 лет — 55–110 мкмоль/л; 

экскреция с мочой этой аминокислоты у детей до года 

равна 4–30 и от года до 14 лет — 5–88 мкмоль/сут. При 

тирозинозе концентрация в этих биологических жидко-

стях увеличивается в 2 раза и более и пробы на присут-

ствие их становятся положительными.

РАБОТА 77. ВЫЯВЛЕНИЕ АЛКАПТОНУРИИ ПРОБОЙ 
НА ГОМОГЕНТИЗИНОВУЮ КИСЛОТУ

Алкаптонурия — наследственное заболевание, связанное 
с дефектом гомогентизинатоксидазы, осуществляющей 
превращение гомогентизиновой кислоты в фумарилацето-
уксусную. При этом заболевании накапливается в средах 

организма гомогентизиновая кислота.
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Реактивы. Гидроксид натрия, 10%-ный раствор; реак-

тив молибдата аммония*; дигидрофосфат калия, 1%-ный 

раствор.

Оборудование. Штатив с пробирками; глазные пипетки.
Материал. Моча, нормальная и патологическая*.
а. Проба на гомогентизиновую кислоту со щелочью. 
Метод основан на окислении гомогентизиновой кис-

лоты кислородом воздуха в щелочной среде с образова-
нием пигментного продукта сине-фиолетового цвета.

Ход определения. В одну пробирку вносят 10 капель 
нормальной, а в другую — патологической мочи, добав-
ляют по 2 капли раствора гидроксида натрия, встряхива-
ют и наблюдают за изменением окраски 1–2 мин.

Проба положительна при наличии сине-фиолетового 
окрашивания, свидетельствующего о присутствии гомо-
гентизиновой кислоты.

б. Проба на гомогентизиновую кислоту с молибденовым 
реактивом. 

Метод основан на способности гомогентизиновой 
кислоты восстанавливать молибдат аммония с образо-
ванием молибденовой сини (см. работу 13).

Ход определения. В одну пробирку вносят 2 капли мочи 
здорового, в другую — 2 капли мочи больного пациента. 
В каждую пробирку добавляют по 10 капель воды и по 
4 капли раствора однозамещенного фосфата калия. Про-
бирки встряхивают.

Проба положительна при наличии синего окрашива-
ния, обусловленного присутствием в моче гомогентизи-
новой кислоты.

Оформление работы. Отметить наличие гомогенти-
зиновой кислоты в исследуемой моче; в выводе указать 
на возможность использования применяемых проб для 
диагностики.

Практическое значение работы. Пробы на гомогенти-
зиновую кислоту используются для диагностики алкап-

тонурии, так как в норме эта кислота в моче отсутствует.
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РАБОТА 78. ВЫЯВЛЕНИЕ ЦИСТИНУРИИ ЙОД-АЗИДНОЙ ПРОБОЙ 
НА ЦИСТИН И ГОМОЦИСТИН В МОЧЕ

Реактивы. Йод-азидный реактив (1,5 г азида натрия 

растворяют в 50 мл 0,1 М раствора йода и доводят объем 

до 100 мл этанолом); L-цистин, стандартные растворы 

концентрации 0,3; 0,4; 0,5; 0,6 г/л.

Оборудование. Полоски фильтровальной бумаги 

10×20 мм; глазные пипетки.

Материал. Моча, нормальная и патологическая*.

Метод основан на способности йод-азидного реактива 

обесцвечиваться в присутствии цистина или гомоцистина.

Ход определения. На две полоски фильтровальной бу-

маги наносят по 1 капле нормальной и патологической 

мочи, высушивают на воздухе и на высушенные пятна 

добавляют по 1 капле йод-азидного реактива.

На четыре полоски фильтровальной бумаги наносят 

по 1 капле стандартных растворов цистина, высушивают 

на воздухе и добавляют на высушенные участки по 1 кап-

ле йод-азидного реактива.

Проба считается положительной, если окраска реак-

тива выцветает в течение 5 мин. Нижняя граница чув-

ствительности метода — 0,3 г/л. Реакцию оценивают по 

шкале стандартов цистина от 0,3 до 0,6 г/л.

Оформление работы. Сравнить пробы с нормальной 

и патологической мочой; по шкале стандартов цистина 

определить примерное содержание его в моче больного 

пациента.

Практическое значение работы. Цистинурия — молеку-

лярная патология, возникающая из-за недостатка белка, 

участвующего в транспорте и реабсорбции в канальцах 

почек цистина и гомоцистина. В норме с мочой цистина 

выделяется 4–350 мкмоль/сут. При цистинурии его экс-

креция повышается до 1–4 ммоль/сут. Для обнаружения 

наследственной или приобретенной цистинурии исполь-

зуется йод-азидная проба во время массовых обследова-
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ний детского контингента. Своевременная диагностика 

позволяет снизить осложнения, наблюдающиеся при 

этом заболевании, а именно образование цистиновых 

камней в почках. При проведении йод-азидной пробы 

следует учитывать ложно-положительную реакцию анги-

дрида аргининоянтарной кислоты, ацетона, некоторых 

лекарственных средств.

2. ЭКСПРЕСС-ДИАГНОСТИКА ПАТОЛОГИИ УГЛЕВОДНОГО 
ОБМЕНА 

РАБОТА 79. ВЫЯВЛЕНИЕ ПЕНТОЗУРИИ ПРОБОЙ БИАЛЯ
Пентозурия возникает из-за недостатка белка, уча-

ствующего в транспорте пентоз и способствующего их 

реабсорбции в канальцах почек.

Реактивы. Орциновый реактив*.

Оборудование. Штатив с пробирками; водяная баня; 

пипетки вместимостью 5 мл.

Материал. Моча, нормальная и патологическая*.

Принцип метода — см. работу 18, б.

Ход определения. В две пробирки отмеривают по 

5 мл орцинового реактива и по 1 мл соответственно 

нормальной и патологической мочи. Затем осторожно 

нагревают на водяной бане до закипания. При нали-

чии в моче пентоз развивается яркая желто-зеленая 

окраска.

Оформление работы. Сравнить окраску проб нормаль-

ной и патологической мочи и сделать вывод о возмож-

ности использования данной реакции для диагностики 

пентозурии.

РАБОТА 80. ВЫЯВЛЕНИЕ ФРУКТОЗУРИИ ПРОБОЙ 
СЕЛИВАНОВА

Реактивы. Резорцин, 0,05%-ный раствор в 20%-ной 

соляной кислоте.
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Оборудование. Штатив с пробирками; пипетки вме-

стимостью 2 мл; водяная баня.

Материал. Моча, нормальная и патологическая*.

Метод основан на превращении фруктозы при нагре-

вании в присутствии соляной кислоты в гидроксиме-

тилфурфурол, который конденсируется с резорцином, 

образуя соединение красного цвета.

Ход определения. В две пробирки наливают по 1 мл 

раствора резорцина и добавляют в одну из них 2 мл нор-

мальной, а в другую — патологической мочи. Обе про-

бирки нагревают в водяной бане до закипания. При на-

личии в моче фруктозы появляется интенсивное красное 

окрашивание. Оценку пробы производят в момент заки-

пания; при более длительном нагревании положитель-

ную реакцию может дать и глюкоза.

Оформление работы. Сравнить окраску исследуемых 

проб и сделать вывод о практическом применении про-

бы Селиванова.

РАБОТА 81. ВЫЯВЛЕНИЕ МУКОПОЛИСАХАРИДОЗОВ ПРОБОЙ 
С ТОЛУИДИНОВЫМ СИНИМ НА МУКОПОЛИСАХАРИДЫ

Мукополисахаридозы — врожденное нарушение обмена 
кислых гетерополисахаридов. При этом заболевании появ-

ляются мукополисахариды (гликозамингликаны) в моче. 

Аналогичное явление наблюдается также при ревматоид-

ном артрите и других повреждениях соединительной ткани.

Реактивы. Толуидиновый синий, 0,1%-ный раствор 

в водном ацетоне, разведенном с водой в соотношении 

4 : 1; уксусная кислота, 10%-ный раствор.

Оборудование. Полоски фильтровальной бумаги 

10×20 мм; глазные пипетки.

Материал. Моча, нормальная и патологическая*.

Метод основан на образовании окрашенных продук-

тов (пурпурного цвета) при взаимодействии мукополи-

сахаридов с толуидиновым синим в кислой среде.
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Ход определения. На одну полоску фильтровальной 

бумаги наносят каплю нормальной мочи, на вторую – 

каплю патологической. Полностью высушивают их 

при комнатной температуре и помещают в раствор то-

луидинового синего. Через 1 мин бумажки вынимают 

из красящего раствора и отмывают в растворе уксусной 

кислоты.

Проба положительна при развитии пурпурной окра-

ски, говорящей о наличии мукополисахаридов в моче.

Оформление работы. Отметить наличие окрашивания, 

сделать вывод о возможности практического использо-

вания данной пробы.

Практическое значение работы. Полуколичественные 

методы анализа субстанций называются «просеивающи-

ми» или скрининг-тестами. Они позволяют осуществлять 

отбор больных с предполагаемыми наследственными или 

приобретенными дефектами обмена; их применяют при 

массовом обследовании больших контингентов детей для 

выявления наиболее распространенных и новых моле-

кулярных болезней, при которых повышено выделение 

углеводов и продуктов их обмена. Эти вещества дают по-

ложительные реакции при проведении скрининг-тестов. 

В дальнейшем при выявлении молекулярной патологии 

проводится тщательное биохимическое обследование 

с помощью точных количественных методов.

3. ДИАГНОСТИКА ПАТОЛОГИИ ПОРФИРИНОВОГО 
ОБМЕНА

Протопорфирин IX, который связывается с железом, 

образуя гем, является конечным продуктом цепи слож-

ных реакций. Первой ступенью этого синтеза является 

реакция соединения глицина и сукцинил–КоА с обра-

зованием δ-аминоливулиновой  кислоты (АЛК), реакция 

катализируется ферментом АЛК-синтетазой. Затем две 
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молекулы АЛК конденсируются с образованием порфо-

билиногена (ПБГ).

РАБОТА 82. ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ 
ПОРФОБИЛИНОГЕНА В МОЧЕ

Реактивы. Реактив Эрлиха*, ацетат натрия, насыщен-

ный раствор; хлороформ; бутиловый спирт; бумага инди-

каторная для измерения рН (в интервале 4,0–5,0).

Оборудование. Пипетки вместимостью 5 и 10 мл; шта-

тив с пробирками; центрифуга лабораторная; центри-

фужные пробирки.

Материал. Моча (подвергается исследованию в тече-

ние 2–3 ч после мочеиспускания).

Метод основан на способности порфобилиногена об-

разовывать с п-диметилами нобензальдеги дом  соедине-

ние, окрашенное в красный цвет.

Ход определения. В пробирке смешивают 2,5 мл реак-

тива Эрлиха и 2,5 мл мочи. Добавляют 5 мл насыщенно-

го раствора ацетата натрия и перемешивают стеклянной 

палочкой. Затем с помощью индикаторной бумаги из-

меряют рН, значение которого должно быть в интервале 

4,5–5,0. Если рН меньше 4,0, добавляют раствор ацетата 

натрия. Если окраска не образуется, результат отрица-

тельный. При образовании розовой или красной окраски 

добавляют 5 мл хлороформа и встряхивают. Если окраска 

переходит в слой хлороформа, а верхний водный слой 

становится бесцветным или желтым, результат отрица-

тельный. При сохранении окрашивания водной фазы 

переносят 6–8 мл водного слоя в другую пробирку, добав-

ляют бутиловый спирт в соотношении 2 : 1 и встряхивают. 

Обычно фазы разделяются быстро, в противном случае 

смесь центрифугируют. При переходе окраски в бутило-

вый слой результат отрицательный, а если водная фаза 

остается окрашенной, результат положительный для пор-

фобилиногена.
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Примечание. При хранении мочи свыше 3 ч при ком-

натной температуре реакция может быть ложноотри-

цательной, что, по-видимому, связано с превращением 

порфобилиногена в порфирины и образованием ингиби-

торов реакции. Если нет возможности исследовать мочу 

в первые 2–3 ч, ее хранят в холодильнике при 4 °С или 

в замороженном состоянии. При хранении в холодиль-

нике и доведении рН мочи до 6,0–7,0 порфобилиноген 

стабилен длительное время.

Оформление работы. Отметить характер развившегося 

окрашивания, сделать вывод о возможности практиче-

ского использования данного определения.

Практическое значение работы. В норме порфобили-

ноген в моче не обнаруживается (0,2 мг/л). Данным ме-

тодом он выявляется при концентрации, превышающей 

6 мг/л, что может быть при различных формах печеноч-

ных порфирий. 

РАБОТА 83. КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ 
СОДЕРЖАНИЯ δ-АМИНОЛЕВУЛИНОВОЙ КИСЛОТЫ В МОЧЕ

Реактивы. Уксусная кислота ледяная; хлорная кислота 

57%; натрия ацетат 3-водный; δ-аминолевулиновой кисло-

ты гидрохлорид; уголь активированный с дисперсностью 

0,25–1 мм; ацетил-ацетон; п-диметиламинобензальдегид; 

ацетатный буфер рН 3,6*; взвесь угля*; реактив Эрлиха*; 

беззольные фильтры (синяя лента), калибровочный рас-

твор аминолевулиновой кислоты*.

Оборудование. Штатив с пробирками, пипетки вме-

стимостью 0,1, 2 и 10 мл; пробирки с притертыми проб-

ками; спектрофотометр.

Материал. Моча. Хранится в холодильнике, рН мочи 

должен быть равен 6,0, для чего добавляют на 10 мл мочи 

0,1 мл ледяной уксусной кислоты.

Метод основан на способности δ-аминолевули-

новой кислоты взаимодействовать с п-диметиламино-

Makarova-2011-12-12.indd   250 15.12.2011   17:11:08



251

МОЛЕКУЛЯРНАЯ ПАТОЛОГИЯ

бензальдегидом после удаления порфобилиногена и 

других мешающих определению веществ с помощью ак-

тивированного угля. Интенсивность окрашивания про-

порциональна концентрации данной кислоты в пробе.

Ход определения. К 1 мл мочи в пробирке с притертой 

пробкой добавляют 9 мл взвеси активированного угля 

в ацетатном буфере рН 3,6. Суспензию взбалтывают 

1 мин и фильтруют через бумажный фильтр. 

В две пробирки (контрольную и опытную) отбирают 

по 2 мл фильтрата. 

В опытную пробу добавляют 0,05 мл ацетилацетона, 

в контрольную — такое же количество ацетатного буфера. 

Содержимое обеих пробирок тщательно перемешива-

ют стеклянной палочкой. Затем пробирки помещают на 

20 мин в кипящую водяную баню, охлаждают, доводят 

объем жидкости ацетатным буфером до 2 мл и в каждую 

пробирку добавляют по 2 мл реактива Эрлиха, переме-

шивают. Через 15 мин спектрофотометрируют опытную 

пробу против контрольной при длине волны 553 нм в кю-

вете с толщиной слоя 1 см. Окраска раствора стабильна 

в течение часа.

Расчет. Содержание δ-аминолевулиновой кисло-

ты(АЛК) проводят по калибровочному графику, условия 

построения которого представлены в таблице.

№ про-
бирки

Рабочий 
калибровочный 

раствор, мл

Ацетатный 
буфер рН 3,6, мл

АЛК в пробе (2 мл)

мкг мкмоль

1 0,1 4,9 0,04 0,0003

2 0,3 4,7 0,12 0,0009

3 0,5 4,5 0,20 0,0015

4 0,7 4,3 0,28 0,0021

5 1,0 4,0 0,40 0,0030

6 2,0 3,0 0,80 0,0060

Из каждой пробы отбирают по 2 мл раствора в две про-

бирки (контрольную и опытную), которые обрабатывают 
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как указано выше. По полученным данным строят кали-

бровочный график.

Расчет. При расчете рекомендуется проводить пере-

счет на 1 г креатинина, так как диурез за сутки может 

быть различным.

Содержание АЛК в моче х (мкмоль/г креатина) опре-

деляют по формуле:
С · 10

х =
А · 2

,

где С — количество АЛК в пробе, найденное по калибровочному 
графику (мкмоль); А — содержание креатинина в пробе, г; 10 — 
коэффициент разведения мочи; 2 — объем фильтрата, мл.

Оформление работы. Рассчитать содержание δ-амино-

левулиновой кислоты в исследуемой моче и сделать вы-

вод о возможных изменениях.

Практическое значение работы. В норме содержание 

АЛК в моче 3,9–19 мкмоль/г креатинина (0,52–2,5 мг/г 

креатинина). Выделение аминолевулиновой кислоты 

с мочой увеличивается при патологических процессах, 

связанных с нарушением порфиринового обмена, а так-

же при интоксикации свинцом, бензолом и некоторыми 

другими веществами.

РАБОТА 84. КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ 
КОПРОПОРФИРИНА В МОЧЕ ПО МЕТОДУ СОУЛСБИ В МОДИФИКАЦИИ 

РИМИНГТОНА
Реактивы. Уксусная кислота, ледяная; эфир меди-

цинский; соляная кислота, 1,4 моль/л; йод, спиртовой 

раствор, 0,039 моль/л; раствор йода в соляной кислоте 

(200 объемов соляной кислоты и 1 объем спиртового 

раствора йода).

Оборудование. Штатив с пробирками; пипетки вмести-

мостью 0,2; 2 и 5 мл; делительные воронки, спектрофо-

тометр.
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Материал. Свежевыделенная моча (срок хранения не 

более 3 ч).

Метод основан на способности йода переводить ко-

пропорфириноген в копропорфирин, который опреде-

ляется спектрофотометрически по разнице оптической 

плотности при трех длинах волн.

Ход определения. В делительную воронку вносят 

2 мл мочи, 0,2 мл ледяной уксусной кислоты, 5 мл эфи-

ра и встряхивают в течение 1 мин. После разделения 

фаз нижний водный слой отбрасывают. К эфирному 

слою, содержащему копропорфирин и копропорфири-

ноген, добавляют 5 мл раствора йода в соляной кислоте 

для перевода копропорфириногена в копропорфирин, 

встряхивают в течение 1 мин. После разделения фаз 

нижний слой переносят в пробирку, термостатируют 

при 37 °С в течение 5 мин. Затем содержимое пробирки 

встряхивают и измеряют оптическую плотность рас-

твора в кюветах с толщиной слоя 1 см при трех длинах 

волн: 380, 402 и 430 нм против раствора соляной кис-

лоты.

Расчет проводят по формуле:

[2 · E
402

 – (E
430

 + E
380

)] · 2,093 · 1,52 

х = –––––––––———————————————— ,

А

где  х — содержание копропорфирина в моче, нмоль/г 
креатинина; Е

402
, Е

430
, Е

380
 — оптическая плотность 

раствора при соответствующих длинах волн; А — со-
держание креатинина в пробе, г; 1,52 — коэффициент 
пересчета мкг в нмоль; 2,093 — коэффициент для рас-
чета содержания копропорфирина, предложенный Ри-
мингтоном.

Оформление работы. Рассчитать содержание копро-

порфирина в моче и сделать вывод о возможных изме-

нениях.
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Практическое значение работы. В норме содержание 

копропорфирина в моче — 30,5–122 нмоль/г креатинина 

(20–80 мкг/г креатинина). Повышение содержания ко-

пропорфирина в моче наблюдается при наследственной 

копропорфирии, острой перемежающейся порфирии, 

эритропоэтической уропорфирии, а также при циррозе, 

гепатите, свинцовой интоксикации.
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К регуляторам метаболизма можно отнести вита-

мины, гормоны, гормоноподобные вещества и медиа-

торы. Свою функцию они осуществляют посредством 

модификации активности ферментов или влияния на их 

количество в клетках. Поэтому при исследовании дан-

ной группы биологических соединений применяют как 

методы качественного и количественного анализа этих 

веществ и продуктов их обмена, так и оценку состояния 

системы регуляторов организма по их действию на соот-

ветствующие звенья метаболизма.

1. ИССЛЕДОВАНИЕ ВИТАМИНОВ

РАБОТА 85. КАЧЕСТВЕННЫЕ РЕАКЦИИ НА ВИТАМИНЫ
Реактивы. Хлороформ; серная кислота, конц.; суль-

фаниловая кислота, 1%-ный раствор; нитрит натрия, 

5%-ный раствор, свежеприготовленный; карбонат на-

трия, 10%-ный раствор; азотная кислота, конц.; ди-

этилдитиокарбамат натрия, 2%-ный спиртовой раствор; 

гидроксид натрия, 4%-ный спиртовой раствор; гидро-

сульфит натрия, порошок; хлорид железа (III), кристал-

лический; тиомочевина, кристаллическая; соляная кис-

лота, конц.; цинк металлический.

Оборудование. Штатив с пробирками; скальпель; весы 

аптечные с разновесами; беззольные фильтры; флуороскоп.
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Материал.
1. Рыбий жир.

2. Токоферол, 0,1%-ный спиртовой раствор.

3. Витамин К, насыщенный раствор в 70%-ном эта-

ноле.

4. Тиамин, порошок.

5. Рибофлавин, 0,002%-ный раствор.

6. Рибофлавинмононуклеотид, 0,1%-ный раствор 

в ампулах, из которого готовят 0,002%-ный раствор.

7. Флавинат, лекарственный препарат в ампулах, со-

держащий ФАД, 0,002%-ный раствор.

8. Чай сухой.

9. Витамин В
12

, раствор в ампулах.

а. Проба Друммонда на ретинол (витамин А). 
Метод основан на способности концентрированной 

серной кислоты отнимать воду от ретинола с образова-

нием окрашенных продуктов.

Ход определения. В пробирку вносят 2 капли рыбьего 

жира, 5 капель хлороформа и 1–2 капли концентриро-

ванной серной кислоты. Появляется голубое окрашива-

ние, переходящее в буро-красное.

б. Обнаружение кальциферола (витамин D). 
Метод основан на взаимодействии кальциферола 

с гидрохлоридом анилина с образованием окрашенных 

продуктов.

Ход определения. В сухую пробирку помещают 10 ка-

пель анилинового реактива и прибавляют 5 капель 

рыбьего жира. Содержимое пробирки осторожно при 

постоянном перемешивании нагревают до кипения и ки-

пятят  в течение 30 с. В присутствии витамина D желтая 

эмульсия приобретает вначале грязно-зеленое, а затем 

буро-красное или красное окрашивание.

в. Качественная реакция на токоферол (витамин Е). 
Метод основан на образовании соединений хиноид-

ной структуры, окрашивающихся в красный цвет, при 
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действии сильных окислителей (концентрированной 

азотной кислоты) на токоферол.

Ход определения. В сухую пробирку вносят 5 капель 

спиртового раствора токоферола и добавляют 10 капель 

концентрированной азотной кислоты. Встряхивают. На-

блюдают за развитием красного окрашивания.

г. Качественная реакция на нафтохинон (витамин К). 
Метод основан на взаимодействии диэтилдитиокар-

бамата с витамином К в щелочной среде с образованием 

комплекса голубого цвета.

Ход определения. В пробирку вносят 4 капли спирто-

вого раствора диэтилдитиокарбамата натрия и 4 капли 

раствора гидроксида натрия. Встряхивают и наблюдают 

за развитием окраски.

д. Обнаружение тиамина (витамин В
1
). 

Метод основан на способности тиамина образовывать 

с диазофенилсульфоновой кислотой комплекс оранжево-

красного цвета в щелочной среде.

Ход определения. В пробирку вносят 5 капель раствора 

сульфаниловой кислоты и прибавляют 5 капель раствора 

нитрита натрия. 

К полученному диазореактиву добавляют на кончике 

скальпеля порошок тиамина и 5 капель раствора карбо-

ната натрия. Встряхивают. Появляется оранжево-красное 

окрашивание.

е. Обнаружение рибофлавина (витамин В
2
) и флавино-

вых коферментов можно проводить двумя методами. 

1. Метод основан на способности окисленных форм 

рибофлавина и флавиновых коферментов (ФМН и ФАД) 

давать в ультрафиолетовом свете желто-зеленую флуо-

ресценцию, интенсивность которой зависит от их кон-

центрации. Восстановленные формы флавинов не флуо-

ресцируют.

Ход определения. В одну пробирку вносят 10 капель 

раствора рибофлавина, в другую — рибофлавинмонону-
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клеотида, в третью — флавината, приливают в каждую из 

них по 5 мл воды и перемешивают встряхиванием. Ставят 

пробирки в штатив флуороскопа и сравнивают интенсив-

ность флуоресценции трех проб.

Прибавляют в каждую пробирку на кончике скаль-

пеля порошок гидросульфита натрия (восстановитель) 

и наблюдают за гашением флуоресценции.

2. Метод основан на восстанавливающей способности 

рибофлавина, при этом окисленная форма (желтое окра-

шивание) переходит в восстановленную форму (лейко-

форма, бесцветный рибофлавин). 
Ход определения. В пробирку налить 10 капель раство-

ра рибофлавина, добавить 5 капель концентрированной 

соляной кислоты и опустить зернышко металлического 

цинка. Наблюдается обесцвечивание раствора.

ж. Качественная реакция на рутин (витамин Р). 
Метод основан на взаимодействии рутина с хлоридом 

железа (III) с образованием комплексного соединения 

зеленого цвета.

Ход определения. На аптечных весах берут навеску 100 мг 

чая, добавляют 15 мл дистиллированной воды и кипятят 

в течение 3 мин. Дают остыть, отбирают в пробирку 1 мл 

жидкости и добавляют несколько кристалликов хлорида 

железа (III). Перемешивают и разводят в 2–3 раза дистил-

лированной водой. Развивается зеленое окрашивание.

з. Качественная реакция на цианкобаламин. 
Метод основан на способности кобальта, входящего 

в состав витамина В
12

, при высокой температуре взаимо-

действовать с тиомочевиной с образованием комплекса 

зеленого цвета.

Ход определения. На беззольный фильтр наносят 

2–3 капли 10%-ного раствора тиомочевины, высуши-

вают на газовой горелке, после чего наносят 1–2 капли 

раствора витамина В
12

 и снова высушивают. Образуется 

зеленое кольцо.
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Оформление работы. Все результаты качественных ре-

акций на витамины оформить в виде таблицы.

№ опыта Материал
Исследуемый 

витамин
Реакция

Наблюдаемая 
окраска

Практическое значение работы. Качественные реак-

ции на витамины позволяют обнаружить их наличие 

в лекарственных препаратах и после экстракции в пи-

щевых продуктах и лекарственных растениях. Прин-

цип, положенный в основу качественных реакций на 

витамины, используется при разработке количествен-

ного определения их в различных природных объектах 

и лекарственных средствах.

РАБОТА 86. ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ 
ТИАМИНА И РИБОФЛАВИНА 

ФЛУОРИМЕТРИЧЕСКИМ МЕТОДОМ
Реактивы. Соляная кислота, 0,1 М раствор; окислитель-

ная смесь*; н-бутанол; этанол, 96%-ный; тиамин, стандарт-

ный раствор концентрации 10 мкг/мл; уксусная кислота, 

ледяная; перманганат калия, 4%-ный раствор; гидроксид 

водорода, 3%-ный раствор; гидросульфит натрия, порошок; 

рибофлавин, стандартный раствор концентрации 5 мкг/мл, 

трихлоруксусная кислота, 20%-ный раствор.

Оборудование. Штатив с пробирками; пенициллино-

вые флакончики с полиэтиленовыми пробками; пипетки 

вместимостью 1 и 5 мл; мерный цилиндр вместимостью 

50 мл; ступка с пестиком;фильтровальная бумага; флуо-

риметр  или флуороскоп.

Материал.
1. Драже поливитаминов.

2. Моча.

3. Хлеб и молоко. 
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1. ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ  ВИТАМИНА В1 И В2 
В ПОЛИВИТАМИННЫХ ПРЕПАРАТАХ

а. Определение содержания тиамина. 
Метод основан на способности тиамина окислять-

ся гексацианоферратом (III) калия в щелочной среде в 

тиохром, который после извлечения его из раствора бу-

тиловым спиртом дает в ультрафиолетовом свете сине-

голубую флуоресценцию:

Ход определения. Драже поливитаминов размина-

ют в ступке, добавляя 30 мл раствора соляной кислоты, 

и тщательно перемешивают.

В один флакончик (контроль) вносят 5 мл соляной 

кислоты, во второй (опыт) — 1 мл водного экстракта дра-

же витаминов и 4 мл дистиллированной воды, в третью 

(стандарт) — 5 мл раствора тиамина.

Во все флакончики приливают по 1,5 мл окислитель-

ной смеси и осторожно встряхивают их до полного пе-

ремешивания. Затем добавляют в них по 5 мл бутанола, 

плотно закрывают пробками и интенсивно встряхивают 

5 мин. После расслоения жидкости осторожно прибавля-

ют по 0,5 мл этанола (для просветления бутанола).
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Осторожно сливают просветленный бутанольный 

слой в кювету флуориметра и измеряют интенсивность 

флуоресценции опытной, контрольной и стандартной 

проб.

Расчет проводят по формуле:

(Е
оп

 – Е
к
) · 0,01 · 1 · 5,5

х = ——–––––————————  ,

Е
ст

 · 30

где х — содержание тиамина в драже, мг; Е
оп

 — пока-
зания флуориметра для опытной пробы; Е

к
 — показания 

флуориметра для контрольной пробы; Е
ст

 — показания 
флуориметра для стандартной пробы; 0,01 — концентра-
ция тиамина в стандартном растворе, мг/мл; 30 — объ-
ем экстракта драже, мл; 1 — объем экстракта, взятого 
на исследование, мл; 5,5 — объем пробы, просветленной 
этанолом, мл.

б. Определение содержания рибофлавина. 
Принцип метода — см. работу 85, е (1).

Ход определения. Драже поливитаминов разминают в 

ступке, добавляя 30 мл раствора соляной кислоты, и тща-

тельно перемешивают. 

В одну пробирку вносят 7 мл дистиллированной воды, 

во вторую (опытную) — 2 мл экстракта драже и 5 мл дис-

тиллированной воды, в третью (стандартная) — 1 мл 

стандартного раствора рибофлавина и 6 мл воды.

Во все пробирки приливают по 10 капель ледяной 

уксусной кислоты и по 1,5 мл раствора перманганата 

калия (для окисления посторонних флуоресцирующих 

веществ).

Содержимое пробирок встряхивают и добавляют по 

каплям (примерно 5 капель) гидроксид водорода при по-

стоянном помешивании стеклянной палочкой до полно-

го просветления жидкости. Растворы отстаивают 5 мин, 

до прекращения выделения пузырьков газа. Сливают 
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жидкость в кюветы флуориметра и измеряют интенсив-

ность флуоресценции всех проб.

Расчет проводят по формуле:

   (Е
оп

 – Е
к
) · 2 · 0,005 · 7

х = ————————————  ,
Е

ст
  · 30

где х — содержание рибофлавина в драже, мг; Е
оп

 — пока-
зания флуориметра для опытной пробы; Е

к
 — показания 

флуориметра для контрольной пробы; Е
ст

 — показания 
флуориметра для стандартной пробы; 30 — объем экс-
тракта драже, мл; 2 — объем экстракта драже, взятого 
на исследование, мл; 0,005 — концентрация рибофлавина 
в стандартном растворе, мг/мл; 7 — объем флуориметри-
руемых проб, мл.

2. ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ  ВИТАМИНА В1 И В2 
В МОЧЕ

а. Определение содержания тиамина в моче.
Принцип метода — см.  пункт 1, а.

Ход определения. Приготовить три обычные пробирки. 

В первую пробирку (опыт) внести 1 мл неразведенной 

мочи, 4 мл раствора соляной кислоты, во вторую (кон-

троль) — 5 мл соляной кислоты, в третью (стандарт) — 

5 мл раствора  тиамина. Далее пробы обрабатывают так 

же, как  в пункте 1, а.

б. Определение рибофлавина в моче.
Принцип метода — см. пункт 1, б.

Ход определения. Приготовить три обычных пробирки. 

В первую пробирку (опыт) прилить 2 мл неразведенной 

мочи и 5 мл дистиллированной воды, во вторую (кон-

троль) — 7 мл воды, в третью (стандарт) — 1 мл раствора 

рибофлавина и 6 мл дистиллированной воды. Далее про-

бы обрабатывают так же, как в пункте 1, б.
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3. ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ ВИТАМИНОВ В1 И В2 
В ПИЩЕВЫХ ПРОДУКТАХ

а. Определение содержания тиамина в хлебе.
Принцип метода — см. пункт 1, а.

Ход определения. 2 г хлеба растереть в фарфоровой 

ступке с 20 мл раствора соляной кислоты. Приготовить 

три пробирки. В первую пробирку (опыт) внести 5 мл 

полученного экстракта хлеба, во вторую (контроль) – 

5 мл раствора соляной кислоты, в третью (стандарт) – 

5 мл раствора тиамина. Далее пробы обрабатывают, как 

в пунк те 1, а.

б. Определение содержания рибофлавина в молоке.
Принцип метода — см. пункт 1, б.

Ход определения. Отмерить цилиндром 15 мл молока 

в обычную пробирку, прилить 2 мл трихлоруксусной кис-

лоты и тщательно перемешать стеклянной палочкой. От-

фильтровать содержимое в другую обычную пробирку. 

В первую пробирку (опыт) прилить 3 мл полученного 

безбелкового фильтрата молока и 4 мл дистиллированной 

воды, во вторую (контроль на реактивы) — 7 мл дистил-

лированной воды, в третью (стандарт) — 1 мл стандарт-

ного раствора рибофлавина и 6 мл дистиллированной 

воды. Далее пробы обрабатывают, как в пункте 1, б.

Оформление работы. Определить содержание иссле-

дуемых витаминов  и сделать вывод о возможности прак-

тического использования флуоримрического метода.

Практическое значение работы. Флуориметрические 

методы применяются для определения тиамина и рибоф-

лавина в пищевых продуктах, лекарственных растениях 

и готовых лекарственных препаратах, а также для изуче-

ния обеспеченности ими организма. Обеспеченность 

этими витаминами может быть определена по их уровню 

в крови и по экскреции с мочой. Низкое содержание ви-

таминов в организме наблюдается при гиповитаминозах, 
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болезнях печени, сердечно-сосудистых заболеваниях, за-

болеваниях желудочно-кишечного тракта и других пато-

логических состояниях.

Содержание витаминов группы В в пищевых продук-

тах различно в зависимости от кулинарной обработки, 

условий хранения, транспортировки. В черном хлебе 

количество тиамина колеблется от 0,2 до 0,3 мг в 100 г, 

а в белом — обнаруживаются его следы. В молоке в норме 

содержится в среднем 0,19–0,25 мг рибофлавина в 100 мл, 

однако его содержание может меняться в зависимости 

от условий питания. С целью предупреждения гипови-

таминозов в санитарно-гигиенической практике осу-

ществляется витаминизация пищевых продуктов путем 

добавления к ним тиамина, рибофлавина, аскорбиновой 

кислоты и др.

РАБОТА 87. КОЛИЧЕСТВЕННОЕ  ОПРЕДЕЛЕНИЕ  АСКОРБИНОВОЙ  КИСЛОТЫ
Реактивы. Соляная кислота, 2%-ный раствор; 2,6-

дихлорфенолиндофе нол, 0,001 М раствор; уксусная 

кислота, конц.

Оборудование. Пипетки вместимостью 1; 5 и 10 мл; 

мерная колба вместимостью 100 мл; воронка; вата; ап-

течные весы с разновесами; микробюретка; скальпель; 

ступки с пестиком; колбы для титрования.

Материал.
1. Лекарственное сырье (цветы бузины и тысячелист-

ника, лист крапивы и сенны, кора крушины, витамин-

ный чай, плоды шиповника).

2. Таблетки из плодов аронии черноплодной.

3. Плазма крови.

4. Моча.

5. Картофель (сырой, вареный), яблоки, лук репча-

тый, сок фруктовый, капуста и т.д.

Метод основан на способности аскорбиновой кис-

лоты к окислительно-восстановительным превраще-
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ниям. В ходе окисления аскорбиновой кислоты про-

исходит восстановление 2,6-дихлорфенолиндофенола 

с образованием его лейкоформы. На полное окисление 

аскорбиновой кислоты в растворе указывает появление 

розового окрашивания при небольшом избытке 2,6-

дихлорфенолиндофенола в кислой среде:

N 

O OH  

NH  

Cl Cl
 

 

 
           

 

 

 

H2 2C  

аскорбиновая  дегидроаскорбиновая 2,6~дихлорфенол
кислота  

(синего цвета)

  O
  HCl 

  O

 

индофенол
(лейкоформа)

кислота
2,6~дихлорфенол~

индофенол

O C

HO

Cl

C

HO C

HO C

H C H

C OH

+

Cl

ONaONa

CO

CO

CO

CH

HO C H

H OH

+

1. Определение содержания витамина С в лекарственных 
растениях.

Ход определения. На аптечных весах берут навески 

лекарственного сырья: цветы бузины, лист крапивы, 

цветы тысячелистника, кора крушины, лист сенны, ви-

таминный чай и плоды аронии черноплодной (или таб-

летки) по 0,5 г; шиповник, очищенный от семян, – 0,2 г. 

Исследуемый материал переносят в ступку, измельчают 

скальпелем и растирают с 5 мл раствора соляной кис-

лоты.

Вытяжку фильтруют через тонкий слой ваты в мер-

ную колбу вместимостью 100 мл. Извлечение витами-

на С из той же навески повторяют 3 раза с таким же 

объемом соляной кислоты, фильтруя каждый раз по-

лученную вытяжку в ту же мерную колбу. Содержимое 

колбочки доводят до метки дистиллированной водой, 

перемешивают.
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Для определения отбирают 10 мл вытяжки в стаканчик 

и титруют содержимое раствором 2,6-дихлорфенолиндо-

фенола, налитого в микробюретку, до появления розово-

го окрашивания, не исчезающего в течение 30 с.

Расчет проводят по формуле:

х =
0,088 · F  · V · 100 · 1000

10 · b
,

где  х — содержание аскорбиновой кислоты, мг/кг; F — 
фактор-поправка на титр индикатора; 0,088 — масса 
аскорбиновой кислоты, соответствующая 1 мл 0,001 М 
раствора 2,6-дихлорфенолиндофенола, мг; 100 — раз-
ведение взятой пробы; 1000 — коэффициент пересчета 
на 1 кг сырья; 10 — объем жидкости, взятый для ти-
трования, мл; V — объем 2,6-дихлорфенолиндофенола, 
пошедший на титрование, мл; b — навеска исследуемого 
материала, г.

Оформление работы. Полученные данные оформить 

в виде таблицы и сделать вывод о значении исследован-

ного растительного материала как источника аскорби-

новой кислоты. Указать в выводе о целесообразности 

применения растительного сырья с целью профилактики 

С-витаминной недостаточности.

Материал
Навеска, 

г

Объем 
2,6-дихлорфенолин дофенола, 
пошедшего на титрование, мл

Содержание аскорбиновой 
кислоты, мг/кг

2. Определение содержания витамина С в биологических 
жидкостях.

а. Определение содержания витамина С в плазме 
крови.

Ход определения. В колбу для титрования до-

бавляют 1 мл исследуемой плазмы крови, 9 мл рас-

твора соляной кислоты и титруют раствором 2,6-

дихлорфенолиндофенола до появления слабо-розовой 

окраски, не исчезающей в течение 30 с.

Makarova-2011-12-12.indd   266 15.12.2011   17:11:10



267

РЕГУЛЯТОРЫ ОБМЕНА ВЕЩЕСТВ

Расчет проводят по формуле:
0,088 · F · V · 1000 ,

K
x =

где х — количество аскорбиновой кислоты, мг/л; F — 
фактор-поправка на титр индикатора; V — объем 2,6-
дихлорфенолиндофенола, пошедший на титрование, мл; 
0,088 — масса аскорбиновой кислоты, соответствующая 
1 мл 0,001 М раствора 2,6-дихлорфенолиндофенола, мг; 
К — количество плазмы, взятой на титрование, мл; 
1000 — пересчет на 1 л плазмы крови.

б. Определение аскорбиновой кислоты в моче.  
Ход определения. В колбу для титрования добавляют 

10 мл мочи, 20 мл дистиллированной воды и 1 мл кон-

центрированной уксусной кислоты. Титруют раствором 

индикатора до появления розового окрашивания, не ис-

чезающего в течение 30 с.

Расчет проводят по формуле:

0,088 · F · V · 100   ,
K

x =

где х — количество аскорбиновой кислоты, мг/л; F — 
фактор-поправка на титр индикатора; V — объем 2,6-дих-
лорфенолиндофенола, пошедший на титрование, мл; 
0,088 — масса аскорбиновой кислоты, соответствующая 
1 мл 0,001 М раствора 2,6-дихлорфенолиндо фенола, мг; 
К — количество мочи, взятой на титрование, мл; 100 — 
пересчет на 1 л мочи.

Оформление работы. Определить содержание аскор-

биновой кислоты в плазме крови и моче и сопоставить 

с нормальными величинами.

3. Определение содержания витамина С в пищевых про-
дуктах.

Ход определения. Отвесить исследуемый материал 

в следующих количествах: шиповник — 0,2 г; карто-
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фель, яблоки, лук репчатый, капуста — по 5 г, фрук-

товый сок – 5 мл. Навеску перенести в фарфоровую 

ступку и растирать с 5 мл раствора соляной кислоты. 

Солянокислый экстракт отфильтровать через тонкий 

слой ваты в мерную колбу на 100 мл. Ступку трижды 

сполоснуть раствором соляной кислоты и содержи-

мое каждый раз перенести в мерную колбу. Экстракт 

в мерной колбе довести водой до метки и перемешать. 

В колбочку для титрования отобрать 10 мл получен-

ного раствора и титровать из бюретки раствором 2,6-

дихлорфенолиндофенола до появления стабильного 

розового окрашивания, не исчезающего в течение 30 с.

Расчет проводят по формуле:

х =
0,088 · F · V · 100 · 100

10 · С
,

где х — содержание аскорбиновой кислоты, мг в 100 г ис-

следуемого материала; F — фактор-поправка на титр 

индикатора; V — объем 2,6-дихлорфенолиндофенола, по-

шедший на титрование, мл; 0,088 — масса аскорбиновой 

кислоты, соответствующая 1 мл 0,001 М раствора 2,6-

дихлорфенолиндофенола, мг; 100 — общее количество вы-

тяжки, мл; 100 — перерасчет содержания аскорбиновой 

кислоты, мг в 100 г исследуемого материала; 10 — количе-

ство вытяжки, взятой для титрования, мл; С — навеска 

исследуемого материала, г.

Оформление работы. Полученные результаты иссле-

дования оформить в виде таблицы и сделать вывод о со-

держании аскорбиновой кислоты в исследуемом мате-

риале.
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№ 
п/п

Продукт

Количество аскорбата
в мг на 100 г продукта

Норма Опыт

1 Шиповник сухой, очищенный 1200–25000

2 Картофель сырой 10–40

3 Капуста белокочанная 25–66

4 Лук репчатый 20–50

5 Яблоки 5–48

Практическое значение работы. Определение содер-

жания аскорбиновой кислоты в пищевых продуктах и 

лекарственных растениях необходимо для составления 

правильного рациона, удовлетворяющего потребность 

организма в этом витамине. Богаты витамином С плоды 

шиповника, черной смородины, цитрусовых и т.д. Со-

держание его снижается при хранении овощей и фруктов, 

а также при термической обработке пищи. Аскорбиновая 

кислота применяется для профилактики гиповитаминоза 

и простудных заболеваний, для лечения воспалительных 

процессов, атеросклероза. Она способствует усилению 

регенеративных процессов. Определение аскорбиновой 

кислоты в крови и моче используется для выявления со-

стояния гиповитаминоза. Аскорбиновая кислота уча-

ствует в окислительно-восстановительных процессах при 

синтезе стероидных гормонов, обмене ароматических 

аминокислот, образовании соединительной ткани. Как 

антиоксидант аскорбиновая кислота добавляется в раз-

личные пищевые изделия и безалкогольные напитки.

В норме содержание аскорбиновой кислоты в плаз-

ме крови составляет 7–15 мг/л, с мочой выделяется 

13–20 мг/л витамина С. 

РАБОТА 88. ОПРЕ ДЕ ЛЕНИЕ СОДЕРЖ АНИЯ 
ВИТАМИНА Р В РАЗЛИЧНЫХ СОРТАХ ЧАЯ

Реактивы. Перманганат калия, 0,05 н раствор; инди-

гокармин, раствор.
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Оборудование. Штатив с пробирками; пипетки вме-

стимостью 5 мл; микробюретка для титрования; аптеч-

ные весы с разновесами; мерный цилиндр вместимостью 

50 мл; колбочки для титрования.

Материал. Чай (разные сорта).

Метод основан на способности витамина Р окисляться 

перманганатом калия. В качестве индикатора применяет-

ся индигокармин, который вступает в реакцию с перман-

ганатом калия после окисления всего витамина Р, причем 

синяя окраска индигокармина меняется на желтую.

Ход определения. К 100 мг чая прилить 50 мл дистил-

лированной воды, довести до кипения и экстрагировать 

в течение 5 мин. В колбочку прилить по 5 мл экстракта 

чая, дистиллированной воды, раствора индигокармина и 

титровать до появления устойчивой желтой окраски, не 

исчезающей в течение 30 с.

Расчет проводят по формуле:

х =
3,2 · V · 50 · 100

5 · 0,1 · 1000
,

где х — содержание витамина в чае, мг в 100 г исследуемо-
го чая; 3,2 — количество витамина, окисляющегося 1 мл 
0,05 н раствор перманганата калия, мкг; V — количество 
0,05 н раствор перманганата калия, пошедшего на титро-
вание, мл; 50 — количество  воды, взятое для анализа, мл; 
100 — перерасчет в мг в 100 г исследуемого чая, 5 — количе-
ство вытяжки, мл; 0,1 — количество сухого вещества, г; 
1000 — перевод мкг в мг.

Оформление работы. Результаты исследования офор-

мить в виде таблицы.

№ п/п Сорт чая Количество витамина Р
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Практическое значение работы. В санитарно-гигиени-

ческой практике данный метод используется для опреде-

ления содержания витамина Р (биофлавоноиды)  в раз-

личных пищевых продуктах.

Суточная потребность взрослого человека в витами-

не Р составляет около 25 мг. Биофлавоноидами богаты 

свежие фрукты и ягоды, особенно черноплодная рябина, 

черная смородина, яблоки, виноград, лимоны, а также 

листья чая и плоды шиповника. Витамин Р взаимодей-

ствует с аскорбиновой кислотой в процессе образования 

коллагена и тем самым укреплят стенки капилляров.

2. ИССЛЕДОВАНИЯ ГОРМОНОВ, МЕДИАТОРОВ 
И ИХ МЕТАБОЛИТОВ

В клинико-биохимических лабораториях и фармации 

используют методы качественного и количественного 

анализа для определения гормонов и медиаторов в био-

логическом материале и лекарствах. В то же время откло-

нения в содержании гормонально-медиаторных соеди-

нений регистрируют по нарушению регулируемых ими 

звеньев в обмене веществ.

РАБОТА 89. КАЧЕСТВЕННЫЕ РЕАКЦИИ 
НА БЕЛКОВО-ПЕПТИДНЫЕ ГОРМОНЫ

Реактивы.  Биуретовый реактив*; нингидрин, 

0,5 %-ный водный раствор; гидроксид натрия, 20%-ный 

раствор; ацетат свинца, 5%-ный раствор.

Оборудование. Глазные пипетки; штатив с пробирками.

Материал.
1. Инсулин для инъекций.

2. Окситоцин для инъекций.

Принцип метода и ход определения — см. работу 1, а, б, е.

Берут шесть пробирок и вносят в три из них по 5 ка-

пель инсулина, а в три другие — по 5 капель окситоцина. 
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Проводят с ними биуретовую, нингидриновую реакции 

и реакцию Фоля, как описано в работе 1, а, б, е.

Оформление работы. Данные занести в таблицу.

Препараты гормонов Реакции Выявляемая группа Результат

В выводах отметить присутствие соответствующих 

групп и аминокислот в исследуемых гормональных пре-

паратах.

РАБОТА 90. КАЧЕСТВЕННЫЕ РЕАКЦИИ 
НА ГОРМОНЫ – ПРОИЗВОДНЫЕ АМИНОКИСЛОТ

Реактивы. Хлорид железа (III), 0,15 М раствор; суль-

фаниловая кислота, 1%-ный раствор; нитрит натрия, 5%-

ный раствор; карбонат натрия, 10%-ный раствор; гекса-

цианоферрат (III) калия K
3
[Fe(CN)

6
] 0,2%-ный раствор; 

гидроксид натрия, 5 М раствор; аскорбиновая кислота, 

кристаллическая; азотная кислота, конц.; йодат калия 

KIO
3
, 1%-ный раствор; хлороформ.

Оборудование. Штатив с пробирками; глазные пипет-

ки; стеклянные палочки; водяная баня; флуороскоп.

Материал.
1. Адреналин, 0,1%-ный раствор (в ампулах).

2. Тиреоидин (порошок).

а. Реакция на адреналин с хлоридом железа (III). 
Метод основан на способности пирокатехиновой груп-

пировки адреналина образовывать с хлоридом железа (III) 

комплексное соединение изумрудно-зеленого цвета:
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Ход определения. В пробирку приливают 10 капель 

раствора адреналина и добавляют 1 каплю раствора хло-

рида железа (III). Наблюдают появление характерного 

окрашивания.

б. Реакция на адреналин с диазобензолсульфокислотой. 
Метод основан на способности адреналина образовы-

вать с диазобензолсульфокислотой соединение красного 

цвета.

Ход определения. Для получения диазобензолсульфо-

кислоты в пробирку наливают по 3 капли раствора суль-

фаниловой кислоты и нитрита натрия, перемешивают 

встряхиванием. Затем в пробирку добавляют 5 капель 

раствора адреналина и 3 капли раствора карбоната на-

трия. Содержимое перемешивают встряхиванием и на-

блюдают за развитием характерной окраски.

в. Обнаружение адреналина по образованию флуоресци-
рующего продукта его окисления — адренолютина. 

Метод основан на способности адреналина окислять-

ся под действием K
3
[Fe(CN)

6
] в адренохром, из которого 

в щелочной среде образуется адренолютин, имеющий 

желто-зеленую флуоресценцию:
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Ход определения. В две пробирки вносят по 1 капле 

исходного раствора адреналина и добавляют в одну из 

них 5 мл, а во вторую — 10 мл воды. Перемешивают сте-

клянной палочкой.

В две другие пробирки отмеряют по 4 мл разведен-

ных растворов адреналина, приливают по 0,3 мл раствора 

K
3
[Fe(CN)

6
] и оставляют на 5 мин (при этом адреналин 

окисляется в адренохром).

В каждую пробирку прибавляют на кончике скаль-

пеля кристаллической аскорбиновой кислоты и по 4 мл 

раствора гидроксида натрия. Содержимое перемеши-

вают стеклянной палочкой (аскорбиновая кислота 

препятствует дальнейшему окислению адренохрома, 

а гидроксид натрия способствует превращению его 

в адренолютин).

Пробирки помещают в штатив флуороскопа и сравнива-

ют интенсивность характерной флуоресценции в пробах.

г. Обнаружение йодтиронинов. 
Метод основан на отщеплении при кислотном гидро-

лизе тиреоидных гормонов (йодтиронины) йодистоводо-

родной кислоты, при взаимодействии которой с йодатом 

калия выделяется свободный йод:

Йодтиронины HNO
3
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5HI + KIO
3
 + HNO

3
 → 3I

2
 + KNO

3
 + 3H

2
O.

В хлороформе йод имеет фиолетовую окраску.

Ход определения. В пробирку помещают несколько 

кристаллов тиреоидина, добавляют 10 капель концен-

трированной азотной кислоты и нагревают 3–5 мин 

в кипящей водяной бане. Затем приливают 20 капель 

раствора йодата калия. Содержимое перемешивают и 

охлаждают.

В пробирку добавляют 15 капель хлороформа. Встря-

хивают и отмечают характерную окраску хлороформа.

Оформление работы. Данные занести в таблицу.

Исследуемый гормон Реакция Результат

В выводе отметить возможность практического ис-

пользования этих реакций.

РАБОТА 91. КАЧЕСТВЕННЫЕ РЕАКЦИИ НА СТЕРОИДНЫЕ 
ГОРМОНЫ И ИХ МЕТАБОЛИТЫ

Реактивы. Серная кислота, конц.; гидроксид натрия, 

30%-ный раствор; реактив Фолина; м-динитробензол, 

2 %-ный раствор в 96%-ном этаноле.

Оборудование. Глазные пипетки; штатив с пробирка-

ми; пипетка для концентрированных кислот; водяная 

баня.

Материал. Фолликулин (эстрон), 0,1%-ный масляный 

раствор для инъекций в ампулах. Для приготовления 

спиртового раствора содержимое 5 ампул фолликулина 

выливают в делительную воронку, содержащую 50 мл 

этанола. Воронку встряхивают и после расслоения фаз 

нижний, масляный слой отбрасывают, а для исследова-

ния используют верхний — спиртовой раствор.

а. Реакция на фенольную группу эстрона (фолликулин) 
с серной кислотой. 

Makarova-2011-12-12.indd   275 15.12.2011   17:11:11



276

ПРАКТИКУМ ПО БИОЛОГИЧЕСКОЙ ХИМИИ

Метод основан на взаимодействии эстрона и сер-

ной кислоты с образованием соединения, имеющего 

соломенно-желтый цвет, переходящий при нагревании 

в оранжевый.

Ход определения. В сухую пробирку вносят 5 капель 

спиртового раствора фолликулина и помещают ее на 5 мин 

в кипящую водяную баню (для испарения спирта).

Добавляют в пробирку 1 мл концентрированной сер-

ной кислоты и ставят ее на 5–10 мин в кипящую водяную 

баню. Наблюдают за изменением окрашивания содер-

жимого пробирки.

б. Реакция на фенольную группу эстрона (фолликулин) 
с реактивом Фолина. 

Принцип метода — см. работу 72.

Ход определения. В пробирку вносят 5 капель спирто-

вого раствора фолликулина и добавляют по 2 капли рас-

твора гидроксида натрия и реактива Фолина. Наблюдают 

за появлением синего окрашивания, обусловленного на-

личием фенольной группы в молекуле эстрона.

в. Реакция на 17-кетогруппу эстрона (фолликулин) и на 
17-кетостероиды, содержащиеся в моче. 

Метод основан на способности 17-кетостероидов об-

разовывать с м-динитробензолом в щелочной среде про-

дукты конденсации вишнево-красного цвета.

Ход определения. В одну пробирку вносят 5 капель 

спиртового раствора фолликулина, в другую — 5 капель 

мочи и добавляют в них по 5 капель растворов гидроксида 

натрия и м-динитробензола. Перемешивают содержимое 

встряхиванием и наблюдают за развитием характерного 

окрашивания.

Оформление работы. Данные занести в таблицу. В вы-

воде указать на возможность использования реакции для 

определения стероидных гормонов.
Материал Выявляемая группа Реакция Окрашивание
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Практическое значение работы. Специфические реак-

ции на гормоны разной структуры используются для их 

количественного определения и при анализе гормональ-

ных препаратов в контрольно-аналитических лаборато-

риях. Определение продуктов обмена стероидных гормо-

нов 17-кетостероидов используется в клинике для оценки 

функционального состояния коры надпочечников и по-

ловых желез. К 17-кетостероидам относятся эстрон и ан-

дростерон; часть их образуется из 17-гидроксистероидов 

(кортизол, кортизон) в коре надпочечников. В норме 

содержание 17-кетостероидов в суточной моче состав-

ляет у мужчин 0,10–0,16 г, у женщин — 0,06–0,13 г. В со-

стоянии стресса (напряжения) повышается содержание 

кортикостероидов в крови и увеличивается выделение 

их с мочой.

РАБОТА 92. РЕГУЛЯЦИЯ ИНСУЛИНОМ И АДРЕНАЛИНОМ УРОВНЯ 
ГЛЮКОЗЫ В КРОВИ ЖИВОТНЫХ

Реактивы. Цитрат натрия, 10%-ный раствор; хлорид 

натрия, 9 г/л раствор; этанол, 70%-ный.

Оборудование. Шприцы; инъекционные иглы; нож-

ницы; вата; микропипетки; весы. Остальные реактивы 

и оборудование, как в работе 53.

Материал.
1. Инсулин во флаконах для инъекций, 40 ЕД/мл.

2. Адреналин, 0,1%-ный раствор для инъекций.

Объект исследования. Кролики.

Метод основан на определении в динамике содер-

жания глюкозы в крови после введения инсулина или 

адреналина. Концентрация глюкозы в крови измеряется 

о-толуидиновым методом, описанным в работе 53.

Ход определения. Для взятия крови берут двух кро-

ликов, голодавших 12 ч. Их взвешивают, выстригают 

шерсть на ухе, находят краевую вену, зажимают ее паль-

цем у  основания уха. После того как вена наполнится 
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кровью, ее прокалывают инъекционной иглой и вы-

текающие капли крови собирают на часовом стекле, 

смоченном раствором цитрата натрия (чтобы кровь не 

свернулась). Набирают примерно 0,5 мл крови, ранку на 

ухе кролика зажимают ватным тампоном, смоченным 

этанолом, в течение полминуты.

Одному кролику вводят раствор инсулина, разведен-

ный хлоридом натрия из расчета 1,5 ЕД на 1 кг массы тела, 

а другому — раствор адреналина из расчета 0,35 мл на 1 кг 

массы тела. Через 30 и 60 мин у обоих кроликов забирают 

кровь, как описано выше.

Микропипеткой отбирают по 0,1 мл крови, взятой пе-

ред опытом и через 30 и 60 мин после введения инсулина 

и адреналина. Определяют содержание глюкозы в крови 

по методике, описанной в работе 53.

Примечание. После введения инсулина постоянно на-

блюдают за кроликом, так как большая доза инсулина 

может вызвать резкое снижение содержания глюкозы в 

крови и привести к смерти. Если у кролика начнутся при-

знаки судорог, следует немедленно ввести 1 мл адренали-

на. По окончании опыта кролику вводят 20 мл 20 %-ного 

стерильного раствора глюкозы под кожу.

Оформление работы. Полученные результаты занести 

в таблицу и построить график зависимости содержания 

глюкозы в крови от вводимых гормонов и времени их 

действия.

Гормон Доза гормона
Время взятия крови после 

введения гормона
Содержание глюкозы 

в крови

В выводах отметить разницу в действии инсулина и 

адреналина на уровень глюкозы в крови животных и 

практическое значение работы.

Практическое значение работы. Инсулин и адреналин 

регулируют содержание глюкозы в крови, что позволяет 

по изменению ее концентрации судить об эффекте дан-

Makarova-2011-12-12.indd   278 15.12.2011   17:11:11



279

РЕГУЛЯТОРЫ ОБМЕНА ВЕЩЕСТВ

ных гормональных препаратов. В фармации это исполь-

зуют для стандартизации заводских препаратов инсулина 

и контроля его качества. Гипогликемическое действие 

инсулина используют для лечения больных сахарным 

диабетом, а адреналин применяют при гипогликемиче-

ских состояниях, в частности, вызванных передозиров-

кой инсулина.

РАБОТА 93. КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ 
ГИСТАМИНА В КРОВИ С ДИАЗОТИРОВАННЫМ 

n-НИТРОАНИЛИНОМ 
ПО Н.В. КЛИМКИНОЙ И С.И. ПЛИТМАНУ

Реактивы. Диазотированный n-нитроанилин (го-

товят перед употреблением из 0,1%-ного раствора 

n-нитроанилина в 0,1 М соляной кислоте, добавляют 

к 10 мл охлажденного на льду раствора n-нитроанилина 

1 мл 4%-ного раствора нитрита натрия); гистамин, стан-

дартный раствор концентрации 200 мкмоль/л; карбонат 

натрия, 20%-ный раствор; гидроксид натрия, 5 М рас-

твор; трихлоруксусная кислота, 10%-ный раствор; уни-

версальная индикаторная бумага.

Оборудование. Штатив с пробирками; воронка с бу-

мажным фильтром; стеклянные палочки; водяная баня; 

пипетки вместимостью 1 и 5 мл; КФК.

Материал. Цельная кровь крысы или кролика, осаж-

денная 10%-ным раствором трихлоруксусной кислоты в 

отношении 1 : 9 для экстракции гистамина (выдержива-

ется в холодильнике в течение суток).

Метод основан на взаимодействии между гистамином 

и диазотированным n-нитроанилином с образованием 

соединения оранжево-красного цвета.

Ход определения. Трихлоруксусный экстракт крови филь-

труют через бумажный фильтр. В одну пробирку отмерива-

ют 2 мл фильтрата (опыт), в другую — 0,2 мл стандартного 

раствора гистамина и 1,8 мл дистиллированной воды (стан-
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дарт). В обе пробы прибавляют по 3 мл дистиллированной 

воды и 1 мл раствора нитрита натрия. Пробирки тщательно 

встряхивают и ставят на 2 мин в кипящую водяную баню.

Затем пробирки охлаждают под струей водопроводной 

воды и к охлажденным пробам добавляют по 1 мл диа-

зотированного n-нитроанилина. Тщательно перемеши-

вают пробы и доводят их рН до 10,0 по универсальной 

индикаторной бумаге, прибавляя сначала 1,5 мл, а затем 

0,5 мл раствора карбоната натрия. Содержимое пробирок 

перемешивают, охлаждают под струей водопроводной 

воды и прибавляют 2–3 капли раствора гидроксида на-

трия до развития окрашивания.

Экстинкцию опытной и стандартной проб измеряют 

на КФК при 520–540 нм (зеленый светофильтр) в кюве-

те с толщиной слоя 0,5 см против контроля на реактивы 

(5 мл дистиллированной воды, по 1 мл растворов нитрита 

натрия и диазотированного n-нитроанилина, 2 мл рас-

твора карбоната натрия перемешивают и приливают 

0,3 мл раствора гидроксида натрия).

Расчет проводят по формуле:

Е
оп 

· 200

х = ———––––––——  ,

Е
ст

где х — концентрация гистамина в цельной крови, мкмоль/л; 
Е

оп
 — экстинкция опытного раствора; Е

ст
 — экстинкция 

стандартного раствора; 200 — концентрация стандарт-
ного раствора гистамина, мкмоль/л.

Оформление работы. Рассчитать содержание гиста-

мина в крови и сделать вывод о возможных причинах 

изменения его уровня. В выводе отразить практическое 

значение определения гистамина в крови.

Практическое значение работы. Гистамин относится 

к биогенным аминам. Он играет роль тканевого регуля-

тора и медиатора в нервной системе. Гистамин усили-
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вает проницаемость стенок кровеносных сосудов, сти-

мулирует функцию желез желудка (выработку соляной 

кислоты), сократительную деятельность матки и т.д. 

Избыточное содержание гистамина в организме ведет к 

вегетативным нарушениям и аллергическим реакциям. 

Определение гистамина в практике используется для 

исследования уровня его в крови и тканях животных 

при действии на них аллергенных веществ. Содержание 

гистамина в крови имеет видовые колебания. В крови 

лабораторных животных (крысы, кролики) его кон-

центрация составляет 90–220 мкмоль/л, а у здорового 

человека его содержится 0,02–0,04 мкмоль/л.

В контрольно-аналитических лабораториях этот 

метод применяется для контроля качества заводских 

препаратов гистамина в ампулах, выпускаемых в виде 

0,1%-ного раствора.
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БИОЛОГИЧЕСКИХ БИОЛОГИЧЕСКИХ 

ЖИДКОСТЕЙЖИДКОСТЕЙ
Состояние биохимических процессов в тканях и ор-

ганах оценивается прямым и косвенным способом. 

В первом случае для этой цели берутся на исследование 

кусочки ткани (биоптаты), а во втором, который более 

приемлем для клиники, — биологические жидкости, 

главным образом кровь и моча.

Кровь является жидкой тканью организма, состоя-

щей из клеток и плазмы. Обмен веществ клеток крови 

частично отражает общие закономерности метаболизма, 

по которым можно судить о его сдвигах в других тканях. 

Однако форменные элементы крови выполняют также 

специальные функции, для оценки которых изучают со-

ответствующие биохимические показатели. Составные 

компоненты плазмы (белки, небелковые органические 

и минеральные вещества) дают необходимую информа-

цию о функциях собственно крови (транспортной, регу-

ляторной и т.д.) и об изменениях метаболизма, произо-

шедших в разных тканях.

Биохимические исследования мочи позволяют судить 

об изменениях не только в выделительной и мочеобра-

зовательной функциях почек, но и об обмене веществ 

в других органах и организме в целом.
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1. БИОХИМИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ КРОВИ

РАБОТА 94. ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ ГЕМОГЛОБИНА 
В КРОВИ ПО ЕГО СВЕТОПОГЛОЩЕНИЮ

Реактивы. Гидроксид аммония, 0,4 г/л раствор.

Оборудование. Штатив с пробирками; пипетки вме-

стимостью 0,1 и 10 мл; КФК.

Материал. Кровь, взятая из пальца обследуемого.

Метод основан на измерении при 450 нм светопогло-

щения содержащегося в крови гемоглобина, которое 

пропорционально его концентрации.

Ход определения. В пробирку отмеривают 8 мл раство-

ра гидроксида аммония. Микропипеткой берут из пальца 

обследуемого 0,05 мл крови и вносят ее в пробирку. Ми-

кропипетку трижды ополаскивают этим же раствором, 

тщательно перемешивают содержимое, при этом про-

исходит полный гемолиз эритроцитов и просветляется 

жидкость. Пробирку встряхивают 2–3 мин для полного 

оксигенирования гемоглобина.

Определяют экстинкцию гемолизированной крови 

против воды на КФК при 540 нм (светофильтр зеленый) 

в кювете с толщиной слоя 0,5 см.

Расчет. Содержание гемоглобина в крови определя-

ют по калибровочному графику, построенному по серии 

растворов кристаллического гемоглобина с известными 

концентрациями.

Оформление работы. По полученным экстинкциям 

определить содержание гемоглобина в крови (в г/л), сде-

лать вывод о возможном изменении количества гемогло-

бина и указать вероятные его причины.

Практическое значение работы. Нормальное содержание 

гемоглобина у взрослого человека составляет: у мужчин — 

130–160 г/л, у женщин — 120–140 г/л. У новорожденных 

концентрация гемоглобина выше, чем у взрослых, а к кон-

цу первого года жизни она уменьшается до 110 г/л и вновь 
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достигает уровня взрослого человека в период половой 

зрелости. Пониженное содержание гемоглобина (ане-

мия) наблюдается при кровопотерях, недостатке железа в 

организме, дефиците витамина В
12

 и фолиевой кислоты, 

при отравлении лекарственными средствами и токсиче-

скими веществами, вызывающими гемолиз эритроцитов 

(гемолитическая анемия), и т.д. Высокое содержание ге-

моглобина (200 г/л и выше) имеет место при повышенном 

количестве эритроцитов в крови (полицитемия).

РАБОТА 95. ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ ФЕТАЛЬНОГО ГЕМОГЛОБИНА 
В ЭРИТРОЦИТАХ КРОВИ ЧЕЛОВЕКА

Фетальный гемоглобин (гемоглобин плода, Hb F) со-

стоит из двух α- и двух γ-цепей. От Hb A он отличается 

не только по составу аминокислот, но и по ряду физико-

химических свойств: спектральным показателям, электро-

форетической подвижности, устойчивости к щелочной 

денатурации.

Реактивы. Раствор ферриацетонциангидрина*; рас-

твор ацетонциангидрина*; денатурирующий раствор 

едкого натра*; осаждающий раствор сульфата аммония, 

3,28 моль/л*; хлорид натрия, 0,85%-ный раствор.

Оборудование. Штатив с пробирками; пипетки вме-

стимостью 0,1; 0,2 и 5,0 мл; центрифуга с центрифужны-

ми весами; секундомер; обеззоленные фильтры; спектро-

фотометр или фотоколориметр.

Материал. Гепаринизированная кровь.

Метод основан на способности ацетонциангидрина 

в присутствии раствора гемоглобина образовывать циан-

метгемоглобин (гемоглобинцианид), интенсивность 

окрашивания которого пропорциональна содержанию 

гемоглобина в пробе.

Ход определения. 1–2 мл гепаринизированной крови 

центрифугируют при 3000 об/мин в течение 10 мин. Плаз-

му сливают, оставшийся осадок эритроцитов отмывают 
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8–10 объемами изотонического раствора хлористого на-

трия и центрифугируют при 3000 об/мин в течение 10 мин, 

удаляют супернатант. Из полученных эритроцитов готовят 

эритроцитарную массу путем разведения физиологическим 

раствором в отношении 1 : 1, которая и используется для по-

лучения гемолизата. С этой целью к 0,2 мл эритроцитарной 

взвеси добавляют 5 мл раствора ферриацетонциангидрина. 

В полученном гемолизате проводят определение содержа-

ния общего и фетального гемоглобина. При определении 

общего гемоглобина через 15 мин к 0,1 мл полученного ге-

молизата добавляют 5 мл раствора ацетонциангидрина. При 

определении фетального гемоглобина к 3,0 мл гемолиза-

та добавляют 0,2 мл гидроксида натрия (для денатурации 

нормального гемоглобина) и выдерживают точно 2 мин 

(по секундомеру) при температуре 22–24 °С, затем добав-

ляют 3,2 мл раствора сульфата аммония. Пробирку встря-

хивают несколько раз и через 10 мин содержимое фильтру-

ют через двойной обеззоленный фильтр диаметром 9 см.

Растворы общего и фетального гемоглобина фотоме-

трируют на спектрофотометре при длине волны 420 нм в 

кювете с толщиной слоя 1 см против соответствующего 

контроля: для определения общего гемоглобина — рас-

твор ацетонциангидрина, для определения фетального 

гемоглобина — 0,2 мл гидроксида натрия и 3,2 мл суль-

фата аммония.

Расчет проводится по формуле:

х =
Е

HbF 
·

 
(6,4/3,0) · 100

E
HbA 

·
 
51

,

где х — содержание HbF, %; E
HbF 

— экстинкция пробы на 
фетальный гемоглобин; E

HbA
 — экстинкция пробы на об-

щий гемоглобин; 6,4 — конечный объем пробы на феталь-
ный гемоглобин, мл; 3,0 — исходный объем гемолизата, 
мл; 51 — фактор разбавления общего гемоглобинцианида; 
100 — перевод в проценты.
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Оформление работы. По экстинкции рассчитать со-

держание фетального гемоглобина, сравнить с нормой 

и сделать вывод о возможных отклонениях.

Практическое значение работы. В норме содержа-

ние фетального гемоглобина в эритроцитах составляет 

0,75–0,97%. Повышение фетального гемоглобина явля-

ется важным критерием для диагностики β-талассемии, 

при которой одновременно повышается и содержание 

гемоглобина А
2
. Особенно высокое содержание фе-

тального гемоглобина может быть при гомозиготной 

β-талассемии — до 20–90%. При гетерозиготной форме 

β-талассемии содержание фетального гемоглобина может 

быть нормальным или умеренно повышенным — 2,57%.

Увеличение содержания фетального гемоглобина 

встречается и при гемолитических анемиях, железоде-

фицитной гипопластической анемии, лейкозах и других 

состояниях, сопровождающих гипоксией, что, вероятно, 

связано с компенсаторными процессами.

РАБОТА 96. ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ ГЛИКОЗИЛИРОВАННОГО 
ГЕМОГЛОБИНА В ЭРИТРОЦИТАХ КРОВИ 

ФОТОКОЛОРИМЕТРИЧЕСКИМ МЕТОДОМ
Гликозилированные (гликированные) белки, в от-

личие от углерод-белковых комплексов, образуются в 

ходе неферментативного связывания с глюкозой. В гли-

козилированном гемоглобине (HbA
1c

) моносахарид 

присоединяется к аминогруппе N-концевого валина 

одной или двух β-цепей HbA
1
. Этот процесс протекает 

через образование нестойких шиффовых оснований, 

которые затем, в ходе длительной перегруппиров-

ки Амадори, превращаются в стабильные кетимины. 

В кетиминах остаток глюкозы преобразован в остаток 

фруктозы (фруктозамин). Интенсивность гликозили-

рования белков зависит от величины и длительности 

гипергликемии.
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Реактивы. Трихлоруксусная кислота, 40%-ный рас-

твор; щавелевая кислота, 1 М раствор; тиобарбитуровая 

кислота, 0,05%-ный раствор (готовится перед определе-

нием); гидроксид аммония, 0,04%-ный раствор; хлорид 

натрия, 0,9%-ный раствор.
Оборудование. Центрифуга лабораторная; КФК или 

спектрофотометр; водяная баня; термостат; пробирки 
с плотно притертыми пробками, пипетки вместимостью 
0,1, 1, 2 и 10 мл.

Материал. Кровь забирают натощак из локтевой вены. 
Добавляют гепарин из расчета 5 ед/1мл для предотвра-
щения свертывания. Эритроциты отделяют от плазмы 
центрифугированием при 3000 об/мин в течение 10 мин 
и трехкратно отмывают физиологическим раствором. За-
тем к суспензии эритроцитов добавляют дистиллирован-
ную воду и 1–2 капли хлороформа для гемолиза.

Метод основан  на способности 5-гидро кси-
метилфурфурола, образующегося из углеводного ком-
понента гликозилированного гемоглобина при его кис-
лотном гидролизе, образовывать с тиобарбитуровой 
кислотой окрашенное соединение, интенсивность окра-
ски которого пропорциональна содержанию гликозили-
рованного гемоглобина в эритроцитах.

Ход определения.
1. Определение концентрации гемоглобина в гемолизате.
В пробирку вносят 8 мл раствора аммиака и добав-

ляют 0,05 мл гемолизата (микропипеткой, многократно 
промывая ее раствором аммиака). Встряхивают 2 мин, 
после чего измеряют экстинкцию на КФК (длина волны 
540 нм, зеленый светофильтр) против раствора аммиака. 
Содержание гемоглобина в гемолизате (в г/л) определяют 
по калибровочному графику.

2. Определение процентного содержания гликозилиро-
ванного гемоглобина.

В пробирку вносят объем гемолизата, содержащего 

10 мг гемоглобина, доводят до 1 мл раствором хлорида 
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натрия, добавляют 1 мл щавелевой кислоты, плотно за-

крывают пробкой и инкубируют в термостате при 100 °С 

в течение 5 ч.

Пробирку охлаждают, вносят 1 мл раствора трихлор-

уксусной кислоты, тщательно перемешивают и центри-

фугируют 10 мин при 3000 оборотах в минуту.

В чистую пробирку отбирают 2 мл надосадочной жид-

кости, добавляют 2 мл тиобарбитуровой кислоты, пере-

мешивают и инкубируют 40 мин на водяной бане при 

40 °С, после чего фотометрируют при длине волны 443 нм 

против дистиллированной воды.

Содержание гликозилированного гемоглобина (в % от 

общего) определяют по калибровочному графику.

Практическое значение работы. В зависимости от ме-

тода определения содержание гликозилированного гемо-

глобина составляет от 3 до 6% в норме и около 20% при 

тяжелом сахарном диабете. По содержанию его можно 

судить об  уровне гликемии за предшествующие3–4 ме-

сяца, что используют для скрининга населения на сахар-

ный диабет, ранней диагностики и оценки компенсации 

сахарного диабета.

РАБОТА 97. ОПРЕДЕЛЕНИЕ КОНЦЕНТРАЦИИ ГАПТОГЛОБИНА В СЫВОРОТКЕ 
КРОВИ ФОТОКОЛОРИМЕТРИЧЕСКИМ МЕТОДОМ

Реактивы. Гемоглобин, 5 г/л раствор; риванол, 3 г/л 

раствор; сульфат аммония, 10%-ный раствор.

Оборудование. Штатив с пробирками; пипетки вме-

стимостью 1 и 2 мл; центрифуга с центрифужными ве-

сами; КФК.

Материал. Сыворотка крови.

Метод основан на осаждении риванолом образующе-

гося комплекса гемоглобин–гаптоглобин. Избыток до-

бавленного к сыворотке крови гемоглобина после осаж-

дения риванолом определяют фотоколориметрически.

Ход определения. В центрифужную пробирку вносят 

0,5 мл сыворотки, 0,2 мл раствора гемоглобина и 0,3 мл 
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дистиллированной воды. В контрольную пробирку вно-

сят те же вещества, только вместо раствора гемоглобина 

приливают 0,2 мл дистиллированной воды.

Содержимое обеих пробирок тщательно перемеши-

вают взбалтыванием, через 10 мин прибавляют в них по 

2 мл раствора риванола и оставляют стоять 5 мин.

Пробы центрифугируют 10 мин при 3000 об/мин. 

Прозрачную или слегка опалесцирующую надосадочную 

жидкость сливают в две чистые пробирки, добавляют по 

0,2 мл 10%-ного раствора сульфата аммония (для про-

светления жидкости) и оставляют стоять при комнатной 

температуре 20 мин.

В стандартную пробирку помещают 2,8 мл дистил-

лированной воды, 0,2 мл раствора гемоглобина и 0,2 мл 

сульфата аммония.

Измеряют экстинкцию всех трех проб против воды 

на КФК при 540 нм (светофильтр зеленый) в кювете с 

толщиной слоя 1 см.

Расчет проводят по формуле:

[Е
ст

 – (Е
оп

 – Е
к
)] · 2000 · 0,001

х = —————––––——————————  ,

Е
ст

где х — содержание гаптоглобина в сыворотке крови, г/л; 
Е

оп
 — экстинкция опытной пробы; Е

к
 — экстинкция кон-

трольной пробы; Е
ст

 — экстинкция стандартной пробы; 
2000 — пересчет на литр сыворотки; 0,001 — содержа-
ние гемоглобина в стандартной пробе, г/л.

Оформление работы. По значениям экстинкции рас-

считать содержание гаптоглобина в сыворотке крови. 

Сделать вывод о возможных изменениях.

Практическое значение работы. В сыворотке крови 

взрослого здорового человека концентрация гаптоглоби-

на составляет 0,28–1,90 г/л. Гаптоглобин входит в состав 

фракции α
2
-глобулинов сыворотки крови.
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У новорожденных гаптоглобин, как правило, отсут-

ствует и начинает появляться в возрасте 1–2 месяцев, 

достигая уровня взрослых к первому полугодию. Гапто-

глобин связывает внеэритроцитарный гемоглобин и тем 

самым препятствует экскреции гемоглобина почками, 

предотвращая нарушение функции канальцев при ге-

молизе.

РАБОТА 98. ПРОБА ВЕЛЬТМАНА В МОДИФИКАЦИИ ТЕЙФЕЛЯ 
НА КОЛЛОИДНУЮ УСТОЙЧИВОСТЬ БЕЛКОВ СЫВОРОТКИ КРОВИ

Реактивы. Хлорид кальция, 5 г/л раствор.

Оборудование. Штатив с пробирками; пипетки вме-

стимостью 0,1 и 5 мл.

Материал. Сыворотка крови.

Метод основан на разной устойчивости отдельных 

белковых фракций сыворотки крови к коагуляции под 

действием определенных концентраций хлорида кальция 

и нагревания.

Ход определения. В пробирку вносят 0,1 мл сыворот-

ки крови и 4,9 мл дистиллированной воды и перемеши-

вают встряхиванием. К содержимому добавляют 0,1 мл 

раствора хлорида кальция, пробирку встряхивают и 

осторожно нагревают раствор над пламенем до заки-

пания. После этого пробирку охлаждают и смотрят на 

свет. Равномерное помутнение жидкости, независимо 

от его интенсивности, не свидетельствует об окончании 

реакции. Она завершается только при появлении хло-

пьев. Если же они не образуются, то вновь приливают в 

ту же пробирку 0,1 мл хлорида кальция, нагревают ее до 

закипания жидкости и так повторяют, пока не выпадет 

хлопьевидный осадок.

Отмечают объем хлорида кальция, пошедший на 

образование хлопьевидного осадка белков, и опреде-

ляют состояние коагуляционной ленты Вельтмана по 

следующей схеме.
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№ пробы 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

CaCl
2

1,0 0,9 0,8 0,7 0,6 0,5 0,4 0,3 0,2 0,1

Изменения Сдвиг влево Норма Сдвиг вправо

Патология Острые 
воспалительные 
и экссудативные 

состояния, опухоли

Повреждения 
печени, фиброзы, 
гемолиз, хрониче-
ские воспалитель-
ные заболевания

Оформление работы. Отмечают объем хлорида кальция 

(в мл), пошедший на образование хлопьевидного осад-

ка. В выводах указать изменения коагуляционной ленты 

Вельтмана.

Практическое значение работы. Нарушение соот-

ношения белковых фракций крови (диспротеинемия) 

при ряде патологических процессов приводит к на-

рушению коллоидной устойчивости белков. Сдвиг 

коагуляционной ленты вправо (на образование хло-

пьевидного осадка пошло менее 0,4 мл CaCl
2
), обуслов-

ленный повышением содержания γ-глобулинов в сы-

воротке крови, наблюдается при повреждении печени 

(гепатит, цирроз, дистрофия), гемолизе и хронических 

воспалительных процессах (пневмония, туберкулез, 

остеомиелит, пиелонефрит, ревматизм и др.). Сдвиг 

коагуляционной ленты влево (на образование хлопье-

видного осадка пошло более 0,5 мл CaCl
2
), обуслов-

ленный увеличением содержания сывороточных α- и 

β-глобулинов, отмечается при острых воспалительных 

и экссудативных процессах (ревматизм, туберкулез), 

сахарном диабете, поражении почек и злокачествен-

ных опухолях.

РАБОТА 99. ТИМОЛОВАЯ ПРОБА ПО ХУЭРГО И ПОППЕР
Реактивы. Тимол, 10%-ный спиртовой раствор*; бу-

ферный раствор*; тимолово-вероналовый буфер*; стан-

дартный раствор (суспензия сульфата бария)*.

Makarova-2011-12-12.indd   291 15.12.2011   17:11:12



292

ПРАКТИКУМ ПО БИОЛОГИЧЕСКОЙ ХИМИИ

Оборудование. Штатив с пробирками; пипетки вме-

стимостью 0,1 и 10 мл; КФК.

Материал. Сыворотка крови.

Метод основан на взаимодействии белков сыворотки 

крови с тимолово-вероналовым буфером, при этом по-

является мутность вследствие образования глобулино-

тимоло-фосфолипидного комплекса.

Ход определения. К 6,0 мл тимолово-вероналового бу-

ферного раствора прибавляют 0,1 мл исследуемой сыво-

ротки, оставляют стоять 30 мин, затем фотометрируют при 

660 нм против буферного раствора в кюветах с толщиной 

слоя 1 см. Реакцию проводят при температуре +25 °С.

Примечание. Для получения точных данных важным 

является взятие крови натощак: алиментарная гиперли-

пемия существенно влияет на результаты исследования. 

При постановке пробы может использоваться сыворотка, 

хранившаяся в течение нескольких дней. Умеренный ге-

молиз не отражается на результатах исследования.

Расчет проводят по калибровочному графику.

Построение калибровочного графика. Из стандартного 

раствора готовят разведения, соответствующие единицам 

помутнения по Shank и Haagland (SH). 

№ разведения
Стандартный 
раствор, мл

Серная кислота 
0,2 н, мл

Единицы 
помутнения SH

1 0,7 5,30 2,5

2 1,35 4,65 5

3 2,70 3,30 10

4 5,40 0,60 20

Разведения смешивают, хорошо встряхивают и фото-

метрируют при длине волны 660 нм (630–690 нм — крас-

ный светофильтр) против воды в кювете с толщиной 

слоя 1 см. По полученным данным строят калибровоч-

ный график.

Оформление работы. Определить величину тимоловой 

пробы, сделать вывод о возможных изменениях.
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Практическое значение работы. В норме тимоловая 

проба составляет 0–4 ед SH. Ее значение свыше 5 ед 

SH указывает на патологию. Проба чувствительна к 

повышению уровня γ- и β-глобулинов. Она относится 

к числу надежных и чувствительных функциональных 

показателей активности патологического процесса при 

хроническом гепатите и циррозе печени. Тимоловая 

проба положительна при болезни Боткина, токсиче-

ском гепатите, нефрозе, диффузном поражении соеди-

нительной ткани, малярии, вирусных инфекциях и др. 

При механической желтухе проба отрицательна, что 

имеет дифференциально-диагностическое значение. 

РАБОТА 100.  СУЛЕМОВО-ОСАДОЧНАЯ РЕАКЦИЯ
(СУЛЕМОВАЯ ПРОБА ПО ГРИНСЕДТУ)

Реактивы. Сулема, 0,1%-ный раствор (готовят из кри-

сталлической сулемы, растворяя соль в горячей дистил-

лированной воде); хлорид натрия, 0,85%-ный раствор.

Оборудование. Штатив с пробирками, пипетки вме-

стимостью 1 и 2 мл.

Материал. Сыворотка крови.

Метод основан на способности сулемы образовывать 

с белками сыворотки крови коллоидный раствор солей 

ртути.

Ход определения. К 0,5 мл негемолизированной сыво-

ротки крови добавляют 1 мл физиологического раствора 

и титруют раствором сулемы из микробюретки или пи-

петки емкостью 2 мл. Сначала раствор приливают быстро, 

по каплям,  до первоначального образования помутнения, 

затем медленно, до появления стойкого помутнения. 

Расчет. Результаты сулемовой реакции выражают ко-

личеством раствора сулемы в мл, израсходованного на 

титрование.

Оформление работы. Определить величину сулемовой 

пробы, сделать вывод о возможных изменениях.
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Практическое значение работы. В норме у здоровых 

людей на титрование идет 1,6–2,2 мл сулемы. Отклоне-

ния встречаются при заболеваниях печени: хроническом 

активном гепатите, циррозе. При болезни Боткина су-

лемовая проба составляет около 1 мл, приходя к норме 

при выздоровлении. Резкое снижение сулемовой пробы 

(1 мл и менее) может свидетельствовать о выраженной 

печеночной недостаточности. 

Положительная проба встречается также при хрониче-

ском нефрите, нефрозе, пневмонии, туберкулезе легких, 

миеломе, инфекционных заболеваниях.

РАБОТА 101. ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ α-АМИЛАЗЫ В СЫВОРОТКЕ 
КРОВИ АМИЛОКЛАСТИЧЕСКИМ МЕТОДОМ

Реактивы. Крахмал, 20 г/л раствор; фосфатный буфер, 

0,1 М раствор с рН 7,2; натрия хлорид, 30 г/л раствор; со-

ляная кислота, 1 М раствор; йод, 0,1 М раствор в 30 г/л 

растворе йодида калия.

Оборудование. Водяная баня; термостат, отрегулиро-

ванный на 37 °С; штатив с пробирками; пипетки вмести-

мостью 1 мл; мерные колбы вместимостью 50 мл; КФК.

Материал. Сыворотка крови.

Метод основан на фотометрическом определении убы-

ли крахмала в ходе реакции гидролиза его α-амилазой сы-

воротки крови. Разница концентраций крахмала до и по-

сле гидролиза пропорциональна активности фермента.

Ход определения. В две пробирки, опытную и кон-

трольную, вносят по 0,5 мл растворов крахмала, по 0,3 мл 

фосфатного буфера и по 0,1 мл раствора хлорида натрия. 

Содержимое перемешивают встряхиванием и помещают 

на 10 мин в водяную баню при 37 °С.

В опытную пробу добавляют 0,1 мл сыворотки крови, 

а в контрольную — 0,1 мл раствора соляной кислоты и затем 

0,1 мл сыворотки крови. Тщательно перемешивают смесь 

в пробирках и ставят пробы на 30 мин в термостат при 37 °С.
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По окончании инкубации в опытную пробирку при-

бавляют 0,1 мл раствора соляной кислоты и быстро пере-

мешивают содержимое встряхиванием — реакция оста-

навливается.

Отбирают по 0,2 мл содержимого обеих пробирок и 

переносят в две мерные колбы на 50 мл. Приливают в них 

по 40 мл дистиллированной воды и по 0,5 мл раствора 

йода в йодиде калия. Перемешивают и доводят объем до 

метки дистиллированной воды.

Полученные растворы тотчас фотометрируют на КФК 

против воды при 630–690 нм (красный светофильтр) 

в кювете с толщиной слоя 1 см.

Примечание. Опытные и контрольные пробы должны 

иметь одинаковую температуру, так как ее изменение ска-

зывается на интенсивности окраски йод-крахмального 

раствора.

Расчет проводят по формуле:

(Е
к
 – Е

оп
) · 0,01 · 2 · 1000

х = ——–––––––———————— ,

Е
к 
· 0,1

где х — активность амилазы сыворотки крови, г/(ч · л); Е
к
 — 

экстинкция контрольной пробы; Е
оп

 — экстинкция опытной 
пробы; 0,01 — масса крахмала в пробе, г; 2 — пересчет на 1 ч 
инкубации; 1000 — коэффициент пересчета на 1 л сыворотки 
крови; 0,1 — объем сыворотки крови, взятой на исследование, мл.

Оформление работы. Рассчитать активность фермента, 

сравнить ее с нормой и сделать вывод.

Практическое значение работы. В норме активность 

амилазы сыворотки крови, определенная амилокласти-

ческим методом, составляет 15–30 г/(ч · л). Источником 

сывороточной амилазы служат поджелудочная и слюнные 

железы. У здорового человека количество слюнной и пан-

креатической амилазы примерно одинаково. Возрастание 

активности амилазы крови (гиперамилаземия) наблюдается 
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при остром панкреатите, когда она повышается в 10–30 раз, 

достигая максимума через 24 ч после начала заболевания, 

и затем постепенно приходит к норме на 2–6-й день. При 

хронических панкреатитах гиперамилаземия умеренная. 

Она встречается также при поражении слюнных желез. Ги-

поамилаземия отмечается при недостатке внешнесекретор-

ной функции поджелудочной железы, заболеваниях печени 

(гепатит, цирроз, интоксикации), расстройствах питания 

(токсические диспепсии), сахарном диабете и т.д.

РАБОТА 102. ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ КАЛЬЦИЯ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ 
МУРЕКСИДНЫМ МЕТОДОМ

Реактивы. Комплексон III, 0,665 г/л раствор; гидро-

ксид натрия, 9 М раствор; мурексид, растертый в тонкий 

порошок с NaCl в соотношении 1 : 50.

Оборудование. Конические колбочки вместимостью 

50 мл; микробюретка.

Материал. Сыворотка крови.

Метод основан на способности мурексида образовы-

вать с ионами кальция в щелочной среде комплексные 

соединения, окрашенные в красно-фиолетовый или 

бледно-розовый цвет (в зависимости от концентрации). 

При титровании раствором более сильного комплексоо-

бразователя (комплексон III) это комплексное соединение 

разрушается, и связанный мурексид вновь освобождается, 

что приводит к появлению его натуральной окраски (фио-

летовой или бледно-сиреневой). Объем комплексона III, 

пошедший на титрование, пропорционален содержанию 

кальция в сыворотке крови.

Ход определения. В коническую колбочку вносят 

50 мл дистиллированной воды, 0,4 мл раствора гидрок-

сида натрия, на кончике скальпеля мурексид и тщатель-

но перемешивают стеклянной палочкой. Появляется 

бледно-сиреневая окраска, обусловленная цветом самого 

индикатора.

Makarova-2011-12-12.indd   296 15.12.2011   17:11:13



297

ИССЛЕДОВАНИЕ БИОЛОГИЧЕСКИХ ЖИДКОСТЕЙ

Отбирают 25 мл полученного раствора в колбочку для 

титрования (оставшийся раствор служит эталоном срав-

нения) и добавляют 0,5 мл сыворотки крови, при этом 

появляется бледно-розовое окрашивание, обусловленное 

образованием кальциево-мурексидного комплекса.

Смесь титруют раствором комплексона III до первона-

чальной окраски индикатора. Конец титрования контро-

лируют, сопоставляя окраску опытной пробы с эталоном 

(неиспользованная часть раствора).

Расчет. Содержание кальция рассчитывают по фор-

муле:

V · 72
х = ——–––––  ,

40 · 0,5

где х — содержание кальция в сыворотке крови, ммоль/л; V — 
объем раствора комплексона III, пошедший на титрование, 
мл; 0,5 — объем сыворотки, взятый на исследование, мл; 
72 — коэффициент пересчета количества кальция на 1 л 
сыворотки с учетом эквивалентности комплексообразо-
вателя; 40 — молекулярная масса кальция.

Оформление работы. Рассчитать содержание кальция 

в сыворотке крови, сравнить с нормой и сделать вывод.

Практическое значение работы. В норме содержание 

кальция в сыворотке крови составляет 2,25–2,75 ммоль/л. 

Гиперкальциемия наблюдается при гипервитаминозе D, ги-

перпаратиреоидизме, при сердечной недостаточности, жел-

тухе. Гипокальциемия встречается при спазмофилии, рахите, 

хронических заболеваниях почек, гипопаратиреоидизме и т.д.

РАБОТА 103. КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ ЖЕЛЕЗА 
В СЫВОРОТКЕ КРОВИ

Реактивы. Трихлоруксусная кислота, 20%-ный раствор; 

уксуснокислый аммоний, 70%-ный раствор; насыщенный 

раствор сульфата гидразина (2,5 г соли растворяют в 100 мл 
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воды); раствор батофенантролина*; стандартный раствор 

железа*.

Оборудование. Штатив с пробирками; пипетки вме-

стимостью  1; 2 и 5 мл; водяная баня на 100 °С; центри-

фуга лабораторная; КФК.

Материал. Сыворотка крови, не содержащая следов 

гемолиза.

Метод основан на способности сульфонированно-

го батофенантролина образовывать с ионами двухва-

лентного железа, предварительно освобожденного из 

комплекса с белком трансферрином, окрашенное со-

единение, интенсивность которого пропорциональна 

содержанию железа.

Ход определения. Берут три пробирки. В первую (опыт) 

вносят 2 мл сыворотки, во вторую (контроль) — 2 мл воды, 

в третью (стандарт) — 2 мл стандартного раствора железа. 

Во все пробирки добавляют 2,5 мл воды, 1,5 мл раство-

ра трихлоруксусной кислоты, перемешивают и ставят на 

15 мин на водяную баню при температуре 90–95 °С. Цен-

трифугируют 20 мин при 2000 об/мин и отбирают 4 мл 

надосадочной жидкости, к которой добавляют 0,35 мл 

раствора ацетата аммония и 0,3 мл  раствора сульфата ги-

дразина. Пробы фотометрируют при длине волны 500–

560 нм (светофильтр зеленый) в кювете с толщиной слоя 

1 см. Затем добавляют 0,4 мл раствора сульфонированного 

батофенантролина, оставляют стоять 1 ч, после чего фото-

метрируют при тех же условиях. 

Расчет проводят по формуле:

Е
оп.1

 – Е
оп.2

С = ———–––––––————  · 30, 

Е
ст.1

 – Е
ст.2

где С — концентрация железа в сыворотке крови, мкмоль/л;  
Е

оп.1
 и Е

оп.2
 — экстинкции опытной пробы до и после прибав-

ления раствора батофенантролина; Е
ст.1

 и Е
ст.2

 — резуль-
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таты фотометрии стандартной пробы; 30 — содержание 
железа в стандартном растворе, мкмоль/л.

Примечание.
1. Железо определяется в сыворотке без следов гемо-

лиза.

2. Следить за содержанием железа в дистиллирован-

ной воде и реактивах, лучше использовать бидистилли-

рованную воду.

3. Посуду следует промывать 5 н раствором соляной 

кислоты и ополаскивать бидистиллированной водой.

4. При взятии крови на анализ больной не должен 

принимать препаратов железа по меньшей мере в тече-

ние 5 дней.

Оформление работы. Рассчитать содержание железа, 

сделать вывод о его соответствии норме.

Практическое значение работы. В норме содержа-

ние негеминового железа у мужчин — 12–32 мкмоль/л, 

у женщин — на 10–15% ниже.

Содержание железа сыворотки значительно снижается 

при железодефицитной анемии, независимо от причины, 

ее вызывающей. При воспалительных, инфекционных, 

септических состояниях, интоксикации, опухолях ане-

мии обусловлены не столько дефицитом железа, сколько 

его недостаточным освобождением из РЭС, вследствие 

чего снижается синтез гемоглобина.

2. БИОХИМИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ МОЧИ

Моча образуется и выделяется почками. Первичная 

моча представляет собой ультрафильтрат крови. Она со-

держит все компоненты крови, кроме форменных эле-

ментов и белков, масса которых превышает 50  000. 

В результате реабсорбционных и секреторных про-

цессов в канальцах и собирательных трубках почек фор-
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мируется окончательная моча. Изменения функции 

и повреждения различных органов отражаются на хими-

ческом составе крови, а следовательно, на компонентах 

ее ультрафильтрата (первичная моча) и затем на составе 

окончательной мочи. Нарушения деятельности почек 

непосредственно сказываются на физико-химических 

свойствах выделяемой мочи и содержании в ней раз-

личных веществ. Поэтому биохимические исследования 

мочи играют важную роль в клинике для диагностики и 

определения прогноза заболевания, а также для контроля 

за эффективностью проводимого лечения.

В состав мочи входят вода, органические и минеральные 

соли, всего около 150 веществ. В клинико-биохимических 

лабораториях проводят общий и специальный анализ мочи. 

Общий анализ включает исследование физико-химических 

свойств мочи и определение в ней ряда патологических 

компонентов: белок, сахар, кетоновые (ацетоновые) тела, 

гемоглобин, пигменты и индикан. При необходимости 

подсчитывают также количество эритроцитов и лейкоци-

тов в моче. Общий анализ обязателен при первичном об-

следовании пациента и диспансерном наблюдении. Спе-

циальный анализ, т.е. определение прочих компонентов 

мочи (метаболиты, ферменты, отдельные минеральные 

вещества и т.д.), проводится при подозрении на пораже-

ние конкретного звена обмена или определенного органа.

РАБОТА 104. ИССЛЕДОВАНИЕ ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИХ СВОЙСТВ МОЧИ
Оборудование. Мерный цилиндр вместимостью 1 или 

2 л; урометры с делениями от 1,000 до 1,030 кг/л и от 1,030 

до 1,060 кг/л; термометр; фильтровальная бумага; сте-

клянные цилиндры вместимостью 50 или 100 мл; уни-

версальная индикаторная бумага; стаканчик.

Материал. Суточная моча, взятая у обследуемого.

а. Характеристика суточного объема мочи (диурез). Су-

точный объем мочи замеряют с помощью мерного ци-
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линдра на 1 или 2 л. В норме он составляет в среднем 

1500 мл у мужчин и 1200 мл у женщин. Объем мочи выше 

2200 мл и ниже 500 мл в сутки указывают на патологию.

б. Характеристика цвета мочи. Цвет мочи оценивают 

визуально. В норме он соломенно-желтый и обусловлен 

присутствием пигментов: урохрома (темно-желтый), 

уробилина (бледно-розовый), уроэритрина (бледно-

красный).

При патологии или приеме с пищей красящих ве-

ществ цвет мочи меняется. Бледно-желтая или почти 

бесцветная моча характерна для полиурии (сахарный и 

несахарный диабет, почечные заболевания).

Красная окраска бывает при гемоглобин- и мио-

глобинурии или от пищевых красителей, содержа-

щихся в конфетах, чернике, смородине, свекле и т.д. 

Коричнево-темный цвет наблюдается при алкаптонурии 

или меланинурии.

Зелено-синяя окраска отмечается при бактериальном 

загрязнении мочи или избытке в ней индикана, который 

превращается в синее индиго.

Желто-зеленая окраска (цвет пива) мочи обусловлена 

присутствием в ней желчных кислот и пигментов.

в. Оценка прозрачности мочи. Прозрачность мочи оце-

нивается визуально. В норме моча  прозрачна; при стоянии 

из нее осаждается рыхлая слизистая масса, состоящая из 

слущенного эпителия мочевых путей и слизистых телец.

Помутнение мочи может быть вызвано присутствием 

в ней избытка солей (ураты, фосфаты, оксалаты, карбо-

наты) или слизи, гноя, микробов и слущенных клеток.

г. Определение запаха мочи. В норме запах мочи аро-

матический, напоминающий запах мясного бульона или 

миндаля. Пахучие пищевые вещества или лекарства мо-

гут придавать моче свойственный им запах. Загнившая 

моча имеет запах аммиака, при разложении клеток в мо-

чевых путях моча приобретает гнилостный запах, а при-
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сутствие большого количества кетоновых тел (сахарный 

диабет) придает ей плодовый запах.

д. Исследование плотности мочи. Стеклянный цилиндр 

ставят строго вертикально и наливают в него мочу. Если 

образуется пена, ее снимают фильтровальной бумагой. 

Осторожно погружают в мочу сухой урометр так, чтобы 

он свободно плавал, не касаясь стенок цилиндра, и про-

изводят отсчет по отметке шкалы урометра, совпадаю-

щей с нижним мениском жидкости.

Измеряют температуру мочи.

По шкале урометра сразу находят плотность мочи 

(в кг/л), но так как он откалиброван при определенной 

температуре (чаще всего при 15 °С), необходимо внести 

поправку на температуру мочи. Для этого на каждые 3 °С 

выше 15 °С прибавляют по 0,001 кг/л к измеренной плот-

ности и, наоборот, если температура ниже 15 °С, на каж-

дые 3 °С вычитают по 0,001 кг/л.

е. Определение рН мочи. Полоску универсальной ин-

дикаторной бумаги погружают в исследуемую мочу, вы-

нимают ее и определяют по цветной шкале рН.

В норме рН мочи колеблется от 5,0 до 7,0. Сдвиг рН 

в кислую сторону отмечается при выделении ацетоновых 

тел (сахарный диабет, голодание) или при тяжелой недо-

статочности почек. Смещение рН в щелочную сторону 

наблюдается при употреблении с пищей гидрокарбона-

тов, щелочных минеральных вод, молочно-растительных 

продуктов, воспалении слизистой мочевого пузыря и по-

сле длительной рвоты.

Оформление работы. Занести полученные данные ана-

лиза в тетрадь, сделать вывод о характерных изменениях 

и указать причины.

РАБОТА 105. ОПРЕДЕЛЕНИЕ КЕТОНОВЫХ ТЕЛ В МОЧЕ
К кетоновым (ацетоновым) телам относятся ацетон, 

ацетоуксусная и  β-гидроксимасляная кислоты.
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Реактивы. Нитропруссид натрия, 10%-ный раствор 

свежеприготовленный; уксусная кислота, конц.; ги-

дроксид натрия, 10%-ный раствор; хлорид железа (III), 

10%-ный раствор.

Оборудование. Глазные пипетки; штатив с пробирками.

Материал. Моча, нормальная и патологическая.

а. Проба Легаля на ацетон и ацетоуксусную кислоту 
мочи. 

Метод основан на способности ацетона и ацетоуксусной 

кислоты в щелочной среде образовывать с нитропруссидом 

натрия комплексы оранжево-красного цвета, а при под-

кислении раствора — соединений вишнево-красного цвета.

Ход определения. В одну пробирку вносят 10 капель 

нормальной, в другую — 10 капель патологической мочи 

и добавляют в обе пробы по 2 капли раствора нитропрус-

сида натрия и по 4 капли раствора гидроксида натрия. 

Появляется оранжево-красное окрашивание.

Вносят в обе пробирки по 10 капель концентрирован-

ной уксусной кислоты, при этом возникает вишнево-

красное окрашивание.

Примечание. Креатинин мочи с нитропруссидом на-

трия также дает оранжево-красное окрашивание, но при 

добавлении концентрированной уксусной кислоты жид-

кость окрашивается в желтый цвет.

б. Проба Герхарда на ацетоуксусную кислоту мочи. Ме-

тод основан на взаимодействии железа с енольной фор-

мой ацетоуксусной кислоты с образованием комплекса 

красно-фиолетового цвета.

Ход определения. В одну пробирку вносят 20 капель 

нормальной, а в другую — 20 капель патологической мочи 

и прибавляют по 5 капель раствора хлорида железа (III) в 

обе пробы. Развивается красно-фиолетовое окрашивание.

Оформление работы. Результаты занести в таблицу.

Исследуемая моча Название пробы Выявляемое
вещество Результат
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Сделать вывод о присутствии ацетоновых тел в об-

разцах нормальной и патологической мочи и указать на 

вероятные причины их появления.

Практическое значение работы. В норме пробы на аце-

тоновые тела в моче отрицательны.

Одновременное выделение ацетоновых тел и глюкозы 

с мочой наблюдается наиболее часто при сахарном диа-

бете, реже при действии глюкокортикоидов (стероидный 

диабет), соматотропина и кортикотропина. Глюкозурия 

без ацетонурии имеет место при употреблении большого 

количества углеводов с пищей или нарушении реабсорб-

ции глюкозы в почках, а ацетонурия без глюкозурии — 

при голодании.

РАБОТА 106. ОПРЕДЕЛЕНИЕ БЕЛКА В МОЧЕ 
ПО МЕТОДУ  БРАНДЕНБЕРГА–РОБЕРТСА–СТОЛЬНИКОВА

Реактивы. Азотная кислота, конц.

Оборудование. Штатив с пробирками; пипетка для 

концентрированных кислот; пипетка вместимостью 

2 мл.

Материал. Моча нормальная и патологическая*.

Метод основан на пробе Геллера, состоящей в том, что 

при наслаивании мочи, содержащей белок, на концентри-

рованную азотную кислоту образуется мутное белое коль-

цо денатурированного белка. Экспериментально уста-

новлено, что растворы, содержащие 0,033 г/л белка, дают 

это кольцо между 2-й и 3-й минутами после наслаивания.

Ход определения. Проводят пробу Геллера с нормаль-

ной и патологической мочой, для чего вносят в пробир-

ку 20 капель концентрированной азотной кислоты и 

осторожно из пипетки наслаивают мочу. Если в моче со-

держится белок, то через 2–4 мин образуется белая муть 

в виде кольца.

Мочу с положительной пробой Геллера используют 

для количественного определения белка, для чего готовят 
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разведения мочи. В пять пробирок наливают по 2 мл дис-

тиллированной воды. В первую вносят 2 мл мочи, пере-

мешивают и отбирают 2 мл смеси и переносят во вторую 

и т.д. Из последней пробирки 2 мл набранной жидкости 

отбрасывают. Получается моча, разведенная в 2, 4, 8, 16 

и 32 раза.

В другие пять пробирок отмеривают по 2 мл концен-

трированной азотной кислоты и осторожно с помощью 

пипетки наслаивают на кислоту соответствующую пробу 

разведенной мочи.

Отмечают максимальное разведение мочи, при кото-

ром появляется мутное колечко между второй и третьей 

минутами.

Расчет. Найденное разведение мочи умножить на 

0,033 г/л. Например, кольцо денатурированного белка 

образовалось в четвертой пробирке, где разведение равно 

16. Следовательно, содержание белка в исследуемой моче 

0,033 · 16 = 0,528 г/л.

Оформление работы. Рассчитать содержание белка в 

патологической моче и указать на использование метода 

в практике.

Практическое значение работы. В норме суточное вы-

деление белков с мочой составлят всего около 30 мг. Такое 

количество белка обычными лабораторными методами 

не улавливается и обозначается как «следы» или «отсут-

ствие» белков в моче. Появление белка в моче говорит, 

как правило, о патологии почек.

РАБОТА 107.  КАЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ ИНДИКАНА В МОЧЕ
Реактивы. Свинца ацетат, раствор 100 г/л; реактив 

Обермейера (0,4 г треххлористого железа растворить 

в 100 мл концентрированной соляной кислоты); хлоро-

форм.

Оборудование. Штатив с пробирками; пипетки вме-

стимостью 1 и 5 мл; фильтровальная бумага.
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Материал. Моча свежевыпущенная.

Метод основан на способности индикана взаимодей-

ствовать с реактивом Обермейера в присутствии хлоро-

форма и окрашиваться в синий или красный цвет.

Ход определения. К 4 мл мочи добавляют 0,4 мл рас-

твора ацетата свинца и фильтруют. Смешивают 1–2 мл 

фильтрата с реактивом Обермейера в соотношении 1 : 1, 

прибавляют 0,5–1,0 мл хлороформа и осторожно переме-

шивают. Если слой хлороформа (нижний) окрашивается 

в синий или красный цвет, то проба положительная.

Оформление работы. Сделать вывод о присутствии 

индикана в моче и возможности использования данной 

реакции в диагностике патологических процессов.

Практическое значение работы. В норме индикан содер-

жится в моче в незначительном количестве и не обнаружи-

вается качественными пробами. Индиканурия встречается 

при интенсивном гниении белковых веществ в кишечни-

ке, а также при усиленном распаде белков в организме.

РАБОТА 108. ОБНАРУЖЕНИЕ НЕКОТОРЫХ ПИГМЕНТОВ В МОЧЕ
Реактивы. Бензидин, 1%-ный раствор в 32%-ной ук-

сусной кислоте; пероксид водорода, 3%-ный раствор; 

йод, 1%-ный спиртовой раствор.

Оборудование. Штатив с пробирками; пипетки вме-

стимостью 5 мл.

Материал. Моча, нормальная и патологическая*.

а. Бензидиновая проба на кровяные пигменты в моче. 
Принцип метода — см. работу 11, а.

В одну пробирку вносят 5 капель нормальной, а в дру-

гую — патологической мочи и добавляют по 3 капли бен-

зидинового реактива и раствора пероксида водорода. При 

наличии пигментов появляется сине-зеленая окраска.

б. Проба Розина на желчные пигменты в моче. 
Метод основан на образовании из билирубина под дей-

ствием йода биливердина, окрашенного в зеленый цвет.
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Ход определения. В одну пробирку вносят 5 мл нор-

мальной, а в другую — патологической мочи и осторожно 

наслаивают раствор йода. Если в моче присутствует би-

лирубин, на границе двух жидкостей появляется зеленое 

кольцо.

Практическое значение работы. Кровь появляется 

в моче при нарушении целостности кровеносных со-

судов почек и мочевых путей (гематурия). При тяжелых 

инфекционных заболеваниях, ожогах, отравлениях про-

исходит распад эритроцитов (гемолиз), выход гемогло-

бина в плазму и выделение его с мочой (гемоглобинурия). 

Желчные пигменты появляются в моче при желтухах.

РАБОТА 109. ОПРЕДЕЛЕНИЕ КОМПОНЕНТОВ МОЧИ С ПОМОЩЬЮ 
ДИАГНОСТИЧЕСКИХ ПОЛОСОК ФАН

 Существует серия диагностических тест-полосок 

ФАН, предназначенных для полуколичественного ана-

лиза мочи (см. Приложение).

Для исследования используется свежая утренняя, хо-

рошо перемешанная, нецентрифугированная моча без 

консервантов, собранная в чистый контейнер без следов 

моющих и дезинфицирующих средств. Анализ мочи сле-

дует проводить не позднее 4 ч после сбора материала.

Удельный вес. Тест основан на принципе ионного 

обмена, который происходит между полиэлектроли-

том и ионами, присутствующими в моче. Результатом 

является изменение цвета кислотно-основного инди-

катора из сине-зеленого окрашивания в моче с низкой 

концентрацией ионов, через зеленое и желто-зеленое 

окрашивание до охрово-желтого окрашивания в моче с 

повышенной концентрацией ионов. При помощи теста 

возможно определить удельный вес мочи в диапазоне 

от 1,000 до 1,030. Первая утренняя порция мочи здоро-

вого человека должна иметь удельный вес в диапазо-

не 1,015–1,025.
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Нитриты. Тест основан на превращении нитратов в 

нитриты под действием в основном грамотрицательных 

микроорганизмов, присутствующих в моче. Цветная ре-

акция основана на модифицированной реакции Грисса. 

Бледно-розовая окраска реакционной зоны доказывает 

значительную бактериурию, т.е наличие 105 и более микро-

организмов в 1 мл исследуемой мочи, но окрашивание 

зоны количественно не пропорционально количеству бак-

терий, присутствующих в моче. Отрицательный результат 

анализа, однако, не исключает бактериурию. Количество 

нитритов в моче зависит не только от количества микро-

организмов, но и от их вида, длительности воздействия на 

мочу и, главным образом, от содержания исходных нитра-

тов. По этой причине чувствительность теста составляет 

примерно 70% от всех случаев бактериурии. Рекоменду-

ется проводить пробу всегда с первой порцией утренней 

мочи, чтобы было достаточно времени для превращения 

нитратов в нитриты бактериями, присутствующими в моче.

рН. Тест основан на изменении цвета смешанного 

кислотно-основного индикатора с переходом от оранже-

вой окраски через желтую, зеленую до синей в диапазоне 

рН 5–9. Значение рН можно определить с точностью до 

0,5 единицы рН.

Аскорбиновая кислота. Тест основан на восстановле-

нии аскорбиновой кислотой фосфорномолибденовой 

кислоты в молибденовый синий. Тест не специфичен для 

аскорбиновой кислоты, так как другие сильновосстанав-

ливающие вещества, например гентизиновая кислота и 

некоторые производные ацетилсалициловой кислоты, 

вызывают зеленое или даже серо-зеленое окрашивание. 

Рекомендуется проводить исследование на аскорбино-

вую кислоту, когда она мешает определению других ком-

понентов мочи, таких как глюкоза, кровь и нитриты.

Белок. Тест основан на изменении цвета кислотно-

основного индикатора под влиянием белков. Проба 
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наиболее чувствительна к альбумину. Значительно менее 

чувствительна к глобулинам, мукопротеинам, гемогло-

бину и белку Бенс–Джонса.

Глюкоза. Определение глюкозы основано на фер-

ментивной (глюкозооксидаза/пероксидаза) реакции, 

тест специфичен для глюкозы, другие сахара не взаимо-

действуют. Минимальное количество глюкозы, которое 

нормально может быть выделено почками, окрашивает 

диагностическую зону в зеленоватый оттенок, который 

на этикетке обозначен «normal».

Кетоны. Тест основан на реакции Легала. Проба зна-

чительно чувствительнее к ацетоуксусной кислоте, чем 

к ацетону. С β-гидроксимасляной кислотой проба не реа-

гирует. Цветная шкала сравнения на этикетке отражает 

концентрацию ацетоуксусной кислоты в моче.

Уробилиноген. Тест основан на реакции азосочетания 

уробилиногена со стабилизированным реактивом. Проба 

специфична для уробилиногена и стеркобилиногена и 

не чувствительна к интерферирующим факторам, вы-

являемым тестом Эрлиха.

Билирубин. Тест основан на реакции азосочетания би-

лирубина со стабилизированным реактивом. На реакцию 

не влияет рН мочи.

Лейкоциты. Тест основан на ферментативной реакции, 

катализируемой эстеразой (лейкоцитарная эластаза), 

в результате которой образуется свободный индоксил. 

В дальнейшем индоксил взаимодействует с диазоние-

вой солью с образованием окрашенного в розовый или 

фиолетовый цвет соединения. Интенсивность окраски 

пропорциональна количеству лейкоцитов в исследуемой 

моче. Результаты теста оценивают через 2 мин.

Кровь. Тест основан на способности гемоглобина катали-

зировать окисление индикатора органическим гидроперок-

сидом, содержащимся в зоне индикации. Для выявления 

крови в моче на этикетке нанесены две шкалы сравнения: 
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одна — для определения интактных эритроцитов (шкала 

с  синими точками), другая — для свободного гемоглобина 

(равномерно окрашенная цветная шкала). Проба высоко-

чувствительна к гемоглобину, реагирует слабоположитель-

ной реакцией на присутствие его в концентрации, соответ-

ствующей примерно 5 эритроцитам в 1 мкл мочи.

Ход определния. Вынуть две полоски, не касаясь ру-

ками зон индикации, и опустить на 1–2 с одну полоску 

в нормальную, другую — в патологическую мочу так, 

чтобы все зоны были смочены. Капли мочи с полосок 

удалить, проведя полосками по краю сосуда с мочой. 

Оставить полоски в горизонтальном положении. При-

близительно через 60 с сопоставить окраску обеих по-

лосок с соответствующей цветной шкалой.

Оформление работы. Записать содержание компонен-

тов нормальной и патологической мочи, сравнить их и 

сделать выводы.

3. БИОХИМИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ ТКАНЕЙ ЗУБА 
И СЛЮНЫ

Особенностью состава ткани зуба является высо-

кое содержание в ней минеральных веществ, особенно 

фосфорно-кислого кальция. Органическая основа пред-

ставлена глав ным образом коллагеном, коллагеноподоб-

ными белками, а также углеводами и липидами.

РАБОТА 110. ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ КАЛЬЦИЯ В ТВЕРДЫХ ТКАНЯХ 
ЗУБА И СЛЮНЕ

Реактивы. Комплексон III, 0,665 г/л раствор; гидрок-

сид натрия, 9 М раствор; мурексид, растертый в тонкий 

порошок с NaCl в соотношении 1 : 50.

Оборудование. Конические колбочки вместимостью 

50 мл; микробюретка; стеклянная палочка; пипетки вмести-

мостью 1 мл, стеклянные цилиндры вместимостью 25 мл.
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Материал. 
1. Минерализат зуба. Навеску зуба (примерно 300 мг) 

переносят в колбу, приливают 10 мл 2 М раствора HCl, 

закрывают крышкой и выдерживают при постоянном 

помешивании 5 дней. Содержимое колбы переливают 

в мерную колбу на 250 мл, вносят 10 мл 2 М раствора 

NaOH для нейтрализации содержимого и доводят водой 

до метки.

2.Разбавленная слюна. Полость рта тщательно про-

полоскать водой, после чего из стаканчика набрать 10 мл 

дистиллированной воды и в течение 5 мин смешивать  

языком со слюной. Исходно разведенную слюну выпу-

стить обратно в стаканчик.

Принцип метода — см. работу 102.

а. Определение содержания кальция в зубе. В кониче-

скую колбу вносят 50 мл дистиллированной воды, 0,5 мл 

раствора гидроксида натрия, на кончике скальпеля му-

рексид и тщательно перемешивают стеклянной палочкой. 

Появляется бледно-сиреневая окраска, обусловленная 

цветом самого индикатора. Отбирают 25 мл получен-

ного раствора в колбу для титрования (оставшийся рас-

твор служит эталоном сравнения) и добавляют 1 мл 

гидролизата зуба, при этом появляется бледно-розовое 

окрашивание, обусловленное образованием кальциево-

мурексидного комплекса. Смесь титруют раствором 

комплексона III до первоначальной окраски индикатора. 

Конец титрования контролируют, сопоставляя окраску 

опытной пробы с эталоном (неиспользованная часть рас-

твора).

Расчет проводят по формуле:

х =
0,002 · 40 · 100 · V · 250

1 · Р · 1000
,

где х — содержание кальция в зубе, %; 250 — разведение 
минерализата; 0,002 — молярность раствора комплексо-
на III; 40 — молекулярная масса кальция; 1 — объем ми-
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нерализата, взятого на определение, мл; 100 — пересчет 
в %; V —  объем комплексона III, пошедшего на титрова-
ние, мл; Р — навеска зуба (0,3 г); 1000 — перевод в граммы.

б. Определение содержания кальция в слюне. Для ана-

лиза используют 0,5 мл слюны и обрабатывают пробы так 

же, как и минерализат зуба.

Расчет проводят по формуле:

х =
7,2 · V · 10

0,5
,

где х — содержание кальция в слюне, мг/100 мл; V —  объем 
комплексона III, пошедшего на титрование, мл; 0,5 —  объем 
слюны, взятый на исследование, мл; 7,2 — коэффициент пере-
счета количества кальция на 100 мл слюны с учетом эквива-
лентности комплексообразователя; 10 — разведение слюны.

Оформление работы. Рассчитать содержание кальция в 

ткани зуба и слюне, сравнить с нормой и сделать вывод.

РАБОТА 111. ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ НЕОРГАНИЧЕСКОГО 
ФОСФОРА В ЗУБЕ И СЛЮНЕ

Реактивы. Молибдат аммония*; аскорбиновая кис-

лота, 1% раствор на 0,1 М растворе соляной кислоты; 

дигидрофосфат калия*.

Оборудование. Штатив с пробирками, пипетки вме-

стимостью 0,5, 1 и 5 мл; КФК.

Материал. Минерализат зуба, слюна — см. работу 110. 

Метод основан на способности неорганического фос-

фора образовывать с молибденовокислым аммонием 

фосфомолибдат аммония желтого цвета, который вос-

станавливается аскорбиновой кислотой в молибденовую 

синь. Интенсивность окраски раствора прямо пропор-

циональна содержанию фосфора.

а. Определение содержания фосфора в зубе. В пробир-

ку вносят 0,5 мл минерализата, 5 мл дистиллированной 
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воды, 2 мл реактива молибдата аммония и 1 мл раствора 

аскорбиновой кислоты, перемешивают стеклянной па-

лочкой. Через 10 мин измеряют экстинкцию опытной 

пробы против воды при длине волны 630–690 нм (крас-

ный светофильтр) в кювете с толщиной слоя 0,5 см.

Расчет проводят по формуле:

х =
C · 250 · 100

300 · 0,5 · 1000
,

где х — содержание фосфора в зубе, %; С — содержание 
фосфора в пробе (по графику), мкг; 250 — разведение ми-
нерализата; 100 — перевод в %; 300 — навеска зуба, мг; 
0,5 — объем пробы, мл; 1000 — перевод в мг.

б. Определение содержания фосфора в слюне. Для опре-

деления используют 0,5 мл слюны и обрабатывают эти 

пробы так же, как и минерализат зуба.

Расчет проводят по формуле:

х =
C · 10 · 100

0,5 · 1000
,

где х — содержание фосфора в слюне, мг/100 мл; С — со-
держание фосфора в пробе, мкг; 10 — разведение слюны; 
100 — пересчет на 100 мл; 0,5 — объем слюны, взятой на 
определение, мл; 1000 — перевод в мг.

Оформление работы. Рассчитать содержание фосфо-

ра в ткани зуба и слюне, сравнить с нормой и сделать 

вывод.

Практическое значение работы. Минеральную основу 

эмали составляют кристаллы апатитов. Состав апатитов 

минерализованных тканей зуба может колебаться в зна-

чительных пределах как в норме, так и при наличии па-

тологии. Состав «идеального» гидроксиапатита соответ-

ствует формуле Са
10

(РО
4
)

6
(ОН)

2
, т.е. он десятикальциевый 

с молярным отношением Са/Р, равным 1,67. Снижение 

коэффициента Са/Р из-за уменьшения в кристалле доли 
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Са является неблагоприятным для течения кариеса, так 

как при этом снижается резистентность кристаллов и 

эмали в целом к неблагоприятным воздействиям, зна-

чительно меняются адсорбционные свойства и прони-

цаемость эмали. В среднем содержание кальция в эмали 

составляет 32–37 %, в дентине — 26–30%. На долю фос-

фора приходится 14–17% в эмали и 12–16% в дентине. 

Наиболее высокое содержание кальция (до 40–42%) и 

фосфора (до 20–21%) выявлено в поверхностном слое 

эмали, наиболее низкое — в ее глубоких слоях. Это обу-

словлено тем, что основным источником поступления 

веществ в эмаль является слюна.

Слюна играет важнейшую роль в поддержании фи-

зиологического равновесия процессов минерализации 

и деминерализации зубов, в созревании эмали после 

прорезывания, а также в восстановлении (реминера-

лизации) эмали после повреждения и болезней зубов. 

Содержание кальция в слюне — 4–8 мг/100 мл, что 

примерно в 2 раза ниже, чем в сыворотке крови, фос-

фора — около 20 мг/100 мл, т.е. выше, чем в сыворотке 

крови. Кальций в слюне находится в ионизированном 

(55%) и связанном  (с белками, фосфатами, цитратом 

и др.) состоянии. В слюне кальций может связываться 

амилазой, муцином, другими гликопротеинами. Уро-

вень кальция и фосфора в слюне может колебаться, 

оказывая сильное влияние на устойчивость к карие-

су. Так, у кариесрезистентных лиц выявляется очень 

большое содержание кальция и фосфатов (рН 7,39). 

Перенасыщенность слюны солями кальция и фосфа-

та, во-первых, препятствует растворению эмали, так 

как слюна уже перенасыщена составляющими эмаль 

компонентами; во-вторых, способствует диффузии в 

эмаль и абсорбции на ней ионов кальция и фосфата, 

поскольку активная концентрация в слюне значитель-

но превышает таковую в эмали.
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Прием сахара приводит к подкислению слюны, по-

вышению концентрации кальция и уменьшению содер-

жания фосфатов. В данном случае увеличение кальция 

связано с деминерализующим эффектом образующихся 

при гликолизе кислот (молочной, пировиноградной), 

а снижение фосфатов — с его утилизацией в процессе 

гликолитического фосфорилирования.

РАБОТА 112. ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ ЖЕЛЕЗА 
В СМЕШАННОЙ СЛЮНЕ

Реактивы.
1. Раствор для осаждения белков: в мерную колбу на 

100 мл отмеривают 3 мл концентрированной тиоглико-

левой кислоты (осторожно! едкое вещество! яд!) и доли-

вают до метки (до 100 мл) раствором, содержащим 0,6 М 

трихлоруксусной кислоты и 2 М хлористоводородной 

кислоты.

2. 0,46 мМ раствор батофенантролина (4,7-дифенил-

1,10-фенантролин-3,6-дисульфокислота) в 2М растворе 

натрия уксусного («реактив»).

3. Стандартный раствор: 17,9 мкМ раствор сернокис-

лого аммоний-железа (FeSО4·(NH4)SO4·6H2O).

Оборудование. Штатив с пробирками, пипетки вме-

стимостью 1 мл; центрифуга; КФК.

Материал. Смешанная слюна ротовой полости (не-

разбавленная) — см. работу  9.

Метод основан на способности тиогликолевой кислоты 

восстанавливать Fe3+ в Fe2+, которые с батофенантроли-

ном образуют комплекс красного цвета, интенсивность 

окраски которого определяется фотоколориметрически 

и пропорциональна содержанию железа в слюне.

Ход определения. В центрифужную пробирку отмери-

вают 1 мл слюны и 1 мл раствора для осаждения белков. 

Смесь в пробирке перемешивают встряхиванием и через 

5 мин центрифугируют 10 мин при 3000 об/мин. Отби-
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рают 1 мл надосадочной жидкости в другую пробирку и 

добавляют 1 мл «реактива».

Для постановки стандартной пробы берут 0,5 мл стан-

дартного раствора железа, 0,5 мл раствора для осаждения 

белков и 1 мл «реактива».

Контрольную пробу готовят так же, как стандартную, 

но вместо стандартного раствора железа берут 0,5 мл дис-

тиллированной воды.

Через 5 мин фотометрируют опытную и стандартную 

пробы на КФК при длине волны 510–550 нм в кювете 

с толщиной слоя 1 см против контрольной пробы.

Примечание. Окраска устойчива в течение часа.

Расчет. Содержание железа рассчитывается по фор-

муле:

х =
Е

оп

Е
ст

· 17,9 ,

где х — содержание железа в слюне, мкмоль/л; Е
оп

 — экс-
тинкция опытной пробы; Е

ст
 — экстинкция стандартной 

пробы; 17,9 — содержание железа в стандартной пробе, 
мкмоль/л.

Оформление работы. Рассчитать содержание железа 

в слюне, сравнить с нормой и сделать вывод.

Практическое значение работы. В норме содержание 

железа в слюне составляет 1,96–3,40 мкмоль/л. Коли-

чество железа в слюне уменьшается при кариесе зубов 

и повышается при гингивите и генерализованном паро-

донтите.
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Метаболизм ксенобиотиков осуществляется с уча-

стием ферментов, содержащихся в тканях и жидкостях 

организма. Их состав определяет специфичность пре-

вращения любого чужеродного соединения. Метаболизм 

ксенобиотиков зависит от пути поступления их в орга-

низм. В пищеварительном тракте возможен гидролити-

ческий распад чужеродных веществ, в биологических 

жидкостях они подвергаются и некоторым другим пре-

вращениям (оксидоредукции, конъюгации), а в клетках 

происходят самые разнообразные реакции биотрансфор-

мации ксенобиотиков.

Наиболее активно ферментативные превращения ксе-

нобиотиков осуществляются в клетках печени. Среди них 

следует отметить реакции окисления веществ, осущест-

вляемые монооксигеназной ферментативной системой 

мембран эндоплазматической сети (микросом) печени. 

В микросомальной цепи протекают окислительные 

реакции двух типов: реакции гидроксилирования при-

родных (аутобиогенных) и чужеродных соединений и ре-

акции пероксидного окисления ненасыщенных жирных 

кислот.

Для исследования метаболизма ксенобиотиков воз-

можны два подхода:

1)  определение состава и содержания метаболитов 

введенных ксенобиотиков в биологических жид-

костях и экскретах;
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2)  определение активности ферментов, участвую-

щих в превращении ксенобиотиков, и изучение 

кинетики действия данных ферментов на различ-

ные соединения.

В экспериментах применяют оба подхода; в клини-

ке метаболизм лекарственного средства оценивают, как 

правило, по содержанию в биологических жидкостях 

изучаемого вещества и его продуктов обмена.

1. ИССЛЕДОВАНИЕ ПРОЦЕССОВ ОКИСЛЕНИЯ 
И КОНЪЮГАЦИИ КСЕНОБИОТИКОВ

РАБОТА 113. ВЫЯВЛЕНИЕ ДЫХАТЕЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ 
МИКРОСОМ

Дыхание микросом — процесс окисления веществ кисло-
родом с образованием воды — можно изучать или по ско-

рости потребления кислорода, или по использованию 

восстановленного НАДФ или НАД, участвующих в этих 

реакциях.

Реактивы. Хлорид калия, 1,15%-ный раствор; трис-

буфер, 0,1 М раствор с рН 7,4*; хлорид кальция, 0,04 М 

раствор; НАДФ·Н, 1,0 мМ раствор, свежеприготовлен-

ный; НАД·Н, 1,0 мМ раствор, свежеприготовленный.

Оборудование. Пипетки вместимостью 0,1; 1; 5; 10 мл; 

штатив с пробирками; стеклянные палочки; чашки Пе-

три; мерный цилиндр вместимостью 25 мл; фильтроваль-

ная бумага; шприц с иглой; гомогенизатор; аптечные 

весы с разновесами; флуороскоп; центрифуга.

Материал. Печень (свежая) забитого животного.

а. Выделение микросомальной фракции из печени крысы. 
Метод основан на разной скорости осаждения субкле-

точных частиц печени при центрифугировании в зависи-

мости от их размера и плотности. Для уменьшения фак-

тора осаждения микросом добавляется хлорид кальция, 

вызывающий их преципитацию.
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Ход определения. После забоя животного печень от-

мывают от крови раствором хлорида калия из шприца, 

обсушивают ее фильтровальной бумагой и помещают 

в чашку Петри, стоящую на льду.

3 г ткани печени измельчают ножницами и переносят 

в стакан гомогенизатора, куда предварительно наливают 

9 мл охлажденного раствора хлорида калия. Стакан по-

мещают в лед и размельчают ткань с помощью тефло-

нового пестика при 1000 об/мин, делая 15–20 движений 

стаканом вверх-вниз.

Гомогенат разливают в две центрифужные гильзы и 

центрифугируют при 10  000 g в течение 20 мин при 0–4 °С. 

Надосадочную жидкость сливают в другие центрифуж-

ные гильзы, прибавляют к ней раствор хлорида кальция в 

соотношении 1 : 5 по объему. Перемешивают и вновь цен-

трифугируют при 3000 g в течение 15 мин при 0–4 °С.

Надосадочную жидкость сливают. К осадку, содержа-

щему обогащенную фракцию микросом, добавляют 3 мл 

раствора трис-буфера и с помощью пипетки, втягивая 

и выдувая жидкость, получают взвесь микросом.

б. Обнаружение дыхательной активности микросом пе-
чени флуориметрическим методом. 

Метод основан на наблюдении за скоростью падения 

флуоресценции НАДФ·Н или НАД·Н в процессе их окис-

ления препаратами микросом.

Ход определения. В две пробирки наливают по 2,8 мл 

трис-буфера. Затем в одну из них добавляют 0,1 мл по-

лученной взвеси микросом, а в другую — 0,1 мл дистил-

лированной воды (контрольная проба).

Ставят обе пробирки в штатив предварительно вклю-

ченного флуороскопа, вносят в них по 0,1 мл раствора 

НАДФ·Н или НАД·Н и быстро перемешивают стеклян-

ной палочкой.

Наблюдают за изменением флуоресценции в обеих 

пробах.
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Оформление работы. По изменению флуоресценции 

указать на наличие дыхательной функции микросом.

Практическое значение работы. Микросомы выделя-

ют в научных исследованиях для изучения их функций, 

в  том числе дыхательной, при различных физиологиче-

ских состояниях и при патологии, а также для исследо-

вания действия лекарственных средств и ядов.

РАБОТА 114. ИССЛЕДОВАНИЕ ОКИСЛИТЕЛЬНОГО N-ДЕМЕТИЛИРОВАНИЯ 
В МИКРОСОМАХ ПЕЧЕНИ ПО НАШУ

Реактивы. Гидроксид натрия, 3%-ный раствор; биу-

ретовый реактив*; трис-буфер, 0,1 М раствор с рН 7,4*; 

НАДФ·Н, 1 мМ раствор, свежеприготовленный; хлорид 

магния, 2,5 мкМ раствор; амидопирин, 80 мМ раствор; 

сульфат цинка, 25%-ный раствор; гидроксид бария, на-

сыщенный раствор; реактив Наша*.

Оборудование. Штатив с пробирками; пипетки вме-

стимостью 0,1; 1; 2 и 5 мл; спектрофотометр.

Материал. Взвесь микросом печени, полученная в ра-

боте 113, а.

Метод основан на измерении содержания в среде 

формальдегида, образующегося при окислительном 

N-деметилировании амидопирина в микросомах — 

см. реакцию на с. 321.

Формальдегид дает с реактивом Наша комплекс жел-

того цвета.

Ход определения. Проверяют содержание белка в 

микросомальной фракции, для чего помещают в про-

бирку 0,05 мл взвеси микросом, добавляют 3,95 мл рас-

твора гидроксида натрия и 0,2 мл биуретового реактива. 

Смесь перемешивают и через 30 мин измеряют экстинк-

цию опытной пробы против контрольной (4 мл раствора 

NaOH и 0,2 мл биуретового реактива) на СФ при 330 нм 

в кювете с толщиной слоя 1 см. Экстинкции 0,30–0,60 

примерно соответствует содержание белка 2–4 мг в 0,1 мл 
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взвеси микросом. Если экстинкция выше, то необходимо 

взвесь микросом разбавить трис-буфером так, чтобы по-

лучилась нужная концентрация белка.

· 

В опытную и контрольную пробирки вносят по 0,4 мл 

растворов трис-буфера и хлорида магния, по 0,2 мл 

НАДФ·Н и по 0,1 мл взвеси микросом. Перемешивают 

содержимое пробирок.

В опытную пробу добавляют 0,11 мл раствора амидо-

пирина, а в контрольную — сначала по 0,25 мл раство-

ров сульфата цинка и гидроксида бария, а затем 0,11 мл 

амидопирина. Содержимое перемешивают.

Помещают обе пробирки на 20 мин в водяную баню 

при 37 °С, периодически встряхивая пробы. По оконча-

нии инкубации реакцию в опытной пробе останавливают, 

добавив по 0,25 мл растворов сульфата цинка и гидро-

ксида бария. Содержимое перемешивают.
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Центрифугируют обе пробы при 3000 об/мин в тече-

ние 10 мин.

Отбирают по 1 мл надосадочной жидкости в две дру-

гие пробирки и приливают в них по 2 мл реактива Наша. 

Ставят пробы на 45 мин в водяную баню при 37 °С.

Измеряют экстинкцию опытной пробы против кон-

трольной на СФ при 412 нм в кювете с толщиной слоя 

1 см.

Расчет проводят по формуле:

аV · 1,71 · 333

х = –––––––––––––––––  ,

20 · 0,1 · 1000

где х — скорость N-деметилирования амидопирина, 
мкмоль/(мин · кг печени); а — количество формальдегида, 
найденное по калибровочному графику (рис. 12), нмоль; V — 
объем взвеси микросом в трис-буфере, мл; 1,71 — объем ин-
кубационной смеси, мл; 0,1 — объем взвеси микросом, взятый 
на исследование, мл; 20 — время инкубации, мин; 333 — ко-
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эффициент пересчета на 1 кг ткани печени; 1000 — коэф-
фициент пересчета нмоль в мкмоль.

Оформление работы. Рассчитать скорость микросо-

мального окисления амидопирина. В выводе указать 

значение этого процесса.

Практическое значение работы. Исследование окис-

ления ксенобиотиков монооксигеназной цепью микро-

сом дает возможность оценить функцию этого процес-

са в  норме и патологии, а также изучить особенности 

превращения различных соединений, токсичность и 

действие их продуктов на организм.

РАБОТА 115. ОПРЕДЕЛЕНИЕ ГИДРОКСИЛАЗНОЙ АКТИВНОСТИ МИКРОСОМ 
ПЕЧЕНИ ПО КАТО И ЖИЛЕТЕ

Реактивы. Трис-HCl буфер, 0,08 М раствор с рН 7,4*; 

хлорид магния, 0,16 М раствор; анилин перегнанный, 

0,03 М раствор; трихлоруксусная кислота, 15%-ный 

раствор; карбонат натрия, 10%-ный раствор; фенол, 

2%-ный раствор в 0,2 М растворе гидроксида натрия; 

НАДФ·Н, 0,03 М раствор; биуретовый реактив*; гидрок-

сид натрия, 3%-ный раствор; реактивы для выделения 

микросом, как в работе 113; 4-аминофенол, свежепри-

готовленный раствор для построения калибровочного 

графика (5,45 мг/л).

Оборудование. Штатив с пробирками; пипетки 

вместимостью 0,1; 0,2; 1 и 5 мл; водяная баня; ла-

бораторная центрифуга с центрифужными весами; 

центрифуга рефрижераторная; КФК или спектрофо-

тометр.

Материал. Печень животного после забоя.

Метод основан на определении содержания 4-амино-

фенола, образующегося при гидроксилировании ани-

лина в монооксигеназной цепи микросом с участием 

цитохрома Р
450

:
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Микросомальная
цепь

( Р450 )
H2 N  +НАДФ

+
  +  H2O

n~аминофенол

OH

H2N                       +  НАДФ   Н2  +  O2

анилин

·

4-аминофенол при взаимодействии с фенолом и в 

присутствии карбоната натрия образует окрашенный 

индофенольный комплекс синего цвета:

Ход определения. Выделяют фракцию микросом пе-

чени, как указано в работе 113, затем определяют содер-

жание белка в полученной микросомальной фракции; 

для этого отбирают 0,05 мл взвеси микросом в пробирку, 

добавляют 3,95 мл раствора гидроксида натрия и 0,2 мл 

биуретового реактива. Перемешивают содержимое сте-

клянной палочкой и через 30 мин измеряют экстинкцию 

этого раствора против контрольного (4 мл гидроксида 

натрия и 0,2 мл биуретового реактива) на КФК или СФ 

при 330 нм в кювете с толщиной слоя 1 см. Рассчиты-

вают концентрацию белка по калибровочному графику 

(содержание белка в 0,1 мл взвеси микросом должно со-

ставлять примерно 2–4 мг).

Для изучения гидроксилирования анилина берут две 

чистые пробирки и готовят контрольную и опытную про-

бы. Последовательность внесения компонентов и их объ-

ем приведены в таблице.
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Контроль Опыт

вещество объем вещество объем

Трис-HCI буфер 0,4 Трис-HCI буфер 0,4

Хлорид магния 0,4 Хлорид магния 0,4

Взвесь микросом 0,1 НАДФ·Н 0,2

Трихлоруксусная кислота 0,5 Взвесь микросом 0,1

Анилин 0,11 Анилин 0,11

НАДФ·Н 0,2

Обе пробирки помещают на 20 мин в водяную баню 

при 37 °С, после чего в опытной пробе останавливают ре-

акцию, приливая 0,5 мл трихлоруксусной кислоты. Далее 

обе пробы центрифугируют 10 мин при 3000 об/мин.

Отбирают из каждой пробы по 1 мл надосадочной 

жидкости, переносят их в две другие пробирки. Затем 

приливают к ним по 0,5 мл карбоната натрия и по 1,5 мл 

раствора фенола. Перемешивают содержимое встряхива-

нием.

Для развития окраски пробирки помещают на 30 мин 

в водяную баню при 37 °С. Затем измеряют экстинкцию 

опытной пробы против контрольной на КФК или СФ 

при 630 нм (светофильтр красный).

Серию растворов для построения калибровочного гра-

фика готовят согласно таблице.

№ 
про бирки

4-амино фенол, 
мл

Вода, 
мл

Nа
2
СО

3
,

мл
Фенол, 

мл

Содержание 
4-амино фенола 
в пробе, нмоль

1 0,1 0,9 0,5 1,5 5,0

2 0,2 0,8 0,5 1,5 10,0

3 0,3 0,7 0,5 1,5 15,0

4 0,4 0,6 0,5 1,5 20,0

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

6 0 1,0 0,5 1,5 0 (контроль)

Makarova-2011-12-12.indd   325 15.12.2011   17:11:15



326

ПРАКТИКУМ ПО БИОЛОГИЧЕСКОЙ ХИМИИ

Затем пробирки ставят на 30 мин в водяную баню при 

37 °С. Измеряют экстинкцию проб против контроля, как 

описано выше, и строят калибровочный график.

Расчет проводят по формуле:

А · V

х = –––––––––  ,

20 · m

где х — гидроксилазная активность, нмоль/(мин · мг бел-
ка); А — содержание 4-аминофенола в пробе, найденное 
по калибровочному графику, нмоль; V — объем пробы, рав-
ный 1,71 мл; 20 — время инкубации, мин; m — содержание 
белка в пробе, мг.

Практическое значение работы. Для изучения функ-

ции микросомальной цепи окисления печени в норме 

и особенно при патологических состояниях используют 

различные методические подходы.

В частности, исследования проводят с разными суб-

стратами, превращение которых происходит на цитох-

роме Р
450

. При взаимодействии с цитохромом Р
450

 разные 

субстраты дают неодинаковые спектры поглощения. 

По этому признаку их условно делят на субстраты I типа 

(к ним относятся, например, амидопирин, бензфетамин, 

этилморфин и др.) и II типа (анилин), что связано, воз-

можно, с некоторыми различиями в механизме гидрок-

силирования данных соединений.

Скорость реакций гидроксилирования изменяется 

при действии многих внешних факторов (радиации, 

гипероксии, гипоксии, интоксикации четыреххлори-

стым углеродом и т.д.), под влиянием ряда регуляторов 

(витаминов, гормонов). Для получения более полной 

информации о гидроксилазной активности микросом 

печени при действии многих факторов и при патологии 

используют разные ксенобиотики — субстраты цито-

хрома Р
450

.
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РАБОТА 116. МЕТОД ОЦЕНКИ АКТИВНОСТИ МОНООКСИГЕНАЗ 
ЭНДОПЛАЗМАТИЧЕСКОЙ СЕТИ КЛЕТОК ПЕЧЕНИ 

ПО ВЫДЕЛЕНИЮ МЕТАБОЛИТОВ 
АМИДОПИРИНА С МОЧОЙ 

ПО Т.А. ПОПОВУ И О.Д. ЛЕОНЕНКО
Метаболизм амидопирина осуществляется с помощью 

ферментативных реакций окисления и конъюгации. Пер-

вая из них (N-деметилирование) катализируется моноок-

сигеназной ферментной системой эндоплазматической 

сети печени по уравнению:

Далее 4-аминоантипирин с участием соответствую-

щей N-ацетилтрансферазы и ацетил-КоА подвергается 

ацетилированию:
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+ KoASH

Реактивы. Фенол перекристаллизованный, 0,02 %-ный 

раствор; аммиачный буфер с рН 10,5–10,6 (20 г хлорида 

аммония растворяют в 100 мл 25%-ного раствора аммиа-

ка); трихлоруксусная кислота, 12,5%-ный раствор; со-

ляная кислота, 36%-ная; гексацианоферрат (III) калия, 

1%-ный раствор; 4-аминоантипирин, свежеприготов-

ленный стандартный раствор 1 мг/мл для построения 

калибровочного графика.

Оборудование. Штатив с пробирками; пипетки вме-

стимостью 0,2; 1; 2 и 5 мл; пробирки, обернутые фольгой; 

воронки с бумажными фильтрами; воронки со стеклян-

ным мелкопористым фильтром; водяная баня; КФК или 

спектрофотометр.
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Материал. Моча, содержащая метаболиты амидопи-

рина. Для получения мочи белым крысам внутрибрю-

шинно вводят раствор амидопирина из расчета 20 мг 

на 1 кг массы тела, затем отсаживают их в стеклянные 

выделительные воронки и собирают мочу в мерные ци-

линдры в течение 12 или 24 ч. Перед исследованием мочу 

фильтруют через бумажные фильтры.

Метод основан на способности 4-аминоантипирина, 

являющегося метаболитом амидопирина, при взаимо-

действии с фенолом в щелочной среде и в присутствии 

гексацианоферрата (III) калия образовывать соединение 

типа индофенола, имеющее розовую окраску.

Ход определения. В две пробирки вносят по 1,5 мл 

профильтрованной мочи. В первую (для определения 

свободного 4-аминоантипирина) приливают 0,3 мл ам-

миачного буфера, а во вторую (для определения суммы 

метаболитов, т.е. 4-аминоантипирина и N-ацетил-4-

аминоантипирина) — 0,3 мл соляной кислоты. Переме-

шивают пробы, осторожно встряхивая пробирки.

Содержимое первой пробирки через 15 мин фильтру-

ют через бумажный фильтр; вторую пробирку закрыва-

ют пробкой, обернутой фольгой, и помещают на 15 мин 

в кипящую водяную баню, после чего сразу охлаждают 

пробу в воде со льдом до комнатной температуры. Охлаж-

денный гидролизат фильтруют через мелкопористый сте-

клянный фильтр в другую пробирку.

Отбирают из первой пробы 0,6 мл фильтрата в чистую 

пробирку и добавляют последовательно 0,5 мл раство-

ра трихлоруксусной кислоты, 2 мл раствора фенола и 

0,1 мл раствора гексацианоферрата (III) калия. Содер-

жимое перемешивают и через 10 мин (но не позже чем 

через час) измеряют экстинкцию опытной пробы на 

КФК (светофильтр зеленый) или на спектрофотометре 

при 510 нм в кювете с толщиной слоя 1 см против кон-

трольной, содержащей все компоненты, кроме фенола, 
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который заменяется 2 мл дистиллированной воды. Полу-

ченная экстинкция (Е
1
) соответствует содержанию в моче 

4-аминоантипирина.

К профильтрованному гидролизату второй пробы при-

ливают 0,6 мл аммиачного буфера, смесь перемешивают 

и вновь профильтровывают через бумажный фильтр. От-

бирают в чистую пробирку 0,8 мл прозрачного фильтрата 

и добавляют последовательно 0,2 мл дистиллированной 

воды, 2 мл раствора фенола и 0,1 мл раствора гексациа-

ноферрата (III) калия. 

Содержимое пробирки перемешивают и через 10 мин 

(но не позже чем через час) измеряют экстинкцию вто-

рой опытной пробы на КФК или на спектрофотометре 

при тех же условиях, что и для первой пробы. Получен-

ное значение экстинкции (Е
2
) соответствует содержа-

нию в моче суммы метаболитов (4-аминоантипирин и 

N-ацетил-4-аминоантипирин).

Расчет. Содержание метаболитов амидопирина в моче 

и показатели активности ферментных систем печени, 

участвующих в превращении ксенобиотиков, рассчиты-

вают по калибровочному графику. Для его построения 

в 5 пробирок вносят соответственно 0,05; 0,1; 0,2; 0,3 и 

0,4 мл стандартного раствора 4-аминоантипирина. Затем 

в каждой пробирке доводят общий объем пробы до 5 мл 

дистиллированной водой и приливают в них по 1 мл ам-

миачного буфера. Содержимое перемешивают, фильтруют, 

отбирают в другие пробирки по 0,6 мл фильтрата и обра-

батывают его так же, как и при определении свободного 

4-аминоантипирина в моче (первая опытная проба). По-

лученные значения экстинкции соответствуют концен-

трации 4-аминоантипирина 5, 10, 20, 30 и 40 мкг/л (при-

мерный калибровочный график показан на рис. 13).

По Е
1
 находят общее количество выделенного 

4-аминоантипирина, умножая содержание его в пробе 

на суточный объем мочи (в мл).
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По Е
2
 определяют аналогичным образом сумму мета-

болитов амидопирина, выделенных за сутки с мочой.

Относительную активность монооксигеназы печени 

рассчитывают в % от введенного количества амидопи-

рина по формуле: 

А · 100%

——————  ,

В

где А — сумма метаболитов, выделенных с мочой за сутки; В — 
количество введенного животному амидопирина.

Ацетилирующую активность ферментных систем ор-

ганизма х (в %) находят по формуле:
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(Е
2
 – Е

1
) · 100%

х = ——––––—————  ,

Е
1

где Е
1
 и Е

2
 — соответствующие экстинкции опытных 

проб.

Оформление работы. Рассчитать относительную ак-

тивность ферментных систем N-деметилирования и аце-

тилирования у исследуемых животных и сделать вывод о 

практическом значении данного теста.

Практическое значение работы. Обстоятельное изуче-

ние ферментов печени, осуществляющих реакции гидро-

ксилирования многих соединений и их конъюгацию, от-

крывает возможности косвенной оценки активности этих 

важных систем биотрасформации посредством изучения 

состава и соотношения метаболитов разных ксенобиотиков, 

поступающих в организм. Демонстративность и относи-

тельная простота выполнения позволяют использовать эти 

тесты не только в эксперименте, но и в клинической прак-

тике для выявления ранних нарушений детоксицирующей 

функции печени, для оценки действия различных токси-

ческих веществ, производственных факторов и различных 

лекарств на ферментативные системы гидроксилирования 

и ацетилирования ксенобиотиков в организме.

РАБОТА 117. ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ АЛКОГОЛЬДЕГИДРОГЕНАЗЫ 
В СЫВОРОТКЕ КРОВИ ПО ШКУРСКИ И ДР. С ДОПОЛНЕНИЯМИ И.В. БОКИЯ, 

М.С. УСАТЕНКО И В.Ф. ТРЮФАНОВА
Реактивы. Пирофосфатный буфер, 0,1 М раствор, 

рН 8,5*; n-нитрозодиметиланилин, 26 мкМ раствор*; 

н-бутанол, 0,25 М водный раствор; НАД+, свежеприго-

товленный раствор (3,3 мг НАД в 1 мл 0,25 М раствора 

бутанола).

Оборудование. Пипетки на 0,1; 1 и 2 мл; стеклянные 

палочки; секундомер; спектрофотометр.
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Материал. Сыворотка крови.

Метод основан на способности алкогольдегидро-

геназы (АДГ) катализировать две последовательные 

реакции: НАД-зависимое окисление бутанола и вос-

становление n-нитрозодиметиланилина с участием 

НАД·Н
2
, образовавшимся в ходе первой реакции. При 

этом n-нитрозодиметиланилин, имеющий в раство-

ре интенсивно желтую окраску, обесцвечивается. Об 

активности АДГ судят по скорости светопоглощения 

красителя, которое регистрируют на спектрофотометре 

при 440 нм.

Ход определения. Спектрофотометр подготавлива-

ют к работе, устанавливают рабочую длину волны на 

440 нм и стрелку шкалы отсчета с помощью рукоятки на 

«нуль» при закрытой шторке. В кювету спектрофотоме-

тра помещают 2 мл раствора n-нитрозодиметиланилина 

и 0,5 мл сыворотки крови. Против этой кюветы руко-

яткой «щель» устанавливают шкалу отсчета на 0,300, 

после чего реакцию запускают добавлением в кювету 

0,1 мл раствора НАД в растворе бутанола. Смесь быстро 

перемешивают стеклянной палочкой. Регистрируют 

снижение экстинкции инкубационной среды в тече-

ние 2 мин при 25 °С.

Примечание. Определение активности АДГ в каждом 

образце сыворотки проводят дважды, а при расхождении 

результатов измерения более чем на 10% — 3 раза. После 

этого вычисляют среднее значение изменения экстинк-

ции за 1 мин.

Расчет производится по формуле:

х = 320,5 · ΔЕ,

где х — активность АДГ, мкмоль/(мин · л); 320,5 — ко-
эффициент расчета активности, выраженный в мкмо-
лях превращенного субстрата при указанных условиях 
инкубации; ΔЕ — изменение экстинкции при 440 нм за 
1 мин.
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Если изменение экстинкции при 440 нм превыша-

ет 0,050 за 1 мин, то сыворотку крови следует развести 

натрий-фосфатным буфером в 2–4 раза. Измеренную 

величину активности умножить на фактор разведения.

Для определения активности АДГ рекомендуется 

брать свежеполученную сыворотку крови. При хране-

нии активность фермента снижается, поэтому значение 

активности, измеренной после хранения, следует умно-

жить на соответствующий коэффициент, установленный 

эмпирически:

Время хранения 
сыворотки, сут.

0 1 2 3 4 5 6 7

Коэффициент:

при 4 °С 1,00 1,03 1,04 1,09 1,11 1,12 1,15 1,17

при 20 °С 1,00 1,18 1,20 1,43 1,47 1,54 1,66 2,38

Оформление работы. Сравнить полученное значение 

активности АДГ с нормой и сделать соответствующие 

выводы.

Практическое значение работы. Алкогольдегидрогена-

за не проявляет абсолютной субстратной специфичности. 

Этот фермент катализирует окисление, помимо этанола, 

ряда первичных и вторичных спиртов, этиленгликоля 

и т.д., причем в некоторых случаях с большей скоростью, 

чем этанола. АДГ содержится в гиалоплазме клеток мно-

гих органов и тканей, но в ткани печени ее активность 

в  20–40 раз выше, чем в других. В сыворотке крови 

концентрация фермента у здоровых людей очень низка 

и традиционными методами практически не выявляет-

ся. Описанный метод позволяет определить активность 

АДГ. У здоровых людей активность АДГ в сыворотке 

крови регистрируется в пределах 0,32–2,56, а в среднем 

1,18  мкмоль/мин · л. У лиц, злоупотребляющих алкого-

лем, активность фермента в сыворотке крови повышается 

в зависимости от длительности приема алкоголя и стадии 
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алкоголизма. Тест на алкогольдегидрогеназу сыворот-

ки крови используется в диагностике алкоголизма и для 

контроля эффективности лечения этого заболевания.

Низкая активность АДГ при поражениях печени, 

в  которой окисляется до 90% поступающего в организм 

этанола и других спиртов, или генетическая недостаточ-

ность этого фермента снижает обезвреживание алкоголя 

и усугубляет его отрицательное действие на функции си-

стем организма.

РАБОТА 118. ОПРЕДЕЛЕНИЕ АЦЕТИЛИРУЮЩЕЙ СПОСОБНОСТИ 
ОРГАНИЗМА ПО ВЫДЕЛЕНИЮ С МОЧОЙ 

СВОБОДНОЙ И АЦЕТИЛИРОВАННОЙ 
ФОРМ СУЛЬФАНИЛАМИДОВ 

ПО А.М. ТИМОФЕЕВОЙ В МОДИФИКАЦИИ Г.А. ПОНОМАРЕВА
Процесс ацетилирования является одной из раз-

новидностей реакций конъюгации ксенобиотиков, 

происходящих в клетках с участием ферментов. Ари-

ламины, в том числе сульфаниламиды, подвергаются 

N-ацетилированию в организме и поэтому по выде-

лению свободной и ацетилированной форм этих ве-

ществ можно оценить активность процесса ацетили-

рования.

Реактивы. Соляная кислота, 10%-ный раствор; ни-

трит натрия, 0,5%-ный раствор, свежеприготовленный; 

ацетат натрия, насыщенный раствор; Н-кислота ацети-

лированная, свежеприготовленный 0,5%-ный раствор.

Оборудование. Водяная баня; штатив с пробирками; 

пробки, обернутые фольгой; пипетки вместимостью 1 

и 5 мл; КФК.

Материал. Моча, содержащая свободный и ацетили-

рованный сульфаниламиды. (Для получения мочи бе-

лым крысам вводят внутрижелудочно с помощью зонда 

порошок сульфадимезина из расчета 0,5 г на 1 кг массы 

тела в  виде взвеси в 3 мл воды. Животных отсажива-
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ют на сутки в стеклянные выделительные воронки для 

сбора мочи. Собранную мочу доводят дистиллирован-

ной водой до объема 25 мл и фильтруют через бумажный 

фильтр.)

Метод основан на способности диазотированно-

го сульфаниламида при взаимодействии с ацетили-

рованной Н-кислотой (1,6-аминооксинафталин-3,5-

дисульфокислота) образовывать комплекс розового 

цвета, интенсивность которого пропорциональна кон-

центрации сульфаниламида.

Содержание суммы сульфаниламидов (ацетилирован-

ных и свободных) в моче устанавливают после гидролиза 

проб с соляной кислотой, в ходе которого происходит 

образование свободной формы сульфаниламида из аце-

тилированной.

Ход определения. В две пробирки (одна для опреде-

ления общего, а другая — свободного сульфадимезина) 

отмеривают по 1 мл разведенной в 20 раз мочи, по 1,5 мл 

дистиллированной воды и по 0,25 мл раствора соляной 

кислоты. В третью пробирку (контрольная) вносят 2,5 мл 

воды и 0,25 мл раствора соляной кислоты.

Одну пробирку (для определения общего сульфадиме-

зина) закрывают пробкой, обернутой фольгой, и ставят 

на гидролиз в кипящую водяную баню на 15 мин. Затем 

пробирку охлаждают.

Во все три пробирки приливают по 2 капли раствора 

нитрита натрия, тщательно перемешивают содержимое 

и оставляют стоять 10 мин. Добавляют во все пробы по 

1,5 мл насыщенного раствора ацетата натрия, закрыва-

ют пробирки пробками и энергично встряхивают их не-

сколько раз.

Прибавляют во все пробирки по 0,25 мл раствора аце-

тилированной Н-кислоты. Вновь перемешивают содер-

жимое и оставляют стоять пробы на 15 мин для развития 

окрашивания.
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Измеряют экстинкцию опытных проб против контро-

ля на КФК при 440 нм (светофильтр синий) в кювете с 

толщиной слоя 0,5 см.

Расчет проводят по формуле:
(Е

2
 – Е

1
) · 100

х = ,
Е

2

где х — ацетилирующая способность организма, % ацети-
лированного сульфадимезина; Е

1
 — экстинкция свободного 

сульфадимезина, содержащегося в пробе, не подвергшейся 
гидролизу; Е

2
 — экстинкция общего сульфадимезина (сво-

бодный + ацетилированный), содержащегося в пробе, под-
вергнутой гидролизу.

Оформление работы. Занести значения экстинкции 

в тетрадь и рассчитать ацетилирующую способность ор-

ганизма по сульфадимезину. Сделать вывод о возмож-

ности метаболизма ксенобиотиков посредством ацети-

лирования и значении этого процесса.

Практическое значение работы. По степени ацетили-

рования сульфаниламидов или других ксенобиотиков, 

подвергающихся в организме ацетилированию, судят 

об активности ферментной системы ариламинацетил-

трансферазы в клетках, которая катализирует реакции 

ацетилирования (конъюгации) различных соединений. 

Для сульфаниламидов реакция ацетилирования являет-

ся основным ведущим механизмом конъюгации, другие 

конъюгаты для большинства сульфаниламидов обра-

зуются в незначительном количестве. Ацетилирование 

приводит к инактивации (обезвреживанию) сульфани-

ламидов и выведению их из организма с мочой. Поэто-

му степень ацетилирования сульфаниламидов указывает 

также на соотношение бактериостатически активной и 

неактивной форм препаратов. Чем быстрее ацетилирует-

ся сульфаниламид, тем меньше его бактериостатическая 

активность.
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РАБОТА 119. ВЫЯВЛЕНИЕ АЦЕТИЛИРОВАНИЯ 
(ИНАКТИВАЦИИ) ГИДРАЗИДА ИЗОНИКОТИНОВОЙ 

КИСЛОТЫ (ГИНК) В ОРГАНИЗМЕ
Реактивы. Реактив метаванадата аммония*; соляная 

кислота, 0,5 М раствор.

Оборудование. Штатив с пробирками; пробки, обер-

нутые фольгой; пипетки вместимостью 1 и 2 мл; водяная 

баня.

Материал. Моча, содержащая свободную и ацетилиро-

ванную формы ГИНК. (Для получения мочи белым кры-

сам вводят порошок ГИНК в дозе 100 мг на 1 кг массы тела 

в виде взвеси в 3 мл воды внутрижелудочно с помощью спе-

циального зонда. Крыс отсаживают на 12 ч в стеклянные 

выделительные воронки для сбора мочи. Объем мочи дово-

дят водой до 10 мл и фильтруют через бумажный фильтр.)

Метод основан на выявлении свободной формы 

ГИНК, которая с метаванадатом аммония в кислой среде 

дает комплексное соединение коричнево-красного цве-

та. Разница в окраске между пробами мочи до и после 

гидролиза указывает на степень ацетилирования ГИНК 

в организме:

Ход определения. Собранную мочу разводят в 20 раз 

дистиллированной водой. В две пробирки вносят по 1 мл 

разведенной мочи; в одну из них (для определения общей 

ГИНК, т.е. суммы свободной и ацетилированной форм 

Makarova-2011-12-12.indd   338 15.12.2011   17:11:17



339

МЕТАБОЛИЗМ КСЕНОБИОТИКОВ

препарата) добавляют 1 мл раствора соляной кислоты, 

а во вторую (для выявления свободной ГИНК) — 1 мл 

дистиллированной воды.

Первую пробирку закрывают пробкой и ставят на 

20 мин на кипящую водяную баню, после чего охлаждают 

под струей водопроводной воды. В обе пробирки прили-

вают по 2 мл реактива метаванадата аммония и отмечают 

разницу в окрашивании исследуемых проб мочи.

Оформление работы. По разнице в окраске проб мочи 

дать примерную оценку степени ацетилирования ГИНК 

в организме и указать на значение этой реакции для прак-

тики.

Практическое значение работы. Реакция N-ацетили-

рования ГИНК осуществляется специальной ацетил-

трансферазой, содержащейся в различных тканях орга-

низма. В зависимости от активности этого фермента у 

разных людей их делят на быстрых и медленных «инак-

тиваторов» (ацетиляторов) ГИНК, что имеет значение 

не только для практической фармакогенетики, но и для 

рациональной терапии. По степени ацетилирования 

ГИНК устанавливается эффективная индивидуальная 

доза препарата для конкретного больного.

2. ИССЛЕДОВАНИЕ ПЕРОКСИДНОГО ОКИСЛЕНИЯ 
ЛИПИДОВ БИОЛОГИЧЕСКИХ МЕМБРАН

Пероксидное (перекисное) окисление липидов 

молекулярным методом представляет собой цепной 

свободно-радикальный процесс. Наиболее легко подоб-

ным образом окисляются ненасыщенные липиды или 

жирные кислоты, входящие в состав фосфолипидов био-

логических мембран. Поэтому скорость пероксидного 

окисления липидов прежде всего оказывает влияние на 

функцию мембран и на развитие в них патологических 

изменений.
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Зарождение этого процесса связывают с появлением 

в среде, например, пероксидного радикала НО
2
·, возни-

кающего при окислении Fe2+ молекулярным кислоро-

дом:

Fe2+ + O
2
 + H+ → Fe3+ + HO

2
.

Пероксидный радикал может реагировать с молекулой 

ненасыщенного липида или свободной жирной кислоты 

(RH) биомембран. При этом образуется липидный ра-

дикал R·.
HO

2

.
 = RH →H

2
O

2
 + R

.
 ,

который запускает цепную реакцию окисления ли-

пидов (стадия инициирования, или зарождения цепей). 

Образование R
.
 связано с отрывом атома водорода от 

углерода, находящегося в α-положении к двойной свя-

зи, например, в положениях 8, 11, 14 и 17 линоленовой 

кислоты:

Если радикал образуется при отрыве атома водорода в 

положении 11 или 14, то электрон неспаренной валент-

ности делокализуется, что приводит к появлению моле-

кул липида с двумя сопряженными двойными связями 

(диеновые конъюгаты), имеющих максимум поглощения 

при 233 нм.

В присутствии кислорода радикал R
.
 дает новый сво-

бодный радикал липида — пероксидный RO
2

.
.

Пероксидный радикал может взаимодействовать с 

новой молекулой жирной кислоты RH с образованием 

гидропероксида (гидроперекиси) липида ROOH и оче-

редного липидного радикала R
.
.
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Причем сопряженные двойные связи (диеновая конъ-

югация), отмеченные в формулах скобкой, сохраняются 

в гидропероксидах липидов, образующихся при свобод-

норадикальном окислении таких полиненасыщенных 

жирных кислот, как линолевая, линоленовая, арахидо-

новая. Две последние реакции сохраняют присутствие 

радикалов RO
2

.
 и R

. в системе, обеспечивая продолжение 

цепного окисления липидов:

Подобная цепь пероксидного окисления липидов 

называется неразветвленной. Длина ее зависит от чис-

ла радикалов RO
2

.
, которые «ведут» цепное окисление. 

Каждый радикал приводит к образованию нескольких 

молекул ROOH, по числу которых судят о длине нераз-

ветвленных цепей пероксидного окисления липидов. 

Следовательно, первичными продуктами пероксидного 

окисления липидов являются гидропероксиды липидов, 

среди которых определенный процент падает на диено-

вые конъюгаты.

При разложении накопившихся гидропероксидов ли-

пидов с участием Fe2+ появляется новый радикал — RO
.
 

(оксидный радикал жирной кислоты, или алкоксидный 

радикал):
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ROOH + Fe2+ → RO
.
 + OH- + Fe3+

Далее пероксидное окисление липидов развивается 

по разветвленному механизму:

· 

O2 

O2 

· 

· 

· 

 

· 

· · 

· 

 
 
 
 
       RO2                  Fe2+           O2; RH 
 
RH             ROOH             RO              RO2 
 
       R                      Fe3+               ROH 
 
 
       RO2                 Fe2+            O2; RH 
 
RH            ROOH             RO              RO2 
 
      R                     Fe3+               ROH 

  R ·

При этом накапливаются другие продукты перок-

сидного окисления липидов: спирты, кетоны, эпок-

сиды, альдегиды и диальдегиды и т.д. Среди диаль-

дегидов представляет интерес малоновый диальдегид 

CH
2
(CHO)

2
, который образуется при свободноради-

кальном окислении линоленовой и арахидоновой кис-

лот, но не олеиновой или линолевой. Его определение 

служит одним из методов исследования пероксидного 

окисления липидов.

Пероксидное окисление фосфолипидов и ненасы-

щенных жирных кислот, входящих в состав биомембра-

ны, может полностью разрушить ее липидную основу.

Однако этому препятствует взаимодействие радикалов 

R· и RO
2
· друг с другом, реакция тех же радикалов с Fe2+ 
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и взаимодействие радикалов с антиоксидантами. При 

этом в первых двух реакциях образуются молекулярные 

продукты, а в третьей — малоактивные радикалы анти-

оксиданта, что вызывает обрыв цепей свободнорадикаль-

ного окисления.

В клетках выделяют два типа пероксидного окисле-

ния липидов — ферментный и неферментный, которые 

отличаются рядом признаков. Ферментная система тре-

бует участия ферментного белка (поэтому в отличие от 

неферментной инактивируется нагреванием), пирофос-

фата, ионов железа и в качестве восстановителя НАДФ·Н 

(НАДФ·Н-зависимая ферментная система пероксидного 

окисления, НЗП). Неферментная система нечувствитель-

на к нагреванию; она требует ионов железа и аскорбата 

в качестве восстановителя (аскорбат-зависимое нефер-

ментное пероксидное окисление, АЗП). Отличительным 

признаком этих двух систем служит чувствительность к 

ионам железа, пирофосфата и фосфата. Система НЗП 

имеет очень высокое сродство к ионам железа, поэтому 

достаточно следовых количеств их для максимальной 

скорости реакций. Для тех же условий АЗП требует зна-

чительных концентраций ионов железа, которые добав-

ляются в среду при исследовании этого процесса в клет-

ках. Активность НЗП резко усиливается пирофосфатом 

и угнетается фосфатом, тогда как АЗП ингибируется 

обоими веществами.

Наиболее активны обе системы пероксидного окис-

ления в мембранах микросом. Обнаружено также перок-

сидное окисление липидов, особенно АЗП, в митохон-

дриях, лизосомах, мембранах эритроцитов и т.д.

Накопление таких продуктов пероксидного окисле-

ния, как гидропероксиды липидов, приводит к инги-

бированию многих ферментных белков и нарушает их 

функцию. Кетоны, альдегиды и диальдегиды образуют 

ковалентные внутримолекулярные и межмолекулярные 
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связи («сшивки») и с функциональными группами бел-

ков и других биомолекул, что также ведет к изменениям 

клеточных функций.

Развитию свободнорадикальных реакций окисления 

липидов способствуют прооксиданты, а сдерживают его 

ингибиторы — антиоксиданты. К последним относятся 

α-токоферол, селен, некоторые гормоны (тироксин, сте-

роидные) и т.д. От вредного действия гидропероксидов 

липидов клетку защищает ферментная система глута-
тионпероксидазы, разрушающая эти вещества.

Для исследования процессов пероксидного окисле-

ния липидов используются методы: а) определения про-

дуктов пероксидного окисления липидов; б) регистрации 

свободных радикалов в ходе реакции; в) определения ан-

тиокислительной (антиоксидантной) активности тканей. 

Первые два наиболее просты для выполнения и нашли 

широкое применение, в частности, метод определения 

наиболее изученного продукта пероксидного окисле-

ния — малонового диальдегида.

РАБОТА 120. ОПРЕДЕЛЕНИЕ ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ ЭРИТРОЦИТОВ 
К  ПЕРОКСИДНОМУ ГЕМОЛИЗУ

Реактивы. Фосфатный буфер, 1 М раствор с рН 7,4*; 

хлорид натрия, 170 г/л раствор; рабочий свежеприго-

товленный раствор хлорида натрия (смешивают 25 мл 

фосфатного буфера с 25 мл раствора хлорида натрия, 

объем смеси доводят до 1 л и перед употреблением 

насыщают кислородом воздуха путем встряхивания); 

фосфатный буфер, 0,17 М раствор с рН 7,4*; раствор 

хлорида натрия, приготовленный на фосфатном буфе-

ре (0,17 М фосфатный буфер и 1%-ный раствор NaCl 

в соотношении 1:3 по объему); изотонический спир-

товой раствор эргокальциферола D
2
 (продажный пре-

парат 0,5%-ного спиртового раствора эргокальцифе-

рола разбавляют в 50 раз раствором хлорида натрия на 
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фосфатном буфере); аммиачный раствор (растворяют 

1 мл концентрированного раствора аммиака в колбе 

вместимостью 250 мл); ацетат α-токоферола, 5%-ный 

масляный раствор.

Оборудование. Штатив с пробирками; пипетки вме-

стимостью 0,1; 5 и 10 мл; стеклянные палочки; центри-

фуга с центрифужными весами; термостат, отрегулиро-

ванный на 38 °С; КФК или спектрофотометр.

Материал. Кровь, взятая из пальца.

а. Определение спонтанного гемолиза по Ягеру. 
Метод основан на определении при 540 нм экстинк-

ции внеэритроцитарного гемоглобина, поступающего в 

среду вследствие спонтанного лизиса мембран эритро-

цитов, вызванного пероксидным окислением липидов 

кислородом воздуха.

Ход определения. В пробирку с 7,5 мл рабочего рас-

твора хлорида натрия добавляют 0,1 мл крови. Готовят 

суспензию эритроцитов, втягивая и выдувая жидкость 

с помощью пипетки.

Центрифугируют взвесь 10 мин при 1000 об/мин, на-

досадочную жидкость осторожно отсасывают. К осадку 

эритроцитов добавляют 7,5 мл рабочего раствора хлорида 

натрия и вновь суспензируют тем же способом.

В три центрифужные пробирки наливают по 1 м при-

готовленной суспензии: в первые две пробирки при-

бавляют по 4 мл рабочего раствора хлорида натрия; 

а в третью – 4 мл дистиллированной воды (для полного 

гемолиза). Пробы перемешивают стеклянной палочкой 

и ставят на 2 ч в термостат при 38 °С.

По окончании инкубации содержимое пробирок пе-

ремешивают, центрифугируют 10 мин при 1000 об/мин 

и измеряют экстинкцию всех проб против дистилли-

рованной воды на КФК или спектрофотометре при 

540 нм (светофильтр зеленый) в кювете с толщиной 

слоя 1 см.
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Расчет проводят по формуле:

(Е
1
 + Е

2
) · 100

х = –––––––––––––  ,

2 · Е
3

где х — степень гемолиза, %; Е
1
 и Е

2
 — экстинкции первой 

и второй проб; Е
3
 — экстинкция третьей пробы.

б. Исследование гемолитического действия витами-
на D

2
 (эргокальциферола) по В.Б. Спиричеву и Н.В. Бла-

жеевич. 
Метод основан на определении при 540 нм экс-

тинкции внеэритроцитарного гемоглобина, выход 

которого усиливается с помощью витамина D
2
, за-

пускающего пер оксидное окисление липидов в мем-

бранах эритроцитов. α-Токоферол как антиоксидант 

уменьшает гемолитическую активность эргокальци-

ферола.

Ход определения. В три пробирки вносят по 0,1 мл 

крови. В одну предварительно наливают 4 мл изото-

нического раствора эргокальциферола (прооксидант), 

а в другую – тот же объем раствора эргокальциферола 

и 1 каплю раствора ацетата α-токоферола (антиоксидант), 

в третью — 4 мл раствора хлорида натрия на фосфатном 

буфере (контроль).

Суспензируют эритроциты во всех пробах, втягивая и 

выдувая жидкость с помощью пипетки, и оставляют сто-

ять при 20–22 °С. Через 30 мин пробы центрифугируют в 

течение 10 мин при 3000 об/мин, отбирают 0,1 мл надо-

садочной жидкости в три чистые пробирки и прибавляют 

в них по 5 мл аммиачного раствора.

Осадок эритроцитов в центрифужных пробирках 

вновь суспензируют, втягивая и выдувая жидкость пипет-

кой, и оставляют их стоять при 20–22 °С еще на 30 мин. 

По истечении этого времени пробы вновь центрифуги-

руют в том же режиме, отбирают по 0,1 мл надосадочной 
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жидкости в три чистые пробирки и приливают в них по 

5 мл аммиачного раствора.

После добавления аммиачного раствора все шесть 

пробирок закрывают кусочком фольги и энергично 

встряхивают содержимое 2 мин. Затем измеряют экс-

тинкцию в пробах против контроля на КФК или на 

спектрофотометре при 540 нм (светофильтр зеленый) 

в кювете с толщиной слоя 1 см.

Расчет проводят по формуле:

x = А =
E

3
 · 100 E

2
 · 100

E
1

E
1

и ,

где х — степень гемолиза при добавлении эргокальцифе-
рола, %; Е

1
 — экстинкция пробы с эргокальциферолом; 

Е
3
 — экстинкция контрольной пробы; А — степень гемо-

лиза после совместного добавления эргокальциферола и 
α-токоферола, %; Е

2
 — экстинкция пробы с эргокальци-

феролом и α-токоферолом.

Торможение антиоксидантом пероксидного окисле-

ния (в %) рассчитывают по формуле: 

А · 100    

х
.

Оформление работы. Провести необходимые расче-

ты и сделать вывод о причинах спонтанного гемолиза, 

а также о действии изучаемых прооксидантов и анти-

оксидантов.

Практическое значение работы. По степени ге-

молиза эритроцитов можно судить о состоянии 

антиокислительных систем клетки, в частности, об 

обеспеченности организма витамином Е. При нор-

мальной обеспеченности спонтанный гемолиз, как 

правило, составляет 2–10%. Недостаток витамина Е 

резко повышает этот показатель. Имеется соответ-

ствие между спонтанным или индуцированным ге-
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молизом и содержанием токоферолов в сыворотке 

крови. Способность витамина D
2
 ускорять пероксид-

ное окисление липидов в мембранах эритроцитов и 

других клеток свидетельствует о его прооксидант-

ных свойствах.

РАБОТА 121. ОПРЕДЕЛЕНИЕ СКОРОСТИ ПЕРОКСИДНОГО ОКИСЛЕНИЯ 
ЛИПИДОВ В БИОМЕМБРАНАХ

Реактивы. Трис-HCl буфер, 0,04 М раствор с рН 7,4*; 

соль Мора — Fe(NH
4
)

2
(SO

4
)

2
, 4 · 10-5 М свежеприготов-

ленный раствор; трихлоруксусная кислота, 40%-ный 

раствор; тиобарбитуровая кислота, 0,8%-ный свежепри-

готовленный раствор; оксалат натрия, 1,34%-ный рас-

твор; хлорид натрия, 0,9%-ный раствор; хлорид калия, 

1,2%-ный раствор.

Оборудование. Штатив с пробирками; пипетки вме-

стимостью 0,1; 1 и 5 мл; пастеровские пипетки; резиновая 

груша; водяная баня с термометром или водяная баня ап-

парата Варбурга; аптечные весы с разновесами; спектро-

фотометр или КФК.

Материал.
1. Кровь, взятая в смеси с раствором оксалата натрия 

в соотношении 10 : 1 (по объему).

2. Печень свежезабитого животного.

а. Определение скорости пероксидного окисления липи-
дов в мембранах эритроцитов. 

Метод основан на определении содержания ко-

нечного продукта пероксидного окисления липи-

дов — малонового диальдегида, который при взаи-

модействии с тиобарбитуровой кислотой образует 

окрашенный в розовый цвет триметиновый ком-

плекс, имеющий максимум поглощения при 530–

532 нм:
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Окраска раствора пропорциональна концентрации 

малонового диальдегида. Молярный коэффициент экс-

тинкции 1,56 · 105л · моль-1 · см-1.

Ход определения. Оксалатную кровь центрифуги-

руют 10 мин при 3000 об/мин, осаждая эритроциты. 

Верхний слой отсасывают, а осадок эритроцитов триж-

ды промывают раствором хлорида натрия и переосаж-

дают при том же режиме центрифугирования.

Отбирают 0,5 мл осадка эритроцитов в чистую цен-

трифужную пробирку, приливают равный объем дис-

тиллированной воды и оставляют стоять 30 мин для 

полного гемолиза.

Пробу центрифугируют 30 мин при 3000 об/мин, осто-

рожно отсасывают пастеровской пипеткой надосадоч-

ную жидкость с серой прослойкой мембран эритроцитов 

и переносят в другую пробирку.
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Берут три чистые пробирки. В первую опытную вно-

сят по 0,3 мл растворов соли Мора, трис-буфера, аскор-

биновой кислоты и 0,1 мл полученной взвеси мембран 

эритроцитов. Во вторую опытную приливают 0,3 мл 

трис-буфера, 0,1 мл взвеси мембран эритроцитов и 0,6 мл 

дистиллированной воды. В третью (контроль) добавляют 

те же реактивы, что и в первую пробирку, после чего сразу 

приливают 1 мл раствора трихлоруксусной кислоты.

Все пробирки помещают в водяную баню (или в баню 

аппарата Варбурга) и инкубируют пробы 20 мин при 

37 °С. Реакцию в опытных пробах останавливают, добав-

ляя в обе пробирки по 1 мл раствора трихлоруксусной 

кислоты.

Все пробы центрифугируют 15 мин при 3000 об/мин. 

Сливают надосадочную жидкость (ее объем 2 мл) в три 

другие пробирки, прибавляют по 1 мл раствора тио-

барбитуровой кислоты и помещают пробы на 10 мин в 

кипящую водяную баню. Затем пробирки охлаждают в 

ледяной воде.

Измеряют экстинкцию полученных проб против кон-

троля на спектрофотометре при 532 нм или на КФК (све-

тофильтр зеленый) в кювете с толщиной слоя 1 см.

Расчет ведут по формулам:

и х
2
 = ,

0,156 0,156

E
1 
3 · 6 E

2 
3 · 6

х
1
 =

где х
1
 — скорость образования в пробе малонового диальдеги-

да в присутствии прооксидантов (индуцированное пероксид-
ное окисление липидов), нмоль · ч-1; х

2
 — скорость образования 

в пробе малонового диальдегида в отсутствие прооксидан-
тов (спонтанное пероксидное окисление липидов), нмоль · ч-1; 
3 — объем пробы, мл; 6 — коэффициент пересчета на 1 ч; 
0,156 — экстинкция 1 нмоля при 532 нм; Е

1
 и Е

2 
— экстинкции 

соответственно первой и второй проб против контроля.
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б. Определение скорости пероксидного окисления липи-
дов в гомогенатах тканей. Принцип метода описан выше.

Ход определения. Навеску 0,5 г печени гомогенизиру-

ют в 19,5 мл охлажденного до 0–4 °С раствора хлорида 

калия, поместив стакан гомогенизатора в лед или снег. 

Полученный гомогенат сливают в пробирку.

В одну пробирку наливают 2,0 мл гомогената и 0,2 мл 

дистиллированной воды, во вторую — 2 мл гомогената и 

по 0,1 мл растворов аскорбиновой кислоты и соли Мора, 

в третью — те же веществ а, что и во вторую, и, кроме того, 

добавляют 1 мл раствора трихлоруксусной кислоты.

Все пробирки помещают на 10 мин в водяную баню 

при 37 °С, после чего прибавляют в первые две пробир-

ки по 1 мл раствора трихлоруксусной кислоты. Далее все 

пробы центрифугируют 10 мин при 3000 об/мин.

По 2 мл надосадочной жидкости отбирают в три чи-

стые пробирки, приливают по 1 мл раствора тиобарбиту-

ровой кислоты и помещают пробы в кипящую водяную 

баню на 10 мин. После этого их охлаждают в ледяной воде 

до комнатной температуры.

Измеряют экстинкцию всех проб против контроль-

ного раствора (2 мл раствора хлорида калия, 1 мл рас-

твора трихлоруксусной кислоты и 1 мл раствора тиобар-

битуровой кислоты, выдерживают 10 мин на кипящей 

водяной бане и охлаждают в ледяной воде до комнатной 

температуры) на спектрофотометре при 532 нм или КФК 

(светофильтр зеленый) в кювете с толщиной слоя 1 см.

Расчет проводят по формулам:

и х
3
 = ,

0,156 · 2 0,156 · 2

E
1
 (E

2
)

 
3 · 3,2 · 6 E

3 
3 · 3,2

х
1 
(х

2
) =

где х
1
 — скорость спонтанного пероксидного окисления ли-

пидов в гомогенатах, измеряющаяся в наномолях образо-
вавшегося малонового диальдегида в пробе за 1 ч инкубации; 
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х
2
 — скорость аскорбат-зависимого неферментативного 

пероксидного окисления липидов в наномолях образовавше-
гося малонового диальдегида в пробе за 1 ч инкубации; х

3
 — 

содержание малонового диальдегида в исходном гомогенате, 
нмоль; Е

1
, Е

2
 и Е

3 
 — экстинкции соответственно первой, 

второй и третьей проб; 3,2 — общий объем исследуемых 
проб, мл; 2 — объем надосадочной жидкости, взятой на 
определение малонового диальдегида, мл; 3 — объем проб, 
взятых на фотометрию, мл; 0,156 — экстинкция 1 нмоль 
малонового диальдегида в 1 мл при 532 нм.

Оформление работы. Рассчитать полученные результа-

ты, дать сравнительную характеристику скорости спон-

танного и индуцированного пероксидного окисления 

липидов, сделать вывод о возможности использования 

метода для оценки скорости пероксидного окисления 

липидов и его применимости на практике.

Практическое значение работы. Методы определения 

скорости пероксидного окисления липидов биомембран 

важны для оценки действия на эту систему природных 

веществ и ксенобиотиков, среди которых могут быть как 

прооксиданты, так и антиоксиданты. Эти исследования 

дают возможность практически использовать выявлен-

ный эффект различных соединений, в том числе лекар-

ственных средств.

Увеличение скорости пероксидного окисления липи-

дов возможно при старении, гиповитаминозе Е, дефи-

ците селена, действии ионизирующего облучения, ги-

пербарической оксигенации (действии кислорода под 

повышенным давлением), при некоторых заболеваниях 

и патологических состояниях (сердечно-сосудистых за-

болеваниях, гипоксии, отравлении четыреххлористым 

углеродом, гипервитаминозах А и D и т.д.).

Гемоглобин и кислород, содержащиеся в эритроцитах, 

ускоряют пероксидное окисление липидов, что вызывает 
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повреждение мембран эритроцитов и их гемолиз. Защита 

эритроцитарных мембран осуществляется системой ан-

тиоксидантов: токоферолами, имеющимися в мембранах 

и плазме крови, глутатионпероксидазой, обезврежива-

ющей гидропероксиды липидов, и альбумином плазмы, 

который связывает пероксиды липидов.

При недостаточности антиоксидантной системы раз-

виваются гемолитические состояния, которые часто про-

воцируются некоторыми пищевыми факторами и лекар-

ственными средствами.
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ПРИЛОЖЕНИЕПРИЛОЖЕНИЕ
1. НЕКОТОРЫЕ БИОХИМИЧЕСКИЕ ПОКАЗАТЕЛИ 

ЖИДКИХ СРЕД ОРГАНИЗМА

КРОВЬ

1. ОБЩИЕ ПОКАЗАТЕЛИ ЦЕЛЬНОЙ КРОВИ
Эритроциты 4,0–5,0 · 1012 /л

Гемоглобин:

мужчины 130–160 г/л

женщины 120–140 г/л

Цветной показатель 0,8–1,0

Фетальный гемоглобин 0,75–0,97%

Гликозилированный гемоглобин 3–5,5% от общего гемоглобина

Ретикулоциты 0,2–1,0%

Лейкоциты 4,0–9,0 · 109 /л (100%)

Нейтрофилы 2,0–5,5 · 109 /л (47–72%)

Эозинофилы 0,02–0,3 · 109 /л (1–5%)

Базофилы 0–0,065 · 109 /л (0–1%)

Лимфоциты 1,2–3,0 · 109 /л (19–37%)

Моноциты 0,09–0,6 · 109 /л (3–11%)

Тромбоциты 180–320 · 109 /л

СОЭ 3–10 мм/ч

2. БИОХИМИЧЕСКИЕ ПОКАЗАТЕЛИ ПЛАЗМЫ КРОВИ

БЕЛКИ
Общие белки 65–85 г/л

Альбумины 35–60 г/л

Преальбумины 0,1–0,4 г/л

Глобулины: 25–35 г/л
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α
1
-глобулины 2,5–5%

α
2
-глобулины 7–13%

β-глобулины 8–14%

γ-глобулины 12–22%

Фибриноген 2,0–7,0 г/л

Липопротеины:

хиломикроны 0–0,5 г/л

пре-β-липопротеины 1,5–2,0 г/л

β-липопротеины 3,0–6,0 г/л

Гаптоглобин 0,28–1,90 г/л

ФЕРМЕНТЫ
Аланинаминотрансфераза 0,16–0,68 ммоль/(ч · л)

Аспартатаминотрансфераза 0,10–0,45 ммоль/(ч · л)

Лактатдегидрогеназа 0,8–4,0 ммоль/(ч · л)

Креатинкиназа до 1,2 ммоль Р/(ч · л)

Фруктозо-1,6-бисфосфат-альдолаза 3,6–21,8 мкмоль/(ч · л)

Сорбитдегидрогеназа 0,9 мкмоль/(ч · л)

Ацетилхолинэстераза 160–340 ммоль/(ч · л)

α-Амилаза 15–30 г/(ч · л)

Кислая фосфатаза 0,05–0,13 ммоль/(ч · л)

Щелочная фосфатаза 0,5–1,3 ммоль/(ч · л)

γ-Глютамилтранспептидаза 167–1767 нмоль/с · л

НЕБЕЛКОВЫЕ АЗОТСОДЕРЖАЩИЕ ВЕЩЕСТВА
Азот остаточный (небелковый) 19,5–30 ммоль/л

Азот α-аминокислот 3,5–5,5 ммоль/л

Креатин 15–70 мкмоль/л

Креатинин 40–150 мкмоль/л

Мочевина 3,0–7,0 ммоль/л

Мочевая кислота 0,1–0,4 ммоль/л

Пигменты:

билирубин общий 8,0–20,0 мкмоль/л

билирубин неконъюгированный 75% общего

билирубин конъюгированный 25% общего

моноглюкуронид 5% общего

диглюкуронид 20% общего 
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УГЛЕВОДЫ И МЕТАБОЛИТЫ
Глюкоза 2,8–4,0 ммоль/л

Сахар 0,8–1,2 г/л

Лактат 0,5–2,0 ммоль/л

Пируват 0,1–0,13 ммоль/л

Сиаловые кислоты 2,00–2,36 ммоль/л

 ЛИПИДЫ И МЕТАБОЛИТЫ
Общие липиды 4,0–8,0 г/л

Триацилглицерины 0,5–2,1 ммоль/л

Фосфолипиды общие 2,0–3,5 ммоль/л

Холестерин общий 4,0–6,2 ммоль/л

Жирные кислоты свободные 0,3–0,8 ммоль/л

Кетоновые тела (в пересчете на ацетон) 100–600 мкмоль/л

МИНЕРАЛЬНЫЕ ВЕЩЕСТВА
Плазма Эритроциты

Калий 3,6–5,0 ммоль/л 80–100 ммоль/л

Натрий 135–155 ммоль/л 8,0–13 ммоль/л

Кальций 2,25–2,75 ммоль/л

Магний 0,7–1,2 ммоль/л 1,4–2,4 ммоль/л

Фосфор 3,0–5,0 ммоль/л 13–20 ммоль/л

Хлор 97–108 ммоль/л 75–85 ммоль/л

Сульфаты 0,4–0,6 ммоль/л

Железо 12–32 мкмоль/л

ГОРМОНЫ, МЕДИАТОРЫ И ИХ МЕТАБОЛИТЫ
Инсулин 0,5–5,0 мкг/л

Адреналин 0,1–0,5 нмоль/л

Тироксин (общий) 90–120 нмоль/л

Альдостерон 300–800 нмоль/л

Эстрогены 0,07–1,7 ммоль/л

Тестостерон:

мужчины 10–40 нмоль/л

женщины 0,7–3,0 нмоль/л

17-Оксикортикостероиды 300–600 нмоль/л

Гистамин 2,0–40 нмоль/л

Серотонин 30–60 нмоль/л
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ВИТАМИНЫ
А (ретинол) 0,5–2,0 мкмоль/л

Е (токоферол) 20–40 мкмоль/л

В
1
 (тиамин) 40–400 нмоль/л

В
2
 (рибофлавин) 0,06–1,0 мкмоль/л

В
3
 (пантотеновая кислота) 0,3–1,5 мкмоль/л

В
5
 (никотиновая кислота) 2,0–12 мкмоль/л

С (аскорбиновая кислота) 30–90 мкмоль/л

Н (биотин) 40–75 нмоль/л

ОСАДОЧНЫЕ ПРОБЫ
Тимоловая проба 0–4 ед. мутности

Сулемовая проба 1,6–2,2 мл сулемы

Проба Вельтмана 0,4–0,5 мл хлорида кальция

МОЧА

1. ОБЩИЕ КЛИНИЧЕСКИЕ НОРМЫ
Объем:

мужчины 1500 мл/сут

женщины 1200 мл/сут

Цвет Соломенно-желтый

Плотность 1,001–1,040 (в среднем 1,012–1,020)

рН 5,0–7,0

Осмотическая концентрация 1000–1200 мосмоль/л

Белки Следы

Глюкоза Следы

Ацетоновые тела Следы

Лейкоциты 2 · 106 /л (по Нечипоренко)

Эритроциты 1 · 106 /л (по Нечипоренко)
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2. СПЕЦИАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ МОЧИ

ФЕРМЕНТЫ
α-Амилаза 28–160 г/(ч · л)

НЕБЕЛКОВЫЕ АЗОТСОДЕРЖАЩИЕ ВЕЩЕСТВА
Аминокислоты (по азоту) 0,29–5,35 ммоль/сут

Мочевина 333–582,8 ммоль/сут

Мочевая кислота 2,36–5,9 ммоль/сут

Креатинин 4,4–17,6 ммоль/сут

Креатин 0–0,456 ммоль/сут

Аммиак 30–60 ммоль/сут

Дельта-аминолевулиновая кислота 3,9–19,0 мкмоль/г креатинина

Копропорфирин 30,5–122,0 нмоль/г креатинина

МИНЕРАЛЬНЫЕ КОМПОНЕНТЫ
Калий 61–79 ммоль/сут

Натрий 174–222 ммоль/сут

Кальций 4,02–4,99 ммоль/сут

Магний 1,20–8,19 ммоль/сут

ГОРМОНЫ, МЕДИАТОРЫ И ИХ МЕТАБОЛИТЫ
Альдостерон 2,8–41,6 нмоль/сут

17-Оксикортикостероиды (общие) 3,61–20,38 мкмоль/сут

17-Кетостероиды:

мужчины 22,9–81,1 мкмоль/сут

женщины 17,2–62,5 мкмоль/сут

Ванилилминдальная кислота 3,53–19,2 мкмоль/сут

ВИТАМИНЫ
С (аскорбиновая кислота) 113,5–170,3 мкмоль/сут

В
1
 (тиамин) 0,14–0,29 ммоль/сут

В
2
 (рибофлавин) 1,08–1,80 ммоль/сут
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ЖЕЛУДОЧНЫЙ СОК
рН 1,5–3,5

Общая кислотность 40–60 ммоль/л (40–60 ед.)

Свободная соляная кислота 20–40 ммоль/л (20–40 ед.)

Связанная соляная кислота 5–20 ммоль/л (5–20 ед.)

СПИННО-МОЗГОВАЯ ЖИДКОСТЬ
Плотность 1,006–1,007

Цвет Бесцветная

Белок 0,22–0,33 г/л

Альбумины 0,17–0,24 г/л

Глобулины 0,025–0,05 г/л

Альбумины 58,3%

Преальбумины 5,7%

α
1
-глобулин 5%

α
2
-глобулин 7%

β-глобулин 15,5%

γ-глобулин 8,5%

Глюкоза 2,50–3,89 ммоль/л

Фруктоза 0,1–0,2 ммоль/л

Хлориды 120–130 ммоль/л

НЕКОТОРЫЕ ФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ ПРОБЫ 
С ПРИМЕНЕНИЕМ БИОХИМИЧЕСКИХ МЕТОДОВ

Проба на коллоидную устойчивость 
(проба Вельтмана в модификации Тейфеля)

4–5 · 103 мл CaCl
2
 на 1 л

Сулемовая проба (по Гринстедту) 3,2–4,4 · 103 мл сулемы на 1 л

Клеточная фильтрация 7,2 л/ч

Клиренс мочевины:

максимальный 3,84–5,94 л/ч

стандартный 2,4–3,78 л/ч
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ХИМИЧЕСКИЙ СОСТАВ ТВЕРДЫХ ТКАНЕЙ ЗУБА

Показатель
Зуб

Эмаль Дентин

Минеральные вещества, %:

Кальций 32–37 26–30

Магний 14–17 12–16

Магний 0,5–1,0 0,3–0,7

Карбонат 2–5 3,5

Аминокислотный состав белка (г/100 г сухого белка):

глицин 19,7 18,1

аланин 9,6 8,5

валин 3,4 2,6

лейцин, изолейцин 13,0 8,2

пролин 4,0 10,0

тирозин 1,1 1,0

серин 6,4 2,8

треонин 4,3 2,1

цистеин 0,6 0,1

метионин 1,0 0,6

триптофан 0,1 —

аргинин 7,0 8,3

гистидин 0,6 6,7

лизин 2,5 3,0

аспарагиновая кислота 5,2 6,6

глутаминовая кислота 10,1 10,5

гидроксипролин 5,0 14,0

гидроксилизин — 1,1

БИОХИМИЧЕСКИЕ ПОКАЗАТЕЛИ СМЕШАННОЙ СЛЮНЫ
Количество 1400–1500 мл/сут

Скорость выделения 0,1–1,8 мл/мин

Плотность 1,002–1,020 г/см3

Вязкость при 38 °С 22–23

рН 5,6–7,6

Вода 99,0–99,5%

Плотные вещества 0,58–0,86% или 386–860 мг/100 мл

азы слюны:

кислород 0,5–0,8%

углекислый газ 8,0–44,0%

азот 0,9–1,0%

Общий белок 0,95–2,32 г/л

Альбумины 7,6%
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Глобулины:

α-глобулины 11,1%

β-глобулины 43,3%

γ-глобулины 18,5%

Общий азот 30–100 мг/100 мл

Азот небелковый 10–20 мг/100 мл

Азот мочевины 5–10 мг/100 мл

Муцин 270,0 мг/100 мл

Лизоцим 18,1 мг/100 мл

Кислая фосфатаза 22,0–23,8 мг/мл

Щелочная фосфатаза 5,5–6,0 мг/мл

Минеральные вещества

Кальций 4–8 мг/100 мл

Фосфор общий 20 мг/100 мл

Фосфор неорганический 7,4–21,1 мг/100 мл

Фосфор органический 5,5 мг/100 мл

Фосфор липидный 0,02–0,24 мг/100 мл

Натрий 8–56 мг/100 мл

Калий 56–148 мг/100 мл

Калий роданистый:

у некурящих 3,0–4,8 мг/100 мл

у курящих 13,0–18,0 мг/100 мл

Медь 2–22 мг/100 мл

Магний 0,16–1,06 мэкв/л

Хлор 8,4–17,7 мэкв/л

Фтор 0–0,005 мэкв/л

Бикарбонаты 3,48–10,7 мэкв/л

КОНЦЕНТРАЦИЯ МИКРОЭЛЕМЕНТОВ (МКМОЛЬ/Л) 
В СЛЮНЕ ЛЮДЕЙ С ИНТАКТНЫМИ 

И КАРИОЗНЫМИ ЗУБАМИ
Микроэлементы Интактные зубы Кариозные зубы
Алюминий 1,21–1,25 0,80–0,88

Кремний 8,36–11,74 4,87–5,69

Ванадий 0,91–2,40 1,04–2,94

Хром 0,65–0,73 0,37–0,51

Марганец 5,73–6,66 3,45–3,91

Железо 4,36–6,17 3,43–4,2

Медь 5,61–5,69 3,06–4,62

Цинк 4,77–5,50 2,86–3,45

Стронций 5,75–6,64 4,47–5,87
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ФЕРМЕНТЫ СМЕШАННОЙ СЛЮНЫ ЧЕЛОВЕКА

Ферменты
Источники фермента

железы микроорганизмы лейкоциты

Амилаза + 0 0

Мальтаза 0 + +

Сахараза 0

Гиалуронидаза 0 + 0

Муциназа 0 + 0

Лизоцим + 0 +

Кислая фосфатаза + + +

Щелочная фосфатаза + + +

Липаза + + +

Холинэстераза + 0 +

Хондросульфатаза 0 + 0

Гексозодифосфатаза 0 + 0

Протеиназа 0 + +

Пептидаза 0 + +

Уреаза 0 + 0

Каталаза 0 + 0

Пероксидаза + 0 +

Фенолоксидаза 0 + 0

Гексокиназа 0 + 0

Карбоангидраза + 0 0

Альдолаза + + +

PHAN ДИАГНОСТИЧЕСКИЕ ПОЛОСКИ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ 
МОЧИ

Удель-
ный 
вес

рН
Аскорб.

кисл.
Бе-
лок

Глю-
коза

Ке-
то-
ны

Уроби-
линоген

Били-
рубин

Лей-
коци-

ты
Кровь

AlbuPHAN • •

GlukoPHAN •

HemoPHAN •

KetoPHAN •

DiaPHAN • •

IktoPHAN • •

Makarova-2011-12-12.indd   362 15.12.2011   17:11:20



363

ПРИЛОЖЕНИЕ

TriPHAN • • •

TeraPHAN 
dia

• • • •

PentaPHAN • • • • •

HexsaPHAN • • • • • •

HeptaPHAN • • • • • • •

OktaPHAN • • • • • •
•

•

NonaPHAN 
SG

• • • • • • • •

DekaPHAN 
asco

• • • • • • • • •

NefroPHAN 
leuco

• • • •

DekaPHAN 
leuco

• • • • • • • • •

Undeka-
PHAN

• • • • • • • • • •

2.  ПРИГОТОВЛЕНИЕ БУФЕРНЫХ РАСТВОРОВ

1. ФОСФА ТНО-ЦИТРАТНЫЙ БУФЕР  (0,1 М, рН 5,0–8,0)
Исходные растворы:

1. 0,2 М раствор Na
2
HPO

4
·2H

2
O (35,61 г соли раство-

ряют в дистиллированной воде в мерной колбе вмести-

мостью 1 л).

2. 0,1 М раствор лимонной кислоты (21,01 г кислоты 

растворяют в дистиллированной воде в колбе вместимо-

стью 1 л). Для получения нужного рН смешивают раство-

ры в следующих количествах:

рН Na
2
HPO

4
 0,2 М, мл Лимонная кислота, 0,1 М, мл

5,6 5,8 4,2

6,4 6,9 3,1

6,8 7,7 2,3

7,2 8,7 1,3

8,0 9,7 0,3
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2. ФОСФАТНЫЙ БУФЕР (0,1 М, рН 5,8–8,0)
Na

2
HPO

4
 0,2 М, мл NaH

2
PO

4
 0,2 М, мл Вода, мл рН

8,0 92,0 До 200 5,8

12,3 87,7 То же 6,0

18,5 81,5 « « 6,2

26,5 73,5 « « 6,4

37,5 62,5 « « 6,6

49,0 51,0 « « 6,8

61,0 39,0 « « 7,0

72,0 28,0 « « 7,2

81,0 19,0 « « 7,4

87,0 13,0 « « 7,6

91,5 8,5 « « 7,8

94,7 5,3 « « 8,0

3. ТРИС-БУФЕР (0,1 М, рН 7,1–9,2) 
24,2 г трис-(гидроксиметил) аминометана растворяют 

в мерной колбе вместимостью 1 л (в 500 мл Н
2
О). Для 

получения необходимого значения рН прибавляют ука-

занный в таблице объем 1 М HCl и доводят объем дис-

тиллированной водой до 1000 мл.

рН HCl, мл рН HCl, мл

7,1 189 8,3 70

7,2 183 8,5 50

7,4 170 8,7 16,5

7,8 150 9,2 5,75

8,1 90

4. АЦЕТАТНЫЙ БУФЕР  (0,2 М, рН 3,6–5,8)
Ацетат натрия 

0,2 М, мл
Уксусная кислота 

0,2 М, мл
рН

Ацетат натрия 
0,2 М, мл

Уксусная кислота 
0,2 М, мл

рН

0,75 9,25 3,6 5,90 4,10 4,8

1,20 8,80 3,8 7,00 3,00 5,0

1,80 8,20 4,0 7,90 2,10 5,2

2,65 7,35 4,2 8,60 1,40 5,4

3,70 6,30 4,4 9,10 0,90 5,6

4,90 5,10 4,6 9,40 0,60 5,8
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5. ГЛИЦИНОВЫЙ БУФЕР (0,05 М, рН 8,6–10,6)
Смешивают указанные объемы глицина и гидрокси-

да натрия и доводят объем дистиллированной водой до 

200 мл.

рН
Глицин 0,2 М, 

мл
NaOH 0,2 М, 

мл
рН

Глицин 0,2 М, 
мл

NaOH 0,2 М, 
мл

8,6 50 4,0 9,6 50 22,4

8,8 50 6,0 9,8 50 27,2

9,0 50 8,8 10,0 50 32,0

9,2 50 12,0 10,4 50 38,6

9,4 50 16,8 10,6 50 45,5

3. ПРИГОТОВЛЕНИЕ НЕКОТОРЫХ РЕАКТИВОВ

Активирующий раствор. В мерную колбу вместимостью 

100 мл помещают 155 мг восстановленного глутатиона 

и 400 мг кристаллического альбумина, растворяют их в 

50 мл дистиллированной воды и с помощью 1 М раствора 

NaOH доводят рН до 8,2. Затем доливают до метки воду.

Аммиачный раствор нитрата серебра. К 2–3%-ному 

раствору серебра добавляют концентрированный рас-

твор аммиака до растворения осадка.

Ацетатный буферный раствор, рН 3,6. Готовят, сме-

шивая 463 мл раствора А и 37 мл раствора Б, доводят до 

метки водой в мерной колбе до 1 л. Раствор А: 11,55 мл 

ледяной уксусной кислоты разводят водой в мерной кол-

бе на 1 л. Раствор Б: 27,2 г ацетата натрия растворяют 

в  воде в колбе на 1 л.

Биуретовый реактив (реактив Бенедикта). 173 г цитрата 

натрия и 100 г карбоната натрия растворяют в 300 мл дис-

тиллированной воды на водяной бане. Отдельно в 300 мл 

воды растворяют 17,3 г сульфата меди. Оба раствора сли-

вают и доводят общий объем до 1 л.
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Буферный раствор (для тимоловой пробы). 2,76 г веро-

нала и 2,06 г мединала растворяют в 1 л дистиллирован-

ной воды. Хранят в холодильнике, при появлении осадка 

раствор не пригоден к употреблению.

Взвесь угля. 0,25 г активированного угля помещают 

в мерную колбу на 100 мл и разбавляют ацетатным бу-

фером рН 3,6. Перед употреблением тщательно встря-

хивать.

Восстанавливающий реактив. 1%-ный раствор аскор-

биновой кислоты, приготовленный на 0,016%-ном рас-

творе сульфата меди.

Гемоглобин, 4%-ный раствор на ацетатном буфере 
(рН 4,0). Сначала готовят 8%-ный раствор гемоглобина 

на 8 моль/л растворе мочевины, выдерживают его 2 ч 

в термостате при 60 °С и перед употреблением разводят 

ацетатным буфером в 2 раза.

Глицил-глицин. 0,55 ммоль/л, рН 8,3. 3,63 г глицил-

глицина помещают в мерную колбу на 50 мл, доливают 

водой до метки (буферный раствор).

Диазореактив для определения билирубина. Готовят два 

раствора. Первый раствор: 3 г сульфаниловой кислоты 

растворяют в 500 мл дистиллированной воды, добавля-

ют 15 мл концентрированной соляной кислоты (на го-

рячей бане), доводят объем водой до 1 л. Второй раствор: 

0,5%-ный водный раствор нитрита натрия. Перед упо-

треблением смешивают 5 мл первого раствора и 0,25 мл 

второго.

Диацетил, рабочий раствор. 1 мл диацетила разводят 

дистиллированной водой в мерной колбе на 100 мл (рас-

твор хранят в холодильнике). Рабочий раствор диацетила 

готовят перед употреблением, добавляя в 1 мл основного 

раствора диацетила 24 мл дистиллированной воды.

Дигидрофосфат калия. Навеску 0,4394 г КН
2
РО

4
, пред-

варительно высушенного в эксикаторе над серной кис-

лотой, растворяют в колбе на 100 мл, затем этот раствор 
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разводят в 100 раз и используют для построения кали-

бровочной кривой.

Дифениламиновый реактив. 1 г дифениламина раство-

ряют в 100 мл ледяной уксусной кислоты. К раствору при-

бавляют 2,75 мл концентрированной серной кислоты.

Йод, 0,01 н раствор. 0,036 г йодноватокислого калия 

и 0,45 г йодида калия растворяют в 40 мл воды и медлен-

но при помешивании добавляют 0,09 мл концентриро-

ванной HCl. 5 г фторида калия растворяют в 50 мл воды, 

фильтруют в мерную колбу, приливают 40 мл раствора 

йода и доливают водой до 100 мл. Хранят в посуде из 

темного стекла. Годен в течение месяца. Если в рабочий 

раствор йода не добавляют фторид калия, то его следует 

готовить ежедневно.

Калибровочный раствор(АЛК).  Основной — 

0,75 ммоль/л АЛК (100 мкг/мл) в пересчете на основа-

ние: 0,00635 г АЛК гидрохлорида растворяют в ацетат-

ном буфере рН 3,6 в мерной колбе на 50 мл. Хранят в 

холодильнике не более месяца. Из основного готовит-

ся рабочий калибровочный раствор, 1 мкг/мл. Готовят 

перед употреблением разведением основного раствора 

ацетатным буфером в 100 раз.

Калибровочный (стандартный) раствор железа 
(30 мкмоль/л).

Сначала из соли Мора готовят основной раствор же-

леза, содержащий 3 ммоль/л: растворить 1,178 г в 5 мл 

0,3 н соляной кислоты, довести до 1 л водой, подкис-

ленной 1 мл концентрированной серной кислоты. Рабо-

чий стандартный раствор железа получают из основного 

путем разведения подкисленной водой в 100 раз. Полу-

ченный раствор содержит 30 мкмоль/л (или 1,67 мкг/мл) 

железа.

Кофеиновый реактив. 5 г чистого кофеина, 7,5 г бен-

зоата натрия, 12,5 г ацетата натрия растворяют в 90 мл 

дистиллированной воды, нагревают до 50–60 °С, пере-
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мешивают, охлаждают и доводят до 100 мл дистиллиро-

ванной водой.

Молибдат аммония в азотной кислоте. 7,5 г молибдата 

аммония растворяют в 100 мл воды и прибавляют 100 мл 

32%-ной азотной кислоты.

Моча при алкаптонурии. При отсутствии патологиче-

ской в нормальную мочу добавляют гидрохинон из рас-

чета 20 г/л.

Моча при гипераминоацидурии. При отсутствии па-

тологической в нормальную мочу добавляют глицин из 

расчета 1,0 г/л.

Моча при мукополисахаридозе. При отсутствии пато-

логической в нормальную мочу добавляют хонсурид или 

гепарин из расчета 0,05–0,1 г/л.

Моча при пентозурии. При отсутствии патологической 

в мочу добавляют ксилулозу или рибозу из расчета 1,0 г/л.

Моча при тирозинозе. При отсутствии патологиче-

ской в нормальную мочу добавляют тирозин из расчета 

0,4–0,5 г/л.

Моча при фруктозурии. При отсутствии патологиче-

ской в нормальную мочу добавляют фруктозу из расчета 

0,3–0,4 г/л.

Моча при цистинурии. При отсутствии патологиче-

ской в нормальную мочу добавляют цистин из расчета 

0,4–0,5  г/л.

Натрия ацетат 3-водный, насыщенный раствор. 375 г 

ацетата натрия 3-водного (или 226 г безводной соли) рас-

творяют в 250 мл теплой воды, охлаждают до комнатной 

температуры. Хранят при комнатной температуре. Рас-

твор должен быть бесцветным и прозрачным.

Натрий фосфат двузамещенный 0,25 моль/л. Раство-

рить 8,9 г Na
2
HPO

4
·2H

2
O или 18 г Na

2
HPO

4
·12H

2
O в воде 

в колбе на 200 мл. При добавлении 2 мл этого раствора 

к 1 мл раствора трихлоруксусной кислоты рН должен 

быть в пределах 5,0–6,0.
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Основной калибровочный раствор креатинина, 
10 ммоль/л. 113,1 мг креатинина доводят до 100 мл 

0,1 моль/л раствором соляной кислоты. При построе-

нии калибровочного графика из основного раствора 

готовят рабочий раствор путем разведения основно-

го раствора водой в 100 раз, 1 мл раствора содержит 

0,1 ммоль креатинина. Исходя из этого, получают ряд 

пробирок с соответствующими концентрациями креа-

тинина.

Окислительная смесь для определения тиамина. К 8 мл 

1%-ного гексацианоферрата (III) калия приливают 20 мл 

30%-ного раствора NaOH, тщательно перемешивают. Го-

товят перед употреблением.

Орциновый реактив. К 1 г орцина прилить 500 мл 30%-

ной соляной кислоты (плотностью 1,15 г/см3). Переме-

шать до растворения и добавить 4–5 мл 10%-ного рас-

твора хлорида железа (III) FeCl
3
. Реактив хранят в плотно 

закупоренной темной склянке.

Основной калибровочный раствор п-нитроанилина. 
0,0829 г п-нитро анилина помещают в мерную колбу на 

100 мл, доводят до метки водой и растворяют.

Осаждающий раствор. Растворить 561 г сульфата ам-

мония в 1 л дистиллированной воды и через сутки про-

фильтровать.

Основной фосфатный буферный раствор и его рабочие 
растворы № 1–4. Растворяют 33,5 г NaOH в 400 мл воды 

в мерной колбе вместимостью 500 мл и добавляют 226,8 г 

KH
2
PO

4
, встряхивают до полного растворения, охлажда-

ют и доливают водой до метки. 

Для приготовления рабочих растворов основного фос-

фатного буфера в мерные колбы вместимостью 100 мл 

отмеривают следующие объемы основного фосфатного 

буфера (в мл): № 1 — 92,51; № 2— 74,91; № 3 — 59,18 и 

№ 4 — 48,68, после чего доводят их содержимое водой до 

метки.
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Пикриновая кислота, насыщенный раствор. Товарная 

пикриновая кислота содержит 15–20% влажности, кис-

лоту не сушить. Взрывоопасно! 
В 100 мл воды растворяют 2 г пикриновой кислоты 

при нагревании в горячей бане. После этого раствор 

оставляют стоять на 24 ч, периодически перемешивая. 

Затем раствор фильтруют. Раствор стабилен и хранится 

в посуде из темного стекла.

Пирофосфатный буфер 0,05 М с рН 8,2. Переносят 

4,46 г пирофосфата натрия в мерную колбу вместимостью 

200 мл, растворяют его примерно в 100 мл воды, доводят 

рН с помощью 0,1 М раствора HCl до 8,2 и доливают дис-

тиллированной водой до метки. 

Пирофосфатный буфер 0,1 М с рН 8,5. Переносят 

4,46 г пирофосфата натрия в мерную колбу вместимо-

стью 100 мл, растворяют его в 50 мл воды, доводят рН 

с помощью 0,1 М раствора HCl до 8,5 и доливают дис-

тиллированной водой до метки.

Рабочий реактив. Готовят в день определения, смеши-

вая 30 частей 0,3 н гидроксида натрия, 2 части 0,5%-ного 

раствора фенолфталина и 1 часть 0,12%-ного раствора 

сульфата меди.

Раствор ацетонциангидрина. Растворить 1 ампулу аце-

тонциангидрина (0,5 мл — 0,47 г из набора по определению 

гемоглобина в крови) в 1 л дистиллированной воды.

Раствор ферриацетонциангидрина. Растворить в 1 л дис-

тиллированной воды 200 мг железосинеродистого калия и 

1 ампулу (0,5 мл — 0,47 г) ацетонциангидрина: возможно ис-

пользование из набора реактивов для приготовления транс-

формирующего раствора по определению гемоглобина кро-

ви. Устойчив в течение нескольких месяцев при хранении 

в посуде из темного стекла при комнатной температуре.

Раствор глюкозоксидазы. Содержит около 300 ед. в 1 мг. 

Готовят, растворяя соответствующее количество сухого 

препарата в 10 мл воды.
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Раствор сульфонированного батофенантролина. В про-

бирке к 100 мг батофенантролина приливают 0,5 мл хлор-

сульфоновой кислоты, нагревают на кипящей водяной 

бане 30 с, охлаждают и медленно приливают 10 мл би-

дистиллированной воды, вновь нагревают на водяной 

бане в течение 20 мин. Смесь переносят в колбу на 200 мл, 

добавляют 100 мл воды, рН раствора доводят до 4,0 рас-

твором NaOH (5 н) и добавляют бидистиллированной 

воды до объема колбы (200 мл).

Раствор йода в йодиде калия (раствор Люголя). В 100 мл 

дистиллированной воды растворяют 20 г йодида калия и 

10 г йода. Перед употреблением раствор разводят в 5 раз.

Раствор п-нитрозодиметиланилина (НДМА). Имеющий-

ся в продаже препарат НДМА перекристаллизовывают из 

этилового эфира. Для измерения алкогольдегидрогена-

зы 1 мг НДМА растворяют в 100 мл 0,1 М пирофосфат-

ного буфера (рН 8,5). Полученный раствор фильтруют 

через бумажный фильтр и разводят фильтрат в 2 раза 

тем буфером. Хранят при 4 °С в течение двух месяцев.

Реактив Илька. К 5 частям (по объему) уксусного ан-

гидрида добавляют 1 часть ледяной уксусной кислоты, 

затем постепенно вливают 1 часть концентрированной 

серной кислоты. Хранить реактив на холоде!
Реактив Миллона. (Готовят под тягой!) В 57 мл кон-

центрированной азотной кислоты растворяют 40 г рту-

ти сначала на холоде, а затем нагревая на водяной бане. 

Полученный раствор разбавляют 2 объемами воды, дают 

отстояться и сливают с осадка. Хранят во флаконе из тем-

ного стекла.

Реактив молибдата аммония. 2,5 г молибдата аммония 

растворяют в 60 мл дистиллированной воды, фильтруют. 

Раствор вносят в колбу вместимостью 100 мл. В другой 

колбе к 25 мл дистиллированной воды приливают 7,5 мл 

концентрированной серной кислоты. Второй раствор 

приливают к первому, охлаждают и доводят дистилли-
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рованной водой до метки. Раствор пригоден в течение 

месяца.

Реактив «НАДИ». 1%-ный раствор диметил-п-фенил-

ендиамина смешивают с равным объемом 1%-ного рас-

твора α-нафтола в спирте и 1,5%-ного раствора карбо-

ната натрия. Раствор окрашен в темно-коричневый цвет 

и не должен иметь розового оттенка. Готовят за 1 ч до 

занятия.

Реактив Наша. В колбу вместимостью 100 мл вносят 

15,4 г ацетата аммония, 0,3 г ледяной уксусной кислоты 

и 0,2 г ацетилацетона, растворяют в дистиллированной 

воде и доводят объем до метки.

Реактив Несслера. В мерной колбе вместимостью 

500 мл смешивают 150 г йодида калия, 110 г йода, 

100 мл дистиллированной воды и около 140–150 г 

металлической ртути и сильно встряхивают в тече-

ние 15 мин. При этом раствор самопроизвольно разо-

гревается, и окраска, обусловленная растворенным 

йодом, постепенно бледнеет. Затем смесь начинают 

охлаждать под струей воды до сохранения отчетливой 

красной окраски, после чего содержимое встряхива-

ют до перехода красной окраски в зеленоватую. После 

декантации осадок ртути тщательно промывают водой. 

Объединяют раствор и промывные воды, разбавляют 

их водой до 2 л. Отбирают 75 мл полученного раствора 

в мерную колбу вместимостью 0,5 л, содержащую 75 мл 

воды и 350 мл 10%-ного раствора гидроксида натрия и 

доводят водой до метки.

Реактив Фелинга. Готовят отдельно два раствора. Рас-

твор 1: в мерной колбе вместимостью 1 л растворяют 200 г 

сегнетовой соли и 150 г NaOH и доводят водой до метки. 

Раствор 2: в мерной колбе вместимостью 1 л растворяют 

в воде 40 г сульфата меди (II) и доводят водой до метки. 

Перед употреблением смешивают равные объемы этих 

растворов.
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Реактив Фолина. В колбе вместимостью 1 л растворя-

ют 1 г вольфрамата натрия и 20 г фосфорномолибдено-

вой кислоты в 750 мл воды. Закрывают колбу пробкой с 

обратным холодильником и, включив ток воды в холо-

дильнике, содержимое кипятят 10 ч; затем его охлажда-

ют, переливают в мерную колбу и доводят водный объем 

реактива до 1 л.

Реактив Эрлиха (ПБГ). 0,7 г п-диметиламинобен-

зальдегида растворяют в 150 мл концентрированной со-

ляной кислоты, приливают к 100 мл воды и смешивают. 

Раствор должен быть бесцветным или слегка желтым. 

Хранят в посуде из темного стекла. Реактив стабилен.

Реактив Эрлиха (АЛК). 1 г п-диметиламинобен-

зальдегида растворяют в мерной колбе на 50 мл в 35 мл 

ледяной уксусной кислоты, добавляют 8 мл 57%-ной 

хлорной кислоты и доводят до метки ледяной уксусной 

кислотой. Хранят в посуде из темного стекла в холодиль-

нике не более недели.

Спиртовой раствор тимола (10%). 10 г очищенного ти-

мола растворяют в 100 мл 96% этилового спирта. Полу-

чение очищенного тимола проводят следующим образом. 

100 г тимола растворяют в 100 мл 96% этилового спирта, 

фильтруют. К фильтрату добавляют 1 л холодной дис-

тиллированной воды, сильно встряхивают и оставляют 

стоять на 20 мин. Фильтруют и кристаллы, оставшиеся на 

фильтре, промывают 2 раза холодной дистиллированной 

водой. Сушат вначале на фильтровальной бумаге, потом в 

течение 2–3 дней в эксикаторе над безводным хлористым 

кальцием до постоянного веса.

Стандартная суспензия сульфата бария. Приготовле-

ние стандартного раствора проводится смешением двух 

растворов: 1) 0,0962 н раствор хлористого бария: 1,175 г 

кристаллического BaCl
2
·2H

2
O растворяют в 100 мл воды в 

мерной колбе. 2) 0,2 н раствор серной кислоты. Далее по-

лучают суспензию сульфата бария: 3 мл 0,0962 н раствора 

Makarova-2011-12-12.indd   373 15.12.2011   17:11:21



374

ПРАКТИКУМ ПО БИОЛОГИЧЕСКОЙ ХИМИИ

хлористого бария вливают в мерную колбу на 100 мл и 

доводят объем 0,2 н раствором серной кислоты при тем-

пературе +10 °С (при этой температуре размеры частиц 

преципитированного сульфата бария дают относительно 

стабильный результат).

Субстратно-буферный раствор(ГГТП). В пробирку 

наливают 10 мл воды и добавляют 0,028 г L-глутамил-
п-нитроанилида и 0,082 г хлорида натрия и, не переста-

вая перемешивать, растворяют содержимое пробирки 

на кипящей водяной бане в течение 60 с. Затем раствор 

охлаждают до 37 °С и добавляют 2,5 мл буферного рас-

твора. Приготовленный раствор субстрата во время рабо-

ты хранят в водяной бане при 37 °С. Неиспользованный 

раствор субстрата можно хранить в холодильнике в тече-

ние недели. Субстрат плохо растворим и при комнатной 

температуре выпадает в осадок. Поэтому перед употре-

блением выкристаллизовавшийся субстрат растворяют 

нагреванием в кипящей водяной бане. Нагревание и рас-

творение субстрата можно повторять не более 2 раз.

Субстратно-буферный раствор для определения амилазы 
(рН 7,0). 13,3 г Na

2
НPO

4
 и 2 г бензойной кислоты рас-

творяют в 250 мл 0,9%-ного хлорида натрия и доводят 

до кипения. Суспендируют 0,2 г растворимого крахмала 

в небольшом количестве холодной воды и вводят в ки-

пящий буферный раствор. Кипятят 1 мин, охлаждают и 

доводят водой до 500 мл. Субстратно-буферный раствор 

должен быть прозрачным. Стабилен при хранении при 

комнатной температуре в течение 10–12 дней.

Субстратный раствор для определения АлАТ (раствор 
№ 1). Навески 29,2 мг α-кетоглутаровой кислоты и 1,78 г 

D,L-аланина (0,89 г L-аланина) взвешивают на анали-

тических весах и растворяют в 1 М растворе гидроксида 

натрия до полного растворения осадка (рН 7,4). Раствор 

переливают в колбу вместимостью 100 мл и доводят объ-

ем до метки 0,1 М фосфатным буфером (рН 7,4). Добав-
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ляют 1 каплю хлороформа. Раствор хранят в холодиль-

нике в замороженном состоянии.

Субстратный раствор для определения АсАТ (раствор 
№ 2). Навески 29,2 мг α-кетоглутаровой кислоты и 2,66 г 

D,L-аспарагиновой кислоты (1,33 г L-аспарагиновой 

кислоты) взвешивают на аналитических весах. Далее 

раствор готовят так же, как раствор № 1.

Субстратный раствор для определения глюкозофосфа-
тизомеразы. Готовят мединалово-ацетатный буферный 

раствор с рН 7,4 (9,714 г ацетата натрия и 14,714 г ме-

динала растворяют в воде и доводят объем до 500 мл). 

Смешивают 8,33 мл 0,03 М раствора двунатриевой соли 

глюкозо-6-фосфата с 25 мл мединалово-ацетатного бу-

фера; добавляют к смеси 25 мл 0,1 М раствора соляной 

кислоты и доводят водой до 100 мл. Хранят на холоде.

Субстратный раствор для определения лактатдегидроге-
назы. Смешивают по 1 мл 1 М раствора лактата натрия, 

9 М раствора NаCl, 0,05 MgCl
2
, раствора НАД концен-

трации 10 г/л. Добавляют к содержимому по 2,5 мл 0,5 М 

раствора фосфатного буфера (рН 7,4) и 1 г/л раствора ни-

тротетразолиевого синего. Перед употреблением к сме-

си прибавляют 0,25 мл раствора фенанзинметасульфата 

концентрации 1 г/л.

Субстратный раствор для определения фруктозобисфос-
фатальдолазы. 270 мг бариевой соли фруктозобисфосфата 

растворяют в 3,5 мл 1 М раствора соляной кислоты. До-

бавляют 1 мл 14%-ного раствора сульфата натрия, а вы-

павший при этом осадок удаляют центрифугированием. 

К надосадочной жидкости добавляют 1 каплю сульфата 

натрия. Появление мути свидетельствует о недостаточно 

полном осаждении ионов бария. В этом случае добавляют 

еще сульфата натрия и вновь центрифугируют. Центри-

фугат доводят 3%-ным раствором гидроксида натрия до 

рН 7,4–7,6, переносят в колбу вместимостью 25 мл и объ-

ем доводят до метки. Полученный раствор смешивают 
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с 25 мл 0,56 М раствора гидразинхлорида, 25 мл 0,002 М 

раствора монойодуксусной кислоты, 100 мл 0,5%-ного 

раствора карбоната натрия и 25 мл дистиллированной 

воды. Хранят в холодильнике.

Тимолово-вероналовый буфер. В мерной колбе на 

100 мл смешивают 80 мл буферного раствора и 1 мл 

10 %-ного спиртового раствора тимола, встряхивают и 

доливают буферным раствором до метки. Величина рН 

должна составить 7,55.

о-Толуидиновый реактив. 0,15 г тиомочевины растворя-

ют в 94 мл ледяной уксусной кислоты и смешивают с 6 мл 

перегнанного o-толуидина. Хранят в темной склянке.

Фенол, насыщенный водой. В 100 г перегнанного фе-

нола добавляют 35 мл воды и перемешивают, слегка по-

догревая смесь для ускорения растворения фенола.

Фенолфталин, рабочий раствор. Готовят, растворяя 

75 мг вещества в 15 мл 0,1 н раствора гидроксида натрия, 

раствор должен быть бесцветным или слегка розоватым, 

окрашенные растворы для работы не пригодны. Для 

увеличения стойкости реактива к нему добавляют 3 мг 

трилона, который, связывая соли тяжелый металлов, 

препятствует самоокислению фенолфталина кислоро-

дом воздуха.

Фибрин. Фибрин бычьей крови отмывают от кровяных 

пигментов в проточной воде в течение нескольких дней 

до получения белого сгустка. Воду отжимают, а фибрин, 

залитый глицерином, хранят в плотно укупоренной банке. 

Перед употреблением фибрин отмывают от глицерина.

Фосфорно-ванилиновый реактив. 4 части (по объему) 

концентрированной ортофосфорной кислоты смеши-

вают с 1 частью 0,6%-ного водного раствора ванилина. 

Реактив хранят в посуде из темного стекла при комнат-

ной температуре.

Фруктозо-1,6-бисфосфат, натриевая соль. 2,0 мл 10%-

ного раствора натриевой соли фруктозо-1,6-бисфосфата 
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разводят в колбе на 25 мл водой до метки. Стабилен при 

условии хранения в холодильнике.

Цветной реактив на мочевину. Таблетку из набора для 

определения мочевины, содержащую диацетилмоно-

оксим и тиосемикарбазид, растворяют при нагревании 

в колбе на 50 мл. Раствор устойчив в течение 3 недель. 

Перед употреблением смешивают равные объемы при-

готовленного раствора и 9,6%-ного раствора серной кис-

лоты.

Щелочной раствор β-глицерофосфата. В мерную колбу 

вместимостью 100 мл вносят 1 г β-глицерофосфата на-

трия и 0,85 г мединала, приливают около 30 мл дистил-

лированной воды, растворяют и доводят водой объем до 

метки. В другую мерную колбу вместимостью 100 мл вно-

сят 50 мл приготовленного раствора β-глицерофосфата, 

2,8 мл 0,1 М раствора гидроксида натрия и доводят дис-

тиллированной водой до метки (рН раствора 8,6). На-

слаивают на жидкость около 3 мл толуола. Хранят рас-

твор в холодильнике не более 10 дней.
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