
Научно-исследовательский институт биомедицинской химии имени В.Н.Ореховича 

 

Архив журнала 

Вопросы медицинской химии 

ISSN 0042-8809 

1990 

Том 36 выпуск 2 

 

Внимание! Распознавание текста проведено в автоматическом режиме для 
облегчения работы поисковых систем. Будьте внимательны при 
копировании, возможны ошибки и неточности. Используйте 
сканированный графический вариант. 

 

Archive of journal 

Voprosy meditsinskoi khimii 

ISSN 0042-8809 

1990 

Volume 36 issue 2 

 

Attention! OCR has been performed automatically for search engines only. 
Be careful when copying, errors are possible. Use scanned picture as standard. 

 

http://pbmc.ibmc.msk.ru 

 

©
 Orekhovich Institute of Biomedical Chemistry, 2014 

©
 Voprosy meditsinskoi khimii, 1990 



7. Lagarde M., Berciand P., Burlin M. et al. / / P r o s t a g l a n -
dins, Prostacycl in , and Thromboxanes Measurement .— 
Hague , 1980.— P. 182 188. 

8 Lagarde M., Bryon P. A., Guichardant M., Dechavanne M. / / 
Thrombos . Res .— 1980.- Vol. 1 7 . — P . 5 8 1 - - 5 8 8 . 

9. Mori с ad a S. / / Arter iosc leros is .— 1982.— Vol. 2. P. 193 
207. 

10. Neriserneri G. G. / / L a n c e t . - 1984. Vol. 2 . — P . 838— 
841. 

11. Radomski M., Moncada S. / / Thrombos . Res .— 1983.— 
Vol. 30. P. 383—389. 

12. Snyder E. L., Koerner T. A., Hezzey A. / / Vox 
S a n g , 1982.— Vol. 4 3 . — P . 71—75. 

13 Stenson W. F., Lobos E. / / Biochem. Pharmacol . 
1 9 8 3 . — V o l . 32. P. 2205—2209. 

14. Stenson W. F., Parker C. W. / / J. clin. Invest .— 
1 9 7 9 , Vol. 6 4 , — P . 1457 1465. 

15. Takayama H., Okuma M., Uchino H. / / Thrombos. 
1-laernost. 1 9 8 0 . - V o l . 4 4 . — P . 111 — 114. 

16. Yoshida A., Aoki N. / / B lood .— 1 9 7 8 . — V o l . 52 . -
P. 969—977 . 

17. Velardo ВLagarde M. / / Biochem. biophys. Res. 
C o m m u n . — 1 9 8 5 . - Vol. 130,- P. 1109 1114. 

18. White H. L., Glassman A. T. / / P r o s t a g l a n d i n s . — 
1976,- Vol. 1 2 . - P, 811 817. 

19. Wood K., Coppen A. / / P r o g r e s s in Enzymology . 
S tut tgar t , 1 9 8 2 , — P . 147- 162. 

Поступила 31.01.89 
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F O R M A T I O N BY S E P A R A T E H U M A N P L A T E L E T S 

N. G. Geling 

All -Union Institute of General and Forensic Psychiatry, 
Moscow. 

Individual s teps of p r o s t a g l a n g i n - s y n t h e t a s e activity eva lua-
tion in human plate lets are considered in detail , involv ing 
isolation of platelets , incubation of washed ce l l s with labelled 
arachidonic or d ihomo - 7 - l inolenic acids, extraction of prostag-
landins from incubation medium and their separation as well as 
quant i tat ive est imation of the pros tag land ins developed 
(nrnoles /10 9 p late lets / 10 rnin). The methodical approaches 
s u g g e s t e d enabled not only to avoid s o m e errors during 
est imat ion of the pros tag landin- synthe tese activity in individual 
plate lets but a l so to increase accuracy, sensit ivity and 
specif icity of the procedure as compared with s imilar methods. 
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Ф Л Ю О Р Е С Ц Е Н Т Н Ы Й МЕТОД ОПРЕДЕЛЕ-
НИЯ АЛЬБУМИНА В СЫВОРОТКЕ/ КРОВИ 
ПРИ Г И П Е Р Б И Л И Р У Б И Н Е М И И 

Тульская областная больница; НИИ физико-химической меди-
цины Минздрава РСФСР, Москва; НПО «Монокристалл-
реактив», Харьков 

Д л я определения альбумина в сыворотке (плаз-
ме) крови можно использовать флюоресцентный 
метод [1, 9 ] . Его достоинства — гораздо 
более высокая чувствительность по сравнению с 
любым другим способом, быстрота и простота 
анализа . Но при многих заболеваниях в сыво-
ротке крови повышается концентрация низко-
молекулярных веществ, которые сорбируются аль-
бумином, что в свою очередь влияет на свя-
зывание флюоресцентного зонда [5 | . Так, при 
гииербилирубинемии (это наиболее яркий при-
мер патологического повышения концентрации 
эндогенного лиганда) получаются искажен-
ные значения концентрации сывороточного альбу-

мина человека (САЧ) , измеренной по интенсив-
ности флюоресценции зонда N-фенил-1 -амино-8-
сульфонафталина [10]. Мы предлагаем другой 
флюоресцентный зонд 9, 10-дианилино-2-суль-
фоантрацен и такие условия измерения, при ко-
торых можно определять концентрацию САЧ у 
больных желтухой. 

М е т о д и к а 

Использовали флюоресцентные зонды N-фенил-1 -амино-8-
сульфонафталин (АНС) фирмы «Serva» ( Ф Р Г ) и 9,10-диани-
лино-2-сульфоантрацен (К-33) . К-33 получали нагреванием 
смеси натриевой соли антрахинон-2-сульфокислоты, анилина, 
хлорида алюминия и цинковой пыли с последующим под-
кислением продукта реакции соляной кислотой. После 
кристаллизации из водного диметилформамида получали по-
рошок желто-оранжевого цвета с температурой плавления вы-
ше 300 °С. Максимум спектра поглощения К-33 в этаноле при 
430 нм. В растворе белка максимум спектра возбуждения 
флюоресценции при 433 нм, а спектра флюоресценции при 
545 нм. АНС растворяли в этаноле в концентрации 
4 мМ, К-33 — в диметилформамиде в концентрации 
1 мМ. Интенсивность флюоресценции измеряли на флуори-
метре медицинском Ф М - Ц - 2 размером I см2 в кювете. 
Флюоресценцию АНС возбуждали при 360 нм, регистрирова-
ли при 450 нм; соответственно К-33 при 420 и 550 нм. 
Оптическую плотность растворов измеряли на спектрофо-
тометре СФ-26 в 1 см в кювете. 

Сыворотку крови для флюоресцентных измерений разво-
дили одним из буферных растворов: а) 0,01 М ацетат нат-
рия рН 4,0 и б) 0,01 М трис-HCl рН 7,4. Билирубин 
лиофилизированный («Мегск», Ф Р Г ) растворяли в диметил-
формамиде до концентрации 3 0 0 4 0 0 мкМ и добавляли в 
микроколичествах к разведенным пробам сыворотки. 

Сыворотку крови делили на 2 фракции: альбумины и 
глобулины путем осаждения последних полиэтиленглико-
лем-3000 («Мегск», ФРГ) [7] . Глобулины затем ресуспен-. 
дировали соответствующим буфером. Определение количества 
альбумина в сыворотке крови проводили унифицированным ме-
тодом с использованием абсорбционного красителя бром-
крезолового зеленого в присутствии детергента б р и д ж - 3 5 
( « S i g m a » , США) в кислой среде [3, 4 ] . 

Сравнивали измеренные разными способами значения 
концентрации САЧ в 30 пробах сыворотки крови, из которых 
21 была с повышенным содержанием билирубина (от 28 до 
326 мкМ), 5 — с цифрами креатинина от 202 до 
966 мкМ (уремия) и 5 сывороток с нормальными 
биохимическими показателями. Кроме того, исследовали 4 сы-
воротки с концентрацией общего билирубина от 338 до 
493 мкМ. Гипербилирубинемия и уремия различного генеза. 
Статистическую обработку проводили на Э В М «Искра-226» 
по стандартным программам. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Флюоресцентный зонд К-33 — гидрофобная мо-
лекула, з а р я ж е н н а я отрицательно за счет сульфо-
группы. Как известно, органические анионы об-
ладают повышенным сродством к сывороточному 
альбумину [8], т. е. вполне возможно, что 
К-33 в сыворотке крови будет связываться пре-
имущественно с альбумином. Чтобы это доказать , 
разделили 4 сыворотки на альбумины и глобули-
ны. Добавляли избыточные по отношению к бел-
ку (предварительно протитровав зондом) количе-
ства К-33, чтобы свести ,к минимуму переход 
молекул зонда от одной белковой фракции к 
другой. Интенсивность флюоресценции К-33 в сы-
воротке в 100 -150 раз больше, чем в буферном 
растворе. Измеряли интенсивность флюоресцен-
ции зонда во фракции альбуминов, затем в эту 'же 
пробу добавляли глобулин. Оказалось, что 
глобулины увеличивают флюоресценцию К-33 все-
го лишь на 5 ± 2 %. Интенсивность флюоресцен-
ции К-33 в растворе изолированных глобули-
нов составляет 13=Ь5 % от его флюоресценции 



в цельной сыворотке. Это можно объяснить тем, 
что глобулины гораздо хуже связывают К-33, чем 
альбумины. Другое возможное объяснение — 
меньший квантовый выход флюоресценции К-33 в 
комплексе с глобулинами. Но так или иначе 
95 % флюоресценции К-33 в сыворотке крови 
за счет связанной с альбумином фракции зонда. 

Измерению концентрации САЧ с помощью 
флюоресцентного зонда в желтой сыворотке пре-
пятствует билирубин [10], который поглощает 
свет в области 450 нм. Тем не менее, при ис-
пользуемом нами разведении сыворотки в 400 раз 
потери флюоресцентного света за счет поглоще-
ния его билирубином будут небольшими (менее 
7 % ) при самой массивной гипербилирубине-
мии. Второе, и это гораздо важнее,— неконъюги-
рованный билирубин связывается с альбумином, 
что мешает связыванию АНС. Насколько такое 
влияние существенно можно определить в модель-
ном опыте по титрованию зондом нормальной 
сыворотки (разведение в 200 раз) , к которой до-
бавлен лиофилизированный билирубин (рис. 1). 
Увеличение концентрации водородных ионов из-
меняет сродство заряженных флюоресцентных 
зондов к альбумину [2, 11] и влияет на центр 
связывания билирубина молекулы САЧ, в форми-
ровании которого участвуют аргининовые и ги-
стидиновые остатки [6]. Оказалось, что били-
рубин практически не влияет на флюоресцен-
цию АНС при рН 4,0, в то время как при 
рН 7,4 билирубин «тушит» АНС на 20 %. Что ка-
сается сыворотки крови больного желтухой, 
то «тушение» флюоресценции АНС связано не 
только с билирубином, но и, видимо, с каким-то 
другим фактором, связанным с патологией пече-
ни. Причем его влияние на флюоресценцию АНС 
можно снизить при переходе от рН 7,4 к 
4,0, но не удается убрать совсем. На флюо-
ресценцию К-33 при рН 4,0 (см. рис. 1) билиру-
бин также не оказывает влияния. В то же время 
замена АНС на К-33 улучшает ситуацию с сыво-
роткой больного — разница между кривыми 
2 и 3 уменьшается в 2 раза. 

Казалось бы, можно было работать при низ-
ких концентрациях АНС или К-33 при рН 4,0, где 
кривые 1, 2 и 3 совпадают (см. рис. 1). Но 
при таком соотношении зонд / альбумин (при-
мерно 1:1) не будет достаточного количества 
з о н д а д л я з а п о л н е н и я всех мест с в я з ы в а н и я на 
альбумине, и калибровочная кривая даже при 
физиологических колебаниях САЧ не будет линей-
ной. 

Рис. 1. Флюоресцентное титрование различных проб сыво-
ротки. 

По оси абсцисс — концентрация флюоресцентного зонда (в мкМ); по оси 
ординат— интенсивность флюоресценции (и усл. ед.). а — зонд АНС рН 7,4; 
б — зонд АНС рН 4,0; в — зонд К-33 рН 4,0. / — сыворотка с нормальным 
содержанием билирубина; 2 — то же, но с добавлением 1 мкМ лиофилизиро-
ванного билирубина, что соответствует 200 мкМ непрямого (связанного с аль-
бумином) билирубина в неразведенной сыворотке; 3 — сыворотка больного 
желтухой, общий билирубин 32G мкМ, непрямой 86 мкМ. Разведение сыво-
роток 1:200. Данные выравнены по концентрации САЧ. 
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Рис. 2. Зависимость удельной флюоресценции зондов в разных 
пробах от разведения сыворотки. 

По оси абсцисс — разведения сыворотки; но оси ординат — отношение 
интенсивности флюоресценции зондов к концентрации САЧ в растворе, 
определенной унифицированным методом 
а — 4 0 мкМ АНС рН 7,4; б — 40 мкМ АНС рН 4,0; в — 15 мкМ К-33 рН 4,0. 
/ — сыворотка с нормальным содержанием билирубина; 2 — сыворотка боль-
ного желтухой, общий билирубин 32G мкМ. 

Таким образом, путем изменения рН среды и 
замены зонда АНС на К-33 удалось нивелиро-
вать влияние билирубина и уменьшить влияние 
других ингибиторов связывания, которые при-
сутствуют в сыворотке крови при печеночной не-
достаточности. Эти ингибиторы могут быть либо 
обратимыми, либо необратимыми. В первом случае 
на комплексообразование зонда с САЧ будет вли-
ять степень разведения раствора, т. е. другими 
словами концентрация конкурентного ингибитора. 
На рис. 2 представлены результаты экспери-
мента, который показывает преимущество К-33 
перед АНС. При степени разведения 1:400— 
1:800 интенсивность флюоресценции зонда К-33 
при рН 4,0 дает истинное содержание САЧ в сыво-
ротке больных желтухой. В случае же АНС 
ни с помощью рН, ни разведением не удается пол-
ностью избавиться от влияния ингибиторов свя-
зывания. 

Чтобы убедиться в эффективности и преи-
муществах метода с использованием К-33, мы 
провели определение альбумина в 30 пробах сы-
воротки (разведение 1:400) с различным содержа-
нием билирубина и креатинина следующими спо-
собами: по старой методике — с АНС рН 7,4 [11, 
по предлагаемой нами — с К-33 (рН 4,0) и с 
помощью бромкрезолового зеленого [4] (рис. 3) . 
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Рис. 3. Интенсивность 
флюоресценции зондов 
в разных пробах сыво-
ротки при различной 
концентрации альбу-
мина. 

По оси абсцисс — концент-
рация альбумина (в г/л), 
определенная унифицирован-
ным методом; по оси орди-
нат — интенсивность флюо-
ресценции (в усл. ед.). а — 
15 мкМ К-33 рН 4,0; б 
20 мкМ АНС рН 7,4. Разве-
дение сывороток 1:400. Свет-
лые кружки: сыворотки с 
нормальными биохимически-
ми показателями; темные: 
сыворотки с общим билиру-
бином от 28 до 326 мкМ. 
звездочки — сыворотки с 
креатипином от 202 до 
966 мкМ. Прямые построены 
по точкам, соответствующим 
норм альн ы м сы воротка м. 
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Последний метод был контрольным, он рекомендо-
ван как унифицированный (3] и дает хорошую 
корреляцию с электрофоретическим определением 
альбумина: 0,91 по данным литературы [4] и 
0,94 ( /2=33) по нашим данным. Коэффициент 
корреляции для пары К-33 — бромкрезоловый 
зеленый составляет 0,955, а для пары А НС 
бромкрезоловый зеленый 0,844. Видно, что в сыво-
ротках с высоким уровнем билирубина АНС дает 
заниженные результаты, и степень «тушения» не 
коррелирует с концентрацией билирубина. Напро-
тив, К-33 можно использовать для определе-
ния САЧ в сыворотке с любым содержанием 
билирубина. При чрезвычайно массивной желту-
хе (4 больных с общим билирубином сыво-
ротки от 338 до 493 мкМ) рекомендуется раз-
вести сыворотку в 800 раз, а результат ум-
ножить на 2. Подобная процедура при исполь-
зовании АНС все равно дает существенно за-
ниженные результаты. Кстати сказать, повышен-
ный креатииин (до 966 мкМ) т а к ж е не влияет 
на связывание К-33 с САЧ. 

Если построить калибровочную кривую по точ-
кам, которые соответствуют сывороткам с нор-
мальными биохимическими показателями, то мож-
но рассчитать ошибку измерения по флюоресцен-
ции количества альбумина в группе патологи-
ческих сывороток. Д л я К-33 средняя ошибка не 
превышает 3 %, тогда как для АНС она составляет 
21 % • 

Методически предлагаемый метод чрезвычайно 
прост. К 4 мл ацетатного буфера (0,01 М, 
рН 4,0) , содержащего 15 мкМ К-33, добавляют 
10 мкл сыворотки и измеряют интенсивность 
флюоресценции. К-33 достаточно стоек в растворе 
димстилформамида, но быстро гидролизуется в 
воде. Поэтому лучше использовать 1 мМ раствор 
зонда в диметилформамиде, не допуская попа-
дания в него воды, а перед употреблением 
готовить рабочий раствор в ацетатном буфере. 

В заключение нужно подчеркнуть, что предла-
гаемый флюоресцентный метод определения аль-
бумина обладает рядом преимуществ. Он несрав-
нимо проще и быстрее электрофореза в любой 
модификации, технологичен, может быть автома-
тизирован. По сравнению с унифицированным 
методом не требуется импортного реактива 
бридж-35. К тому же чувствительность флюо-
ресцентного определения на порядок выше, чем 
при измерении оптической плотности красителя. 

Флюоресцентный зонд К-33, как и АНС, может 
быть использован для определения количества 
альбумина в сыворотке крови. Использование зон-
да К-33 (разведение сыворотки 1:400 рН 4,0) 
дает возможность измерять концентрацию сыворо-
точного альбумина при гипербилирубинемии и 
уремии, тогда как интенсивность флюоресценции 
АНС «тушится» в сыворотке крови больных жел-
тухой 3. Предлагаемый метод прост, обладает 
рядом преимуществ перед другими способами оп-
ределения альбумина и может быть использо-
ван в клинико-лабораторной практике. 
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ESTIMATION OF B L O O D S E R U M A L B U M I N IN HYPERBILI-

R U B I N E M I A U S I N G A F L U O R E S C E N T P R O C E D U R E 

Yu. I. Miller, E. G. Yushko, G. E. Dobretsov, В. M. Krasovitsky, 
R. K. Aidyraliev 

Regional Hospital , Tula, Institute of Physico-Chemical 
Medicine, Ministry of Public Health of the RSFSR, 
Moscow, Scientif ic-Industrial Association "Monocrystal Rea-
gent", Kharkov. 

A procedure is developed for est imation of human blood se-
rum albumin in hyperbilirubinemia us ing a f luorescent probe 
9 ,10-diani l ine-2-sulfoanthracene (K-33) . Use of the probe N-phe-
nyl -I -amino-8-sul fonaphthalene ( A N S ) led to underest imation of 
albumin in hyperbilirubinemia as bilirubin and other inhibitors 
prevented the A N S binding with blood serum a lbumin . 
Substitution of A N S fd>r K-33 enabled to est imate the 
albumin concentration under conditions of the pathology 
accompanied by an increase of endoghnous l igands content in 
blood serum. The rate of K-33 (15 mM) f luorescence in blood 
serum (diluted 400-fold, at pH 4,0) correlated with albumin 
concentration (r-0.955) . 
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В. А. Костюк, А. И. Потапович, Ж. В. Ковалева 

ПРОСТОЙ И Ч У В С Т В И Т Е Л Ь Н Ы Й МЕТОД ОП-
Р Е Д Е Л Е Н И Я АКТИВНОСТИ СУПЕРОКСИД-
ДИСМУТАЗЫ, ОСНОВАННЫЙ НА Р Е А К Ц И И 
О К И С Л Е Н И Я К В Е Р Ц Е Т И Н А 

Белорусский государственный университет им. В. И. Ленина, 
Минск 

Супероксиддисмутаза (СОД; КФ 1.15.1.1) явля-
ется ключевым ферментом антиокислительных си-
стем всех аэробных организмов, катализирую-
щим превращение а пион-радикал а кислорода 
( О г ) в перекись водорода и молекулярный 
кислород [4]. Прямое определение активности 
фермента требует весьма сложного оборудова-
ния, отсутствующего в большинстве биохимиче-
ских лабораторий и медицинских учреждений. 
Вместе с тем активность С О Д является одним из 
наиболее часто определяемых показателей в раз-
личных экспериментальных и клинических иссле-
дованиях. В этих случаях используют непрямые 
методы анализа , основанные на торможении С О Д 
реакций, протекающих с участием 0 2 . В настоя-
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