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ВВЕДЕНИЕ. В настоящее время большинство лабораторных методов
анализа липидов в биологических жидкостях являются ферментативными. Эти
современные биохимические методы, пришедшие на смену традиционным
химическим, основаны на использовании ферментов, катализирующих
высокоселективные реакции. История ферментативных методов анализа липидов
началась с того момента как была выделена холестериноксидаза (ХСО) из
Nocardia sp., катализирующая окислительное превращение холестерина в D4-
холестенон, и Flegg [1] и Richmond [2] впервые использовали ее для анализа
холестерина в сыворотке крови. В настоящее время ХСО, а также глюкозооксидаза
являются наиболее широко используемыми ферментами в клинической
лабораторной практике. В качестве источников получения ХСО используются
различные бактериальные продуценты [3].

Данный краткий обзор посвящен описанию основных принципов
использования различных ферментов в современных лабораторных методах
анализа липидов. Рассматриваются различные варианты анализа холестерина,
эфиров холестерина, триглицеридов, свободных жирных кислот, различных видов
фосфолипидов и оксистеринов.

1. Ферментативный анализ холестерина
Современные ферментативные методы анализа холестерина [4] значительно

превосходят традиционные химические [5] по избирательности и скорости
анализа, не требуют использования сильных кислот и летучих веществ.
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В основе всех анализов лежит использование ХСО, катализирующей
реакцию окисления холестерина с образованием Д"-холестенона (рис. 1А):

холестерин
ХСО (\\

> холест-4-ен-З-он + Н2О2 *• '•
Существующие методы анализа холестерина, основанные на данной

реакции, могут быть разделены на три основных группы:
1) методы, основанные на измерении накопления продукта окисления холестерина

(Д4-холестенон) по увеличению поглощения света при 240 нм [6];
2) методы, основанные на ампероме^грическом измерении скорости

поглощения кислорода [7];
3) методы, основанные на измерении накопления перекиси водорода,

образующейся в ходе реакции.
Так как наиболее часто используются методы последней группы, рассмотрим

их более подробно.
1.1. Измерение НгОг с помощью сопряженной реакции Триндера.
Данная реакция была впервые предложена для ферментативного анализа

глюкозы с участием глюкозооксидазы [8]. Она представляет собой реакцию
перекиси водорода с фенолом и 4-аминоантипирином (рис. 1Б) при участии
пероксидазы (ПО):

2 Н2О2 + фенол + 4-аминоантипирин У хинонимин + 4 НгО (2).

Образующийся в результате реакции окрашенный продукт (хинонимин)
измеряется фотометрически при 500 нм.

Реакция Триндера часто используется в анализах холестерина [9].
Разработано много вариантов этой реакции с использованием в качестве
хромогенов различных производных фенола, ароматических аминов и др.
соединений [10 - 13]. Наиболее часто применяются производные гидроксибензол-
сульфоновой кислоты (рис. 1В), образующие хинонимины с большей величиной
оптического поглощения в диапазоне от 400 до 550 нм.

1.2. Измерение Н2О2 с помощью сопряженной реакции Хенсча [14].
В данной реакции перекись водорода окисляет метанол до формальдегида

при участии фермента каталазы (К):

Н2О2 + метанол > формальдегид + 2 НгО ' '"

Формальдегид в свою очередь реагирует в присутствии ионов аммония с
ацетилацетоном с образованием желтого продукта - лютидина:

формальдегид + 2 ацетилацетон + NEU+ ^ лютидин + 3 Н2О ' >'
Концентрация лютидина (3,5-диацетил-1,4-дигидролютидин),

образующегося в стехиометрических количествах, измеряется фотометрически в
видимой области спектра при 405 нм.

1.3. Измерение Н2О2 с помощью сопряженной реакции с ионами йода.
В реакции, катализируемой молибдатом, перекись водорода взаимодействует

с ионами йода с образованием в стехиометрических количествах свободного йода.
Последний измеряется фотометрически по поглощению при 365 нм или 405 нм.

Существует также вариант потенциометрического измерения убыли анионов
йода с помощью йод-селективного электрода [15].

1.4. Электрохимический анализ перекиси водорода.
Образующаяся в реакции (1) перекись водорода определяется различными

электрохимическими методами. Существуют варианты анализа Н2О2 с помощью
полярографии на платиновом аноде [16] или с помощью НгОг-сенсора на основе
пероксидазы хрена [17].
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1.5. Измерение ШОг с помощью сопряженной реакции окисления NADH.
Перекись водорода, образовавшаяся при окислении холестерина в реакции

(1), окисляет NADH при участии фермента КАО+-пероксидазы [18].
Спектрофотометрическое определение убыли NADH в этой сопряженной реакции
обеспечивает прямое и абсолютное измерение холестерина.

2. Ферментативный анализ "общего" холестерина.
В биологических пробах, таких как плазма или сыворотка крови, холестерин

присутствует в двух состояниях - в виде свободного холестерина и в виде эфиров
(рис. 1Г). Как правило, в клинических лабораториях определяется суммарное
содержание холестерина в пробе с помощью так называемого анализа "общего
холестерина". Во всех вариантах ферментативного анализа общего холестерина
первоначально эфиры холестерина гидролизуются с образованием свободного
холестерина и свободных жирных кислот (СЖК). Гидролиз эфиров холестерина
может быть как химическим, так и ферментативным с участием
холестеринэстеразы (ХСЭ) [19]:

ХСЭ (^л
эфир холестерина + ЩО > холестерин + СЖК ^ ''

Образовавшийся холестерин анализируется вместе с имевшимся в пробе
свободным холестерином методами, которые были описаны выше в разделе 1.

3. Ферментативный анализ эфиров холестерина.
Содержание эфиров холестерина определяется как разность результатов

анализа одной и той же биологической пробы на общий и свободный холестерин с
помощью описанных выше методов (разделы 1 и 2, соответственно).

4. Ферментативный анализ холестерина во фракциях липопротеинов
плазмы крови.

Общий холестерин плазмы крови распределен между тремя классами
липопротеинов: высокой плотности (ЛВП), низкой плотности (ЛНП) и очень низкой
плотности (ЛОНП). Небольшое количество холестерина также содержится в двух
минорных классах липопротеинов: промежуточной плотности (J11111) и типа (а) -
Л(а). Так как анализ распределения холестерина между ЛВП и ЛНП имеет
диагностическое значение, то для этого были разработаны соответствующие методы.

Анализ холестерина может проводиться в любых фракциях липопротеинов,
полученных методами преципитации [20], ультрацентрифугирования [21] или
электрофореза в агарозе [22]. Фракции липопротеинов при этом не нуждаются в
дополнительной очистке или подготовке. На практике чаще всего используются
методы химической или иммунохимической преципитации, позволяющие
получать фракции ЛВП и ЛНП [23-28].

Довольно часто содержание общего холестерина в ЛНП не определяется, а
рассчитывается [29] по эмпирической формуле:

холестерин ЛНП = общий холестерин - холестерин ЛВП - ТГ/5,
где ТГ - триглицериды плазмы крови, а все величины концентраций в

единицах (мг/дл).
Поправка (ТГ/5) введена для учета холестерина ЛОНП, ЛПП и Л(а).
Существуют и более быстрые методы анализа холестерина липопротеинов

без разделения плазмы крови на отдельные фракции. Они основаны на обработке
цельной плазмы с помощью специфических антител или водорастворимых
полимеров для блокирования доступа ферментов к холестерину ЛОНП и ЛНП
[30-33]. Холестерин в образовавшихся комплексах становится недоступным для
ферментов анализа общего холестерина (ХЭ и ХО). В результате анализируется
только холестерин ЛВП.

Существует также два варианта анализа холестерина ЛНП [34-36]:
1) Плазма последовательно обрабатывается двумя реагентами:
(1) раствором хлорида магния, сульфата циклодекстрина и сульфата

декстрана, блокирующим при рН 7,0 доступ ферментов стандартного набора к
холестерину ЛОНП и хиломикронов;
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Рисунок 1
А. Реакция окисления холестерина, катализируемая холестериноксидазой (ХСО). Б. Структура

4-аминоантипирина. В. Структура гидроксибензолсульфоновой кислоты.
Г. Структура эфира холестерина (R - остаток жирной кислоты). Д. Точки действия различных

фосфолипаз, показанные на примере фосфатидилхолина.

(2) раствором неионного детергента, селективно растворяющим холестерин
ЛНП (но не ЛВП), что позволяет определять только холестерин ЛНП с помощью
стандартного ферментативного набора.

2) Плазма также обрабатывается последовательно двумя реагентами:
(1) раствором полианиона и амфотерного детергента, который блокирует при
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рН 6,8 доступ ферментов к холестерину ЛНП; общий холестерин других классов
липопротеинов (хиломикроны, ЛОНП и ЛВП) подвергается действию ХСЭ, ХСО
(реакции (5) и (1) соответственно), образовавшаяся перекись водорода разлагается
с помощью каталазы как в реакции (3);

(2) раствором детергента, который позволяет растворить холестерин ЛНП и
выполнить его анализ по стандартной схеме.

5. Ферментативный анализ холестерина в биологических тканях.
Существующие методы ферментативного анализа холестерина разработаны и

стандартизированы для анализа жидких биологических образцов, таких как плазма
и сыворотка крови, однако оии могут быть адаптированы для анализа холестерина
в других биологических образцах. Адаптация заключается в экстракции
холестерина из образца [37], с последующим высушиванием и перерастворением в
смешивающихся с водой растворителях (изопропанол [38], смесь изопропанола с
диоксаном [39] и т.д.), далее образец диспергируется в водной среде с образованием
липосом или мицелл. Высушенный экстракт может быть также перерастворен в
растворе детергента (тритон Х-100, тритон WR-1339 и др.).

6. Ферментативный анализ триглицеридов
Для анализа триглицеридов часто используется метод, разработанный Bucolo

и David [40]. В анализе используются следующие ферменты: липаза,
а-химотрипсин, глицеринкиназа (ГК), пируваткиназа (ПК) и лактатдегидрогеназа
(ЛДГ). Первоначально триглицериды, имеющиеся в образце, гидролизуются с
помощью бактериальной липазы (триацилглицеролацилгидролаза) до глицерина и
свободных жирных кислот (СЖК). Для ускорения протекания данной реакции в
реактив добавляется а-химотрипсин.

липаза . ((Л

триглицерид + 3 Н2О > глицерин + 3 СЖК v >'

Освободившийся в результате реакции (6) глицерин затем фосфорилируется при
участии АТР и глицерокиназы (ГК) с образованием эквимолярного количества ADP

ГК . rj\

глицерин + АТР т а-глицерофосфат + ADP v ''

Образовавшийся ADP реагирует с фосфоенолпируватом (ФЕП) при участии
пируваткиназы (ПК) с образованием пирувата:

ADP + ФЕП — ^ — > АТР + пируват ( 8)

Далее при участии лактатдегидрогеназы (ЛДГ) пируват взаимодействует с
NADH и превращается в лактат:

пируват + NADH + it — Ш ) лактат + NAD+ (9)

Уменьшение количества NADH, измеренное фотометрически по
поглощению при 340 нм, пропорционально количеству глицерина,
образовавшегося из триглицеридов и присутствовавшему в образце в небольшом
количестве свободного глицерина.

В ряде других методов после реакции (7) используется реакция
образовавшегося глицерофосфата с NAD+ при участии глицерофос-
фатдегидрогеназы (ГФД):

глицерофосфат + NAD+ > диоксиацетонфосфат + NADH + H+ ( ^ ) .

Образовавшийся NADH затем-измеряется по нарастанию поглощения при 340 нм.
В современных методах ферментативного анализа триглицеридов часто

используется другой набор реакций, позволяющий производить фотометрические
измерения в видимой области спектра [41]. В них триглицериды также
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гидролизуются с помощью липазы на глицерин и свободные жирные кислоты
(реакция (6)), далее глицерин взаимодействует с NAD+ при участии
глицериндегидрогеназы (ГДГ):

Г* 17Г1

глицерин + NAD+ > дигидроксиацетон + NADH + ИГ (1 *)•

Образующийся NADH реагирует с 2,5-дифенил-3/4,5-диметил-тиазолил-
(2)/2Н-тетразолий бромидом (МТТ). Реакция катализируется ферментом
диафоразой.

N A D H ; МТТ дШф°Ра3а > формазан + NAD+

В результате последней реакции образуется окрашенное соединение -
формазан, количество которого измеряется по поглощению при 550 нм.

Возможен другой вариант реакции (12), где NADH реагирует с индонитро-
тетразолий фиолетовым (ИНТ) с образованием окрашенного продукта (ИНТ-
формазан), который измеряется спектрофотометрически при 500 или 505 нм [42].

Другой метод анализа триглицеридов [43, 44] основан на использовании
фермента L-a-глицерофосфатоксидазы. После ферментативного гидролиза
триглицеридов (реакция (6)) и фосфорилирования глицерина (реакция (7))
глицерофосфат окисляется под действием a-глицерофосфатоксидазы (ГФО) с
выделением перекиси водорода:

глицерофосфат + О2 > дигидроксиацетонфосфат + Н2С>2 (^)-

Далее перекись водорода анализируется с помощью модифицированной
реакции Триндера (реакция (2)), где вместо фенола используется 2-окси-3,5-
дихлорбензолсульфонат натрия. Измерения производятся при 545 нм.

В плазме или сыворотке крови может присутствовать некоторое количество
свободного глицерина эндогенного и/или экзогенного происхождения. Данный
глицерин может дать завышение результатов ферментативного анализа
триглицеридов. В большинстве клинических лабораторий коррекция на свободный
глицерин не проводится, так как завышение результата анализа, как правило, не
превышает 9 мг/дл. В тех случаях, когда требуется более точный анализ, делается
поправка на свободный глицерин пробы путем проведения параллельного анализа
без липазы, т.е. без реакции (6). В автоматических биохимических анализаторах
это может быть сделано довольно легко.

7. Ферментативный микроанализ холестерина и триглицеридов в капле
цельной крови.

Описанные выше методы ферментативного анализа холестерина и
триглицеридов были адаптированы для микроанализа в капле цельной крови.
Данный подход имеет две особенности:

1) все химические и биохимические компоненты анализа находятся в сухом
состоянии (метод так называемой сухой химии) на специальном носителе
(пластиковая пластинка-полоска) и растворяются в момент анализа непосредственно
исследуемой жидкостью [45], измерение производится с помощью специальных
анализаторов сухой химии [46-50] (подобные анализаторы очень удобны для
предварительного массового аншгаза (скрининга) населения [51]);

2) разделение капли крови на клетки и плазму происходит путем фильтрации
через пористую пластинку непосредственно после нанесения капли крови на
противоположную от компонентов сухой химии сторону (плазма проникает через
поры пластинки и достигает зоны анализа).

Разрабатываются также неинструментальные варианты тестов [52], когда
результат анализа на тест-полоске считывается визуально (по принципу
термометра) по изменению окраски сопряженной системы индикаторов.
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8. Ферментативный анализ лецитина (фосфатидилхолина).
В ранних методах [53] ферментативного анализа лецитина был использован

фермент фосфолипаза D (Фл-D). Под действием этого фермента лецитин
гидролизуется с образованием фосфатидной кислоты и холина (рис. 1Д):

Фп-D v (14).
лецитин + НгО т фосфатвдвая к-та + холив

Освободившийся холин осаждался в виде рейнеката. Красно-фиолетовый
холинрейнекат растворялся в ацетоне и его концентрация измерялась
колориметрически при 520 им. Данный вариант анализа лецитина недостаточно
селективен, так как в результат анализа могут давать вклад другие холин-
содержащие фосфолипиды (лизолецитин и сфингомиелин).

В настоящее время в анализах лецитина используется другой фермент -
фосфолипаза С (Фл-С). Данный фермент обычно выделяют из В. cereus. Другие
холин-содержащие фосфолипиды (лизолецитин и сфингомиелин) данной
фосфолипазой не гидролизуются. Лецитин (фосфатидилхолин) гидролизуется Фл-
С на диацилглицерин и фосфохолин (рис. 1Д) [54-56].

Фл-с v

лецитин+Н2О г 1,2-диацилглицерин + фосфохолин

Образовавшийся в результате реакции фосфохолин гидролизуется щелочной
фосфатазой (ЩФ) на холин и неорганический фосфат (Pi):

ЩФ v
фосфохолин + Н2О •—т холин + Pi

После этапа инактивации щелочной фосфатазы образовавшийся холин
определяется одним из двух способов:

1) Фосфорилированием холина при помощи холинкиназы (ХК):

холин+ АТР > фосфохолин + ADP
Далее ADP взаимодействует с фосфоенолпируватом при участии

пируваткиназы (ПК) (реакция (8)), а образовавшийся пируват взаимодействует с
NADH при участии лактатдегидрогеназы (ЛДГ) (реакция (9)). Измерение
производится по уменьшению поглощения NADH при 334, 340 или 365 нм.

2) Окислением холина при помощи фермента холиноксидазы (ХО) [57]:
хо

холин + 2 О2 + Н2О > бетаин + 2 Н2О2 (18).
Далее используется реакция Триндера (реакция (2)), катализируемая

пероксидазой (ПО). Измерение производится по поглощению при 550 нм.
Анализ специфичен на лецитин. Присутствие в образце других

фосфолипидов (лизолецитич, сфингомиелин, глицеролфосфохолин,
фосфатидилэтаноламин и др.) не влияет на результат. В настоящее время
используются оба варианта анализа лецитина (с холиноксидазой и с
холинкиназой). Предпочтение той или иной методике отдается в зависимости от
характера образца. Так если в образце присутствует значительное количество
детергента (например, тритон Х-100), то желательно использовать анализ с
холиноксидазой, так как холинкиназа малоустойчива к детергентам. Если же в
образце присутствуют высокие концентрации билирубина, аскорбата и т. д., то
предпочтение следует отдать анализу с холинкиназой, так как данные вещества
влияют на систему определения Н2О2 с помощью пероксидазы (реакция Триндера).

9. Ферментативный анализ сфингомиелина.
В данном анализе сфингомиелин гидролизуется ферментом

сфингомиелиназой (СМ) на ацилсфингозин и фосфохолин [57, 58] (рис. 2):
СМ

сфингомиелин + Н2О > N-ацилсфингозин + фосфохолин

Далее фосфохолин гидролизуется с помощью щелочной фосфатазы на холин
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и неорганический фосфат и т.д. как при анализе лецитина (реакции (16)-(18)). В
данном случае также могут быть использованы оба пути определения холина - с
использованием холинкиназы или холиноксидазы.

Данный вариант анализа может быть также использован для определения
сфингомиелина во фракции ЛВП, полученной методами химической преципитации [59].

10. Ферментативный анализ лецитина и сфингомиелина.
Существует ферментативный тест на определение общего содержания

лецитина и сфингомиелина в сыворотке крови человека [60]. Метод основан на
совместном действии фосфолипазы С и сфингомиелиназы, гидролизующих
соответственно только лецитин и сфингомиелин с образованием фосфохолина
(рис. 1Д, рйс. 2 и реакции (15) и (19)). Далее фосфохолин гидролизуется с
помощью щелочной фосфатазы (реакция (16)) и холин анализируется с
использованием холиноксидазы (реакции (18) и (2)).

Для конечной стадии анализа существует альтернативный вариант, основанный
на определении неорганического фосфата в реакции с метаванадатом [61].

ОН О СН3

Н3С-{СН2)1 2-СН=СН—СН—СН-СН2-О-]-Р-О—CH2~CH2-N4:H3
I . I I
NH ; о" снз

^— Сфингомиелиназа

И
Рисунок 2.

Точка действия сфингомиелиназы.

11. Ферментативный анализ "общих фосфолинидов".
Данный метод позволяет анализировать общее количество холин-

содержащих фосфолипидов в пробе [60, 62-65]. Так как холин-содержащие
фосфолипиды (лецитин, лизолецитин и сфингомиелин) составляют до 97% всех
фосфолипидов сыворотки крови человека, то этот метод назвали анализом "общих
фосфолипидов". В данном методе холин-содержащие фосфолипиды
гидролизуются с помощью фермента фосфолипазы D (Фл-D), выделенной из
микроорганизмов, с образованием в качестве одного из продуктов холина (рис. 1):

Фл-D v (2(\\
фосфолипид + Н2О т холин + фосфатидная к-та V*-"/-

Количество холина стехиометрично общему количеству холин-содержащих
фосфолипидов. Далее холин анализируется с помощью холиноксидазы (реакции
(18) и (2)).

Данный метод также успешно может быть использован для анализа холин-
содержащих фосфолипидов во фракциях липопротеинов крови [66].

12. Ферментативный анализ лизолецитина
Лизолецитин (лизофосфатидилхолин) в присутствии лецитина может быть

определен только по разности результатов анализов с использованием фосфолипазы
D, фосфолипазы С и сфингомиелиназы [57] (реакции (15), (19) и (20)):

лизолецитин = холин (Фл-D) - фосфохолин (Фл-С) - фосфохолин (СМ)
13. Ферментативный анализ глицерофосфатидов
Был разработан простой метод определения глицерофосфатидов в сыворотке

крови [67, 68]. В основе метода лежит гидролиз всех глицерофосфатидов (за
исключением лизолецитина) с участием фосфолипазы С до диглицеридов и
фосфохолина (рис.1 и реакция (15)). Диглицериды определяются в ферментативном
тесте на триглицериды (реакции (6)-(11)) путем выполнения двух анализов:

1) обычный ферментативный анализ триглицеридов в исходной сыворотке;
2) анализ триглицеридов в сыворотке после инкубации ее с фосфолипазой С.
Разность между двумя определениями дает концентрацию

глицерофосфатидов.
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14. Ферментативный анализ свободных жирных кислот
Shimizu et al. [69] разработали простой и быстрый метод ферментативного

микроанализа свободных жирных кислот, основанный на использовании
ферментов ацил-КоА-синтетазы (АКС), миокиназы (МК), пируваткиназы и
лактатдегидрогеназы. Свободные жирные кислоты (RCOOH) активируются
первым ферментом в присутствии АТР и коэнзима А (КоА) с образованием ацил-
коэнзима А, АМР и неорганического фосфата:

RCOOH + ATP + КоА > RCO-KoA + AMP + 2 Pi. ( 2 1 )•
Образовавшийся в реакции AMP взаимодействует с АТР при участии

миокиназы с образованием ADP:

AMP +ATP ^ - > 2 ADP (22).
Далее ADP взаимодействует с фосфоенолпируватом при участии

пируваткиназы (реакция (8)). Образовавшийся пируват реагирует с NADH при
участии лактатдегидрогеназы (реакция (9)). Измерения производятся при 340 нм
по уменьшению поглощения NADH.

Позднее был разработан ферментативный метод [70, 71] анализа свободных
жирных кислот, основанный на использовании ферментов ацил-КоА-синтетазы
(АКС) (реакция (21)) и ацил-КоА-оксидазы (АКО) выделенной из Candida trapi-
calis [72]. Ацил-КоА, образовавшийся в реакции (21), окисляется вторым
ферментом до еноил-КоА с образованием перекиси водорода:

АКО . отл
RCO-KoA + О2 > 2,3-транс-еноил-КоА + Н2О2

 {-'Li)-
Далее перекись водорода анализируется с помощью модифицированной

реакции Триндера (реакция (2)). Вместо фенола используется 2,4-дибромфенол.
По сравнению с фенолом последний дает краситель с большей экстинкцией и
позволяет повысить чувствительность анализа, что очень существенно в случае
анализа свободных жирных кислот. Так как свободный непрореагировавший
коэнзим А ингибирует пероксидазу, используемую в реакции Триндера, то после
первой стадии анализа (реакция (21)) производится блокирование
сульфгидрильных групп коэнзима А с помощью N-этилмалеимида.

Существует вариант анализа свободных жирных кислот с использованием
ацил-КоА-синтетазы и ацил-КоА-оксидазы [73], в котором перекись водорода,
образующаяся в реакции (23), определяется по изменению оптической плотности
при 550 нм в присутствии каталазы и 4-амино-3-гидразино-5-меркапто-1, 2,
4-триазола. Данные ферментативные методы линейны в большом диапазоне
концентраций и обладают широкой специфичностью по отношению к свободным
жирным кислотам (от С12 до С18).

Был предложен метод анализа свободных жирных кислот [74], аналогичный
вышеизложенным, в котором перекись водорода, получающаяся в реакции (23),
определяется с помощью хромогенного реактива - эквимолярной смеси Ti(IV) и
4-(2-пиридилазо)резорцина. Взаимодействие перекиси водорода с данным
реактивом приводит к появлению окрашенного соединения, поглощающего при
508 нм. Предложенный метод позволяет определять свободные жирные кислоты с
длиной углеводородной цепи от С6 до С18 независимо от степени их насыщенности.
Диапазон измеряемых концентраций от 0,2 до 1,5 мМ. Метод не чувствителен к
различным веществам, обычно присутствующим в сыворотке крови и искажающим
результаты анализа, основанного на модификациях реакции Триндера.

15. Ферментативный анализ оксистероидов
Разработаны методы [75-77], позволяющие проводить определение

оксижелчных кислот и других оксистероидов в биологических жидкостях. Методы
основаны на окислении оксистероидов (За, 7а, Зр\ 170) с помощью
соответствующих дегидрогеназ (ОСДГ) в присутствии NAD+ с образованием
кетостероидов и NADH:
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оксистеронд + NAD+ > кетостероид + NADH ' ' '
Далее NADH в присутствии диафоразы и хромогена (хлорид З-(л-йодфенил)-

2-(и-нитрофенил)-5-фенил-2Н-тетразолий) дает окрашенный продукт - формазан.
О количестве последнего судят по изменению оптической плотности при 500 нм:

Диафораза /о с \
NADH + хромоген > формазан + NAD+ ^ 2 5 )

Чувствительность анализа можно увеличить примерно на два порядка, если
использовать кинетический метод [77] измерения, в основе которого кроме
приведенных выше реакций лежит дополнительная сопряженная реакция
восстановления NAD+ до NADH за счет окисления этанола до ацетальдегида в
присутствии алкогольдегидрогеназы (АДГ):

А ТТГ1

этанол + NAD+ > ацетальдегид + NADH ' ''
Скорость этой сопряженной ферментативной реакции в определенных

пределах пропорциональна концентрации NADH, полученного в реакции (24).
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The review described principles of modern methods of enzymatic analysis of lipids. Many of
these methods of determination of cholesterol, cholesterol ethers, triglycerides, free fatty acids, vari-
ous types of phospholipids and oxisterols may be employed or are employed in clinical diagnostic lab-
oratories.
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