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Работа № 1. Денатурация белков под действием кислот и при нагревании.

Принцип метода: денатурация - это нарушение структурной организации белковой молекулы, приводящее к изменению физико-химических и биологических свойств белка. Большинство белков теряют биологическую активность в присутствии сильных минеральных и органических кислот, при обработке ПАВ, органическими растворителями, солями тяжелых металлов и под действием физических факторов (температура, ультразвук, радиация). Денатурации предшествует нарушение гидратной оболочки и снятие заряда белка, в силу чего он становится менее гидрофильным и легко осаждается.

Клинико-диагностическое значение.

Осаждение белка с помощью ТХУ широко используется в клинической практике для обнаружения белка в  биологических жидкостях (моча, экссудаты и др.).

В клинической практике выполнению анализа сыворотки крови на содержание малых молекул (глюкоза, мочевая кислота и т.д.) предшествует осаждение белков действием минеральных кислот или ТХУ.

Способность белка прочно связывать ионы тяжелых металлов в виде нерастворимого осадка используется как противоядие при отравлениях солями тяжелых металлов.

Работа № 2. Обнаружение никотинамидадениндинуклеотида (НАД) в дрожжах.

Принцип метода: В процессе тканевого дыхания водород от оксиляемого субстрата с помощью ферментов дегидрогеназ переносится на коферменты ФАД или НАД+. НАД+ - кофермент, содержащий витамин РР, встречается во многих тканях и органах человека и животных, много его и в дрожках. Этот кофермент легко извлекается из дрожжей горячей водой (он термостабилен) и может быть обнаружен по образованию флуоресцирующего комплекса с ацетоном.

2. Напишите в общем виде реакцию дегидрирования субстрата с участием НАД+.

Работа № 3. Определение амилазной активности в моче (крови) методом Каравея со стойким крахмальным субстратом.

Принцип метода: α-амилаза гидролизует крахмал с образованием продуктов, не дающих цветной реакции с йодом. Об активности α-амилазы судят по уменьшению интенсивности окраски.

Нормальные значения. Сыворотка крови: 3,3-8,9 мг/(с•л), Моча: до 44 мг/(с•л).

Клинико-диагностическое значение. Повышение активности α-амилазы в крови и моче наблюдается при остром панкреатите (до 90% и более), а также при вирусном гепатите и раке поджелудочной железы. Труднообъяснимую гиперамилаземию вызывают холецистит, перитонит, ожоги, острый аппендицит. Употребление многих фармакологических препаратов (кортикостероиды, салицилаты, тетрациклин, гистамин) приводит к повышению уровня активности α-амилазы. При почечной недостаточности α-амилаза в моче отсутствует.

Работа № 1. Специфичность фермента α-амилазы.

Принцип метода: Специфичностью действия ферментов называется их способность катализировать только определенные химические реакции. Например, α-амилаза ускоряет гидролиз крахмала, но не виляет на скорость гидролиза сахарозы.

Работа № 2. Влияние рН на активность ферментов.

Принцип метода: Оптимум рН α-амилазы слюны, при котором она обладает максимальной каталитической активностью – 6,6-6,8, что соответствует значению рН в ротовой полости. Сдвиг рН в кислую или щелочную сторону приводит к инактивации фермента.

Об изменении активности слюнной α-амилазы судят качественно по уменьшению интенсивности окраски раствора после добавления йода в инкубационную среду.

Работа № 3. Влияние температуры на активность α-амилазы слюны.

Принцип метода: Температура, при которой наблюдается максимальная активность фермента называется оптимальной. Для большинства ферментов организма человека она равна 35-40°С. При более высоких температурах, как и при более низких, скорость ферментативных процессов падает.

Работа № 4. Влияние активаторов и ингибиторов на активность α-амилазы слюны.

Принцип метода: Каталитическое действие ферментов может усиливаться некоторыми веществами, которые называются активаторами. Вещества, тормозящие активность ферментов, называются ингибиторами. Часто активирующее или тормозящее действие оказывают ионы металлов.

Работа № 1. Качественное определение цитрата и сукцината флуориметрическим методом.

Принцип метода: Ди- и трикарбоновые кислоты, карбоксильные группы которых разделены не более чем двумя атомами углерода (НООС-СR2-СR2-СООН), при взаимодействии с резорцином в присутствии серной кислоты образуют флуоресцирующие продукты.

Реактивы: кристаллы цитрата, сукцината и резорцина, конц. серная кислота, дистиллированная вода. Посуда: пробирки, капельницы, склянки. Оборудование: горелка, флуороскоп.

Работа № 1. Качественное определение сукцинатдегидрогеназы (СДГ).

Принцип метода: 
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Реактивы: гомогенат мышечной ткани, фосфатный буфер, растворы кислот (янтарная, малоновая), метиленовая синь, дистиллированная вода. Посуда: пробирки, бюксы, центрифужные пробирки, пипетки, бюретки. Оборудование: термостат, центрифуга, микродозаторы. СДГ интенсивно окисляет сукцинат, при заболеваниях, сопровождаемых или вызванных гипоксией, увеличивая, таким образом, генерацию АТФ, снимая энергетический дефицит в тканях. Янтарная кислота применяется как лекарственный препарат при гипоксиях.

Работа № 2. Количественное определение активности каталазы по Баху и Зубковой.

Принцип метода:

Каталаза – фермент катализирующий окислительно-восстановительную реакцию между двумя молекулами пероксида водорода: 2НООН ─каталаза→ 2НОН + О2.

В основе количественного определения каталазы лежит определение количества пероксида водорода, разложенного ферментом за определенный промежуток времени, по уравнению: 2KMnO4 + 5 H2O2 + 4 H2SO4 ↔ 2KHSO4 + 2 MnSO4 + 8HOH + 5O2

Активность фермента выражают каталазным числом и показателем каталазы. Каталазным числом (КЧ) называют количество H2O2 мг, которое разлагается в 1 мкл (мл) крови. Показателем каталазы называют отношение каталазного числа к количеству млн эритроцитов в 1 мкл крови. О количестве расщепленного пероксида водорода судят по разности количества KMnO4, израсходованного на титрование контрольной и опытной пробы.

Реактивы: раствор крови (готовит лаборант: 0,1 мл цельной крови в мерной колбе доводят до 100 мл дистиллированной водой. В 1 мл растворе крови – 1 мкл цельной крови), дистиллированная вода, пероксид водорода (1%), H2SO4 (10%), раствор KMnO4 (0,1Н). Посуда: конические колбы, пипетки, бюретки, мерные пробирки. Оборудование: электроплита, микродозаторы. Определение активности каталазы крови имеет значение для диагностики анемии, туберкулеза и онкологических заболеваний. При этих заболеваниях активность каталазы в крови снижается.

Работа № 1. Определение активности ЛДГ в сыворотке крови.

Принцип метода: основан на определении скорости снижения реакции катализируемой ЛДГ. Спектрофотометрическое определение оптической плотности при окислении НАДН2  в  НАД+ проводят при длине волны 340 нм (тест-Варбурга).

ПВК + НАД·Н + Н+ ← лактатдегидрогеназа →  МК + НАД+

Скорость падения Е (оптической плотности) пропорциональна снижению концентрации НАДН и активности ЛДГ.

Работа № 2. Определение содержания молочной кислоты в сыворотке крови.

Принцип метода: Определение молочной кислоты основано на реакции катализируемой ЛДГ (см. выше) и тесте-Варбурга – спектрофотометрической регистрации прироста НАДН при длине волны 340 нм,  эквимолярному окисленной молочной кислоте.

Клинико-диагностическое значение: Определение активности ЛДГ и содержания молочной кислоты в сыворотке крови широко используется в клинической практике для характеристики функционального состояния гликолиза, тканевого дыхания и проницаемости клеточных мембран. Так при снижении или полном прекращении поступления кислорода в ткани, при ингибировании или структурном повреждении ферментов тканевого дыхания происходит повышение обоих биохимических показателей. Однако при большинстве патологических состояний повышенная активность гликолиза и проницаемость мембран сочетаются  и это приводит к более резкому увеличению концентрации МК и активности ЛДГ, например, при воспалительных процессах в почках, мышцах, ишемии тканей и т.д.

    Существуют патологические состояния, когда наоборот, активность гликолиза снижается - при гипогликемических состояниях, дефиците регуляторных факторов, стимулирующих гликолиз или при его ингибировании.

Работа № 1. Определение содержания глюкозы в сыворотке крови.

Принцип метода: Глюкоза при нагревании с о-толуидином в растворе уксусной кислоты дает зеленое окрашивание, интенсивность которого пропорциональна содержанию глюкозы.

Клинико-диагностическое значение.  

Концентрация глюкозы крови находится под контролем многих органов и систем и поэтому отражает их функциональное состояние, но в первую очередь функциональное состояние инсулярного аппарата и обмена инсулина, затем функциональное состояние эндокринных систем, вырабатывающих антиинсулярные гормоны и метаболизм этих гормонов. В меньшей степени уровень глюкозы отражает состояние внутренних органов прежде всего печени и почек, а также глюкозозависимых (головной мозг), интенсивно гликолизирующих тканей (опухолевая, жировая) и др. Вот почему  при патологических состояниях указанных органов и систем исследуется концентрация глюкозы крови  как диагностического и прогностического биохимического показателя, помогающего уточнить или установить диагноз, проследить динамику течения болезни и эффективность лечения, документировать выписку больного.

Работа № 1. Полуколичественное определение глюкозы в моче.

Принцип метода: основан на реакции Фелинга –  взаимодействия глюкозы со смесью сернокислой меди, цитрата натрия и углекислого натрия, при нагревании развивается окраска от синей до кирпично-красной, в зависимости от концентрации глюкозы.

Клинико-диагностическое значение. Глюкозурия у больных сахарным диабетом свидетельствует о декомпенсации течения болезни о содержании глюкозы в крови выше сахарного порога (9,5 – 10,5 ммоль/л). Такое состояние болезни всегда опасно развитием острых и хронических осложнений.

Работа 2. Полуколичественный экспресс - анализ  содержания глюкозы в моче с использованием диагностических тест-полосок «Глюкозо-Уротест»

Принцип метода. Тест-полоска представляет собой полоску полистерола с нанесенным на неё аналитическим составом в виде цветного квадратика, который при взаимодействии с раствором глюкозы, в концентрации от 0,1% до 20%,  изменяет свой цвет вследствие окисления глюкозы и восстановления красителя, например, о-толидина. Реакция идет в два этапа при  участии двух ферментов – глюкозооксидазы и пероксидазы.

Высокая специфичность и чувствительность этого метода, а также простота и быстрота выполнения позволяют широко применять его как предварительный тест при массовом обследовании больных и населения. Кроме того, он позволяет самому больному следить за содержанием  глюкозы в моче и степенью компенсации диабета.

Работ 3. Полуколичественный экспресс- анализ  содержания кетоновых тел в моче.

Метод основан на реакции с нитропруссидом натрия, который при взаимодействии с ацетоном и ацетоуксусной кислотой в щелочной среде образует продукты реакции фиолетового цвета.

Клинико-диагностическое значение. Повышение концентрации кетоновых тел в крови и моче  больных сахарным диабетом свидетельствует о декомпенсированном состоянии болезни, при котором может развиться кетоацидотическая кома и летальный исход.

Работа № 1. Исследование эмульгирующих свойств ПАВ желудочно-кишечного тракта.

Принцип метода: ПАВ снижают поверхностное натяжение липидных частиц в водной среде и они распадаются на более мелкие, образуя эмульсию с размером частиц до 0,5 мк, в результате площадь соприкосновения с липолитическими ферментами увеличивается и скорость  липолиза возрастает.

Работа № 2. Влияние желчи на активность панкреатической липазы.

Принцип метода: При воздействии липазы на эмульгированные жиры молока происходит их гидролиз, который можно наблюдать по обесцвечиванию розовой окраски предварительно добавленного фенолфталеина, вследствие подкисления реакционной среды освобождающимися  высшими жирными кислотами.

Клинико – диагностическое значение.

При нарушении поступления желчи в 12-ти перстную кишку нарушается переваривание и всасывание липидов,  в том числе незаменимых. Это сопровождается стеатореей, развитием гиповитаминозов жирорастворимых витаминов, поступлением желчных пигментов в кровь и мочу c последующим развитием желтухи.

Работа № 1. Исследование содержания перекисных радикалов и гидроперекисей липидов.

Принцип метода: В  процессе ПОЛ образуются перекисные радикалы и перекиси липидов, которые при взаимодействии  с Fe2+  окисляют его до Fe3+ по схеме:

R-OO.  +  Fе2+ +  Н+ (( R-OOH + Fе3+

R-OOH + Fe2+ ((  RO.  +  .OH + Fe3+

Образующийся  Fe3+ даёт цветную реакцию с тиоционатом аммония (роданистым аммонием). Интенсивность окраски тиоционата железа прямо пропорциональна содержанию гидроперекисей липидов.

Работа № 2. Исследование содержание МДА.

Принцип метода: Малоновый диальдегид с тиобарбитуровой кислотой (ТБК) при кипячении образует окрашенный комплекс розового цвета, интенсивность окраски комплекса пропорциональна концентрации МДА.

Клинико-диагностическое значение. Доказано, что кровь и её компоненты отражают состояние ПОЛ в тканях организма. В связи с этим целесообразно изучать показатели ПОЛ в крови для уточнения диагноза заболевания, динамики течения патологического процесса и эффективности его лечения. ПОЛ является одним из ведущих механизмов повреждения  клеточных мембран, развития метаболических нарушений и клинических проявлений, в том числе и в выше приведенной патологии.

Работа № 1. Определение содержания общего ХС в сыворотке крови.

Принцип метода - основан на реакции Златкис-Зака. Холестерин при взаимодействии с хлорным железом в присутствии смеси серной, фосфорной и уксусной кислот образует окрашенный продукт, оптическая плотность его раствора пропорциональна концентрации  холестерина.

Содержание холестерина  ммоль/л: идеальное ( 5,2; допустимое 5,2 – 6,5; патологическое ( 6,5.

Клинико-диагностической значение: Исследование уровня ХС в сыворотке крови не даёт точной диагностической информации о конкретном заболевании, а лишь отражает патологию обмена липидов в организме. Его содержание исследуется для уточнения диагноза типа липидемии, а также для расчёта коэффициента атерогенности (см. ниже) и прогноза развития коронарного артериосклероза. Повышенный уровень ХС наблюдается  при IIа, IIб, III типах липидемий, сахарном диабете, ожирении, алкоголизме, холестазе и др. Гипохолестеринемия - при голодании, синдроме мальабсорбции, гипертиреозе, онкологической кахексии, туберкулёзе, анемиях.

Работа № 2. Определение содержание ХС-ЛПВП в сыворотке крови.

Принцип метода: Добавление к образцу сыворотки крови осаждающего раствора – смеси фосфорновольфрамовой кислоты и MgCI2, приводит к осаждению всех липопротеидных фракций сыворотки крови, кроме ЛПВП. В полученном при центрифугировании супернатанте, определяется ХС-ЛПВП, аналогично общему холестерину.

Содержание ХС-ЛПВП в ммоль/л.

Нормальные величины:          мужчины       ( 1,42;          женщины        ( 1,68.

Группа риска:                          мужчины  0,9 – 1,42;          женщины 1,16 – 1,68.

Патологические нарушения:  мужчины        (  0,9;          женщины        (  1,16.

Клинико-диагностическое значение.

Снижение содержания ХС-ЛПВП ниже, чем 1,42 у мужчин и 1,68 у женщин следует рассматривать как неблагоприятный признак, предсказывающий развитие атеросклероза и ИБС. При снижении концентрации с 0,91 до 0,78, т.е. всего на 0,13 ммоль/л, повышается риск развития ИБС в 3 раза. Таким образом, ХС-ЛПВП является очень чувствительным интегральным тестом, отражающим состояние обмена ЛП, и не зависит от изменения уровня общего ХС.

Снижение содержания ХС-ЛПВП наблюдается при ожирении, курении, избыточном употреблении в пищу углеводов, гиподинамии и, значительное снижение - при атеросклерозе, инфаркте миокарда, сахарном диабете, заболеваниях печени,  липопротеинемии IV типа, болезни Танжи, дефиците ЛХАТ.

Повышение ХС-ЛПВП происходит под влиянием физических нагрузок, эстрогенов, пестицидов, алкоголя, но при его исчезновении из крови их уровень снижается до исходного.

В клинической практике для оценки атерогенности дислипопротеинемий пользуются расчетным коэффициентом атерогенности (КА).

КА = ХС общ. – ХС-ЛПВП / ХС-ЛПВП 

В норме КА не должен превышать 3,5. В противном случае ставится диагноз -  атеросклероз.

При нормолипидемии, чем ближе КА к верхней допустимой границе, тем выше вероятность развития атеросклероза. Таким образом, коэффициент КА позволяет выявлять клинические и доклинические стадии атеросклероза.
Работа № 1. Определение рН желудочного сока.

Принцип метода: Индикатор Конго в нейтральной и слабо кислой среде имеет красную окраску, а при рН меньше 3-4 меняет ее на синюю. Это происходит только в присутствии сильной соляной кислоты (органические кислоты не снижают рН ниже 4,0).

Работа № 2. Определение лактата в желудочном соке.

Принцип метода: Качественная реакция на молочную кислоту основана на ее способности образовывать с ионами Fe3+ комплекс желто-зеленого цвета. Эта окраска наиболее четко определяется при проведении реакции с фенолятом железа.

Работа № 3. Определение кислотности желудочного сока.

Принцип метода: Определение кислотности желудочного сока основано на титровании кислореагирующих веществ 0,1 Н раствором NaOH. Титрование в присутствии двух индикаторов позволяет в одной пробе определить свободную HCl, связанную HCl и общую кислотность. Кислотность определяется количеством мл 0,1 Н раствора NaOH, пошедшего на титрование 100 мл желудочного сока (титрационные единицы, Т.Е.). В норме общая кислотность у взрослых составляет 40-60 Т.Е.

Клинико-диагностическое значение работы.

Исследование желудочного сока проводят для выяснения функционального состояния желудка. При острых воспалительных процессах (острая язва, острый гастрит) наблюдается повышение содержания соляной кислоты (гиперхлоргидрия), а при переходе их в хроническую форму гиперхлоргидрия сменяется гипохлоргидрией. Атрофия, возникающая при злокачественном перерождении тканей, сопровождается ахлоргидрией (отсутствием соляной кислоты) и даже ахилией (полное отсутствие секреции). Наблюдая изменение секреции соляной кислоты можно уточнять диагноз и давать прогноз течения болезни. Лактат появляется в желудочном соке в результате молочнокислого брожения, которое возникает при снижении кислотности (развитие микрофлоры).

Работа № 1. Определение мочевины в сыворотки крови.

Принцип метода: Мочевина образует с диацетилмонооксином в кислой среде в присутствии тиосемикарбазида и солей железа окрашенные вещества, интенсивность окраски которых пропорциональна содержанию мочевины в растворе.

Клинико-диагностическое значение работы.

Определение мочевины имеет значение для диагностики заболеваний почек, печени и патологий, сопровождающихся повышенным катаболизмом белков. Повышенное содержание мочевины – один из главных признаков почечной недостаточности. Кроме того повышение уровня мочевины наблюдается при избыточном белковом питании и голодании (за счет распада тканевых белков). Главной причиной пониженного содержания мочевины являются патологические состояния, связанные с уменьшением клеточности паренхимы печени (снижение ее мочеобразующей функции) – гепатит, острая дистрофия и цирроз печени.

Работа № 1. Определение фенилмолочной кислоты в моче.

Принцип метода: При фенилкетонурии в моче больного появляется фенилмолочная кислота. Для ее обнаружения используется хлорид железа (III), с которым она образует комплекс серо-зеленого цвета.

Клинико-диагностическое значение работы.

Цветная реакция на фенилмолочную кислоту в моче является первичным скрининг-тестом на фенилкетонурию. По его результату проводиться дальнейшее обследование для уточнения диагноза.

Работа № 1. Определение мочевой кислоты в сыворотке крови.

Принцип метода: Мочевая кислота – это главный продукт обмена пуриновых нуклеиновых оснований. Определение мочевой кислоты основано на фотоколориметрическом определении окрашенных продуктов, образующихся при восстановлении фосфорно-молибденового реактива Фолина мочевой кислотой. Интенсивность окраски прямо пропорциональна концентрации мочевой кислоты.

Клинико-диагностическое значение работы.

Определение мочевой кислоты имеет особое значение для диагностики начальных стадий поражения почек и подагры. Повышенное содержание мочевой кислоты (гиперурикемия) может быть следствием нефритов и сморщивания почки (уменьшение выделения мочевой кислоты). Резкая гиперурикемия  может быть причиной и признаком подагры. Повышенное содержание мочевой кислоты в крови и моче наблюдается при патологиях, связанных с усиленным распадом нуклеопротеидов: лейкозах, гемолитической желтухе, злокачественных опухолях, диабете и др. Повышенное содержание мочевой кислоты в сыворотке крови наблюдается при анемии и приеме некоторых лекарственных препаратов (салицилаты, атофан).

Работа № 1. определения общей активности креатинкиназы в сыворотке крови.

Принцип метода:

В ходе последовательных реакций происходит восстановление НАДФ:

1) Фосфокреатин + АДФ ← креатинкиназа → креатин + АТФ

2) АТФ + глюкоза ← гексокиназа → АДФ + глюкозо-6-фосфат

3) глюкозо-6-фосфат + НАДФ ← глюкозо-6-ф-дегидрогеназа →  6-фосфоглюконат + НАДФ•Н

Скорость восстановления НАДФ в НАДФ•Н пропорциональна активности креатинкиназы в пробе. Изменение концентрации НАДФ•Н определяют фотометрически на спектрофотометре при длине волны 340 нм. Фотометрирование против воздуха. 

Температура инкубации: 25 ˚С.

Исследуемый материал: 1) сыворотка крови №1 контрольной крысы 2) сыворотка крови №2 крысы с искусственной ишемией мышечной ткани (лаборант за 10 минут до взятия крови у крысы перетягивает лапу).

Диагностическое значение: Креатинкиназа, именуемая также креатинфосфокиназой (АТФ: креатинфосфотрансфераза КФК, КК; КФ 2.7.3.2) пред​ставляет собой энзим, обратимо катализирующий фосфорилирование креатина при помощи АТФ:  

Креатин + АТФ→АДФ + креатинфосфат.

Креатинкиназа (молекулярная масса 81 000 Д) играет важную роль в энергетическом обмене мышечной, нервной и других тка​ней. Наиболее богаты ею скелетная мускулатура, миокард,  матка и мозг. Достаточно высокая активность фермента выявляется в щито​видной железе и легких. В остальных органах, в том числе в пече​ни, а также в эритроцитах обнаруживаются лишь «следы» актив​ности КК. 

Молекула фермента имеет димерную структуру, при комбинации этих субъединиц образуется три изофермента: ММ — мышечный, ВВ — мозговой и MB — гибридный, содержа​щийся в большом количестве в сердечной мышце. В миокарде со​держится два изофермента — MB и ММ, причем активность изо​фермента MB составляет около 25% от общей энзиматической активности. Разделение креатинкиназы на отдельные изоферменты осуществляют  с помощью электрофореза.

Определение общей активности креатинкиназы и ее изоформ требует​ся в основном для диагностики миопатий, инфаркта миокарда, заболеваний центральной нервной системы.

Повышение активности КК может указывать на:

инфаркт миокарда (ММ, ВМ): рост активности начинается через 4—6 ч. после инфаркта, самая высокая активность отмечается через 18—30 ч. (превышение нормы в 5-10 раз), через 72 часа активность КК, как правило, нормализуется;

миодистрофии (При прогрессирующей мышечной дистрофии активность КФК может увеличиваться в 50 и более раз по сравнению с нормой), выраженные изменения при миодистрофии Дюшенна; 

внутримышечные инъекции тетрациклина, некоторых пенициллинов, хлорпромазина, диазепама, др.антибиотиков, седативных средств;

полимиозит;

травма мышц (краш-синдром);

отравление стрихнином, окисью углерода;

состояние после операционного вмешательства;

травмы головы;

гипофункцию щитовидной железы (тироксин ингибирует креатинкиназу).

острую лучевую болезнь;

тяжелую физическую нагрузка. 

Значения активности общей креатинкиназы в сыворотке крови (при 25˚С) у здоровых людей: мужчины - до 80 U/л, женщины - до 70 U/л, новорожденные (2-12 мес.) - до13б U/л, дети - до 94 U/л. Каталитическая концентрация КК сыворотки крови здоровых людей приходится в основном на изоферменты КК-ММ, доля КК-МВ в ней составляет лишь 1—3% от общей каталитической концентрации креатинкиназы. 

Работа № 1. Определение сиаловых кислот по реакции с резорцином (по методу Свеннерхольма).

Принцип метода. При кипячении гликопротеином плазмы крови с ТХУ отщепляются сиаловые кислоты, которые подвергаются мягкому гидролизу с образованием нейраминовой и уксусной кислот. Резорцин в присутствии солей меди дает с нейраминовой кислотой хромоген синего цвета.

Диагностическое значение: Содержание нейраминовой кислоты в крови увеличивается при деструктивных процессах в соединительной ткани: при инфаркте миокарда, остеомиелите, коллагенозах, туберкулезе, лейкемии, раковых опухолях и др. В норме содержание нейраминовой кислоты в сыворотке крови 62-73мг% или 2,00-2,36 ммоль/л. При туберкулезе ↑ до 178 мг%, при раковых опухолях в стадии распада – до 142 мл%. Кроме того, определение нейраминовой кислоты используется для характеристики динамики патологического процесса и эффективности лечения.

Снижение уровня нейраминовой кислоты может наблюдаться при патологических процессах сопровождающихся нарушениями биосинтеза белково-углеводных комплексов, при дегенеративных изменениях в печени, ЦНС,  пернициозной анемии и др.

Работа № 2. Качественный анализ аминокислотного состава желатина и яичного белка.

Желатин – белковый материал, полидисперсная смесь полипептидов (М = 50-70 •103) и их агрегатов (М = 300•103). Образуется из коллагена при длительной обработке хрящей, костей, дермы кипячением в щелочи и экстракцией водой при температуре 50-100˚С. Сохраняет способность к образованию трехспиральной структуры коллагена и образует плотные коллоидные растворы – студни.

Принцип метода. С помощью качественных реакций обнаруживают аминокислоты, входящие в состав желатина и пептидную связь, присущую всем белкам.

Диагностическое значение: Качественные (цветные) реакции часто используются в клинико-биохимических исследованиях, фармацевтической практике для обнаружения присутствия белков, аминокислот в препаратах, подтверждения подлинности препарата, «проявления следов» аминокислот и белков при хроматографическом и электрофоретическом исследованиях.
Работа № 1. Электрофорез белков сыворотки крови.

Принцип метода: Разделение белков сыворотки крови происходит за счет различной скорости перемещения отрицательно заряженных белков при действии постоянного электрического тока. Скорость перемещения пропорциональна соотношению величины заряда к молекулярной массе белка.

Клинико-диагностическое значение определения общего белка сыворотки крови.

Содержание общего количества белка в сыворотке крови здорового человека 65-85 г/л. Увеличение содержания: дегидратация, синдром Шегрена, гипериммуноглобулинемии.

Снижение содержания: потери белка (при гастроэнтеропатиях, острых ожогах, нефротическом синдроме), снижение биосинтеза белка (при тяжелой белковой недостаточности, хронических заболеваниях печени, синдроме нарушения всасывания), перитонит, пернициозная анемия.

Клинико-диагностическое значение определения фракций белка сыворотки крови.

Содержание отдельных фракций белка в % у здорового человека:

альбумины 50-70, глобулины (α1 3-6, α2 9-15, β 8-18, γ 15-25), А/Г=1,3+0,4. 

Увеличение содержания α-глобулинов в сыворотке крови характерно для острых воспалительных процессов, т.к. в данную фракцию входят белки острой фазы (с-реактивный белок, α1-антитрипсин, α2-макроглобулин, церулоплазмин, гаптоглобулин и др.). Содержание α-глобулинов может увеличиваться также при обострениях хронических заболеваний. Увеличение β-глобулинов сыворотки крови происходит вслед за повышением α-фракции, а также при гиперлипопротеидемиях. Содержание γ-глобулинов увеличено при хронических патологических состояниях, связанных с интенсификацией иммунных процессов, т.к. эта фракция состоит главным образом из иммуноглобулинов. Увеличение γ фракции также происходит при образовании парапротеинов. Гипо γ-глобулинемия может быть врожденной или развивается при истощении иммунной системы. Снижение содержания альбуминов возникает при потерях белка (гастроэнтеропатии, нефротический синдром, снижение синтеза). Снижение содержания альбуминов и увеличение содержания глобулинов приводит к уменьшению индекса А/Г, особенно заметному при циррозе печени и нефротическом синдроме.

Работа № 1. Количественное определение гемоглобина крови гемоглобинцианидным методом.

Принцип метода: Гемоглобин при взаимодействии с железосинеродистым калием (красная кровяная соль) окисляется в метгемоглобин (гемиглобин), образующий с ацетонциангидрином окрашенный гемоглобинцианид, интенсивность окраски которого пропорциональна концентрации гемоглобина.

Рекомендации по оформлению результатов работы и написанию выводов

Нормальное содержание Hb у женщин 120-140г/л, у мужчин 130-160 г/л.

Повышение содержания Hb в крови: при обезвоживании организма и миелопролиферативных заболеваниях (при эритремии 180-210 г/л), физиологическое повышение – у новорожденных.

Снижение содержания Hb в крови – основной симптом анемии: железодефицитная анемия (наиболее частая), гемолитическая анемия в период криза, В12, Вс дефицитные анемии, гипопластическая, а также через несколько часов после острой кровопотери.

Работа № 1. Обнаружение в моче патологических составных частей.

Реактивы: моча, конц. HNO3, реактив Ниландера, бензидин, Н2О2, СН3СООН.

Посуда: пробирки, спиртовка.

Ход работы: 

Берут задачу № Х и наливают в пробирки № 1, 2, 3.

Качественная реакция на белок.

В пробирку №1 наливают 1 мл HNO3 и осторожно по стенки наслаивают мочу. На границе жидкостей при наличие белка появляется белый аморфный слой в виде кольца или муть.

Качественная реакция на сахар.

В пробирку №2 наливают 1 мл мочи и 0,5 мл реактива Ниландера. Нагревают до кипения, около 2 минут кипятят. Появление мелкокристаллического черного осадка висмута свидетельствует о присутствии в моче сахара.

Качественная реакция на обнаружение крови в моче.

В пробирку №3 добавляют 1 мл мочи и несколько капель бензидинового реактива (бензидин растворяют в уксусной кислоте и к раствору прибавляют несколько капель Н2О2). При наличии крови в моче появляется зеленое окрашивание.

Работа № 1. Определение содержания хлоридов в сыворотке крови.

Принцип метода: Исследуемая биологическая жидкость титруется раствором азотнокислой ртути, образующая каламель выпадает в осадок. Когда весь Cl- связан, избыток ионов ртути образует с индикатором дифенилкарбазоном сине-лиловое окрашивание, что служит признаком конца титрования.

Работа № 2. Определение содержание кальция в моче по Сулковичу.

Принцип метода: Ионы кальция со щавелевой кислотой образуют нерастворимую соль – оксалат кальция.

Работа № 3. Определение содержание железа в сыворотке крови.

Принцип метода: Белки сыворотки крови осаждают ТХУ. Для установления оптимальной величины рН (4,8-5,0) добавляют ацетат аммония, а для восстановления всего железа – гидразин. Fe2+ образует комплекс розового цвета с батофенантралином и хлорсульфоновой кислотой, интенсивность окраски которой пропорциональна концентрации Fe2+.

   Содержание хлоридов в сыворотке крови в норме    .

   Выделение хлоридов с мочой в норме 170-210 ммоль/сут.

Повышение содержание хлоридов в сыворотке крови: обезвоживание, острая почечная недостаточность, метаболический ацидоз после диареи и потери бикарбонатов, респираторный алкалоз, травма головы, гипофункция надпочечников, при длительном приеме кортикостероидов, тиазидный диуретиков, гиперальдостеронизм, болезнь Кушенга.

Снижение содержания хлоридов в сыворотке крови: алкалоз гипохлоремический (после рвоты), ацидоз респираторный, избыточное потоотделение, нефрит с потерей солей (нарушение реабсорбции), травма головы, состояние с увеличением объема внеклеточной жибкости, калит язвенный, болезнь Аддисона (гипоальдостеронизм).

Повышенное выделение хлоридов с мочой: гипоальдостеронизм (болезнь Аддисона), нефрит с потерей солей, повышенный прием соли, лечение диуретиками.

Снижение выведения хлоридов с мочой: Потеря хлоридов при рвоте, диареи, болезнь Кушинга, терминальная фаза почечной недостаточности, ретенция соли при образовании отеков.

   Содержание кальция в сыворотке крови в норме 2,25-2,75 ммоль/л.

   Выделение кальция с мочой в норме 2,5-7,5 ммоль/сут.

Повышение содержание кальция в сыворотке крови: гиперпаратиреоз, метастазы опухолей в костную ткань, миеломная болезнь, сниженное выделение кальцитонина, передозировка витамина Д, тиреотоксикоз.

Снижение содержания кальция в сыворотке крови: гипопаратиреоз, увеличение выделения кальцитонина, гиповитаминоз Д, нарушение реабсорбции в почках, массивная гемотрансфузия, гипоальбунемия.

Повышенное выделение кальция с мочой: длительное воздействие солнечных лучей (гипервитаминоз Д), гиперпаратиреоз, метастазы опухолей в костную ткань, нарушение реабсорбции в почках, тиреотоксикоз, остеопороз, лечение глюкокортикоидами.

Снижение выведения кальция с мочой: гипопаратиреоз, рахит, острый нефрит (нарушение фильтрации в почках), гипотериоз.

   Содержание железа в сыворотке крови в норме         ммоль/л.

Повышение содержание железа в сыворотке крови: апластическая и гемолитическая анемии, гемохроматоз, острый гепатит и стеатоз, цирроз печени, талассемия, повторные трансфузии.

Снижение содержания железа в сыворотке крови: железодефицитная анемия, острые и хронические инфекции, опухоли, заболевания почек, кровопотеря, беременность, нарушение всасывания железа в кишечнике.

Работа № 2. Определение щелочного запаса крови.

Принцип метода: Количество всех оснований крови является щелочным запасом цельной крови (показатель ВВ). Принцип определения заключается в том, что к цельной крови добавляют заведомо большее количество соляной кислоты для нейтрализации всех щелочных компонентов, а избыток кислоты оттитровывают щелочью (до рН=5,0). Это значение рН является изоэлектрической точкой для основных белков крови, и они выпадают в осадок (раствор мутнеет). Щелочной запас выражается в мэкв щелочи, соответствующих количеству связанной основаниями крови соляной кислоты, в пересчете на 1 мл крови.

Работа № 3. Оценка результатов определения показателей КОС, полученных с помощью приборов «Аструп», «АЗИВ» и др.

Рекомендации по оформлению результатов работы и написанию выводов

Повышение рН мочи: физиологическое - при питании преимущественно овощами; алкалоз крови, длительный или очень значительный ацидоз в крови, цистит. Снижение рН мочи: физиологическое – при мясной диете, ацидоз в крови.

В норме щелочной запас находиться в пределах 100-115 мэкв/л или 400-460 мг% NaOH. Повышение щелочного запаса крови: метаболический алкалоз, компенсированный газовый ацидоз. Снижение щелочного запаса крови: метаболический ацидоз, компенсированный газовый алкалоз.
	Состояние КОС
	Показатели КОС

	
	рН


	рСО2

мм.рт.ст.
	АВ

ммоль/л
	SB

ммоль/л
	BB

ммоль/л
	BE

ммоль/л

	Норма
	7,35-7,45
	35-45
	25-27
	21-25
	42-52
	+2

	газовый ацидоз
	↓
	↑
	N↑
	N↑
	N↑
	

	газовый алкалоз
	↑
	↓
	N↓
	N↓
	N↓
	

	Негазовый

ацидоз 
	↓
	N↓
	↓
	↓
	↓
	↓ (кроме солянокислого

ацидоза)

	негазовый алкалоз
	↑
	N↑
	↑
	↑
	↑
	↑ (после рвоты)


Р50= 30 мм.рт.ст. в норме

Газовые нарушения КОС прежде всего сопровождаются изменениями рСО2. 

Негазовые нарушения КОС прежде всего проявляются в изменении SB, AB, BB.

Комбинированное нарушение КОС: при газовом ацидозе вследствие гипоксии периферических тканей происходит накопление молочной кислоты, проявляются признаки метаболического ацидоза.

Смешанный вид нарушения КОС: при гиперкомпенсации нарушение КОС изменяется в противоположное (например: метаболический ацидоз – в дыхательный алкалоз, выявляются показатели как ацидоза, так и алкалоза).

Компенсированное нарушение КОС: значение рН остаются в пределах нормы.

Работа № 1. Тимоловая проба (диспротеинемический тест) и ее клинико-диагностическое значение.

Клинико-диагностическое значение: Тимоловая проба (ТП) - является одной из наиболее чувствительных осадочных проб и фиксирует дис- и парапротеинемию по изменению соотношения альбуминов и β, γ- глобулинов, липопротеидов, фосфолипидов и по появлению в сыворотке крови высокомолекулярных аномальных белков. Проба не специфична, так как дает положительный (+) ответ при острых и хронических воспалительных процессах протекающих в различных органах и тканях (печень, почки, легкие, соединительная ткань и т.д.).

 ТП имеет цифровое выражение - от 0 до 20 и более ед. S-H, по которому можно судить о наличии патологического процесса и его и его степени тяжести и динамика развития. В норме (отсутствие воспаления) - ТП отрицательная –ТП (-), равна на 0-4 ед. S-Н, ТП (+) - при 5 -20 и более ед. S-Н.

В клинике ТП используется наряду с другими биохимическими тестами при диагностике заболеваний печени: ТП (+) - при острых вирусных и хронических токсических гепатитах, декомпенсированном циррозе, раке и его метастазах в печень. ТП (+) при печеночной желтухе. ТП (-) при надпеченочной и подпеченочной желтухе (без цитолиза).

Принцип метода: При взаимодействии сыворотки крови с тимоло-вероналовым буфером (рН=7,55) появляется помутнение вследствие образования глобулин-холестерин-липопротеид-тимол-фосфолипидного комплекса. Его интенсивность связана с количеством и % соотношением отдельных фракций. Степень помутнения оценивается нефелометрически на ФЭК. 

Работа № 2. Определение концентрации общего билирубина и его фракций (неконъюгированного и конъюгированного билирубина) в сыворотке крови по Йендрашику.

Клинико-диагностическое значение: Определение общего билирубина и его фракций (некоъюгированного и конъюгированного билирубина) в сыворотке крови и уробилиногена в моче относится к обязательным биохимическим исследованиям при диагностике заболеваний печени, так как позволяет установить уровень нарушения пигментного обмена и дифференциально диагностировать желтухи.

Содержание общего билирубина (БРобщ) в сыворотке крови в норме составляет 8,5-20,5 мкмоль/л (0,5-1,2 мг%), из них 75% приходится на долю свободного (неконъюгированного) билирубина (БРнекон).

Гипербилирубинемия (повышение концентрации БР в сыворотке крови) - является результатом нарушения динамического равновесия между скоростью образования и выделения БР и может быть вызвана различными причинами (гемолиз, цитолиз, холеотаз).

Повышение концентрации БР в сыворотке крови до 28мкмоль/л и более сопровождается желтушной окраской кожных покровов, слизистых оболочек склер глаз т.е. желтухой (за счет отложения в тканях диффундирующего из крови БР).

Принцип метода: Общий билирубин сыворотки крови (БРнекон. и БРкон.) определяется на основе реакции с диазореактивом (диазотированной сульфаниловой кислотой) после диссоциации комплекса альбуминов плазмы и БРнекон, в присутствии кофеинового реактива и перехода БРнекон в растворимое состояние. БРкон (растворимый) дает с диазореактивом розовое окрашивание сразу (без кофеинового реагента).

Интенсивность окрашивания исследуемого раствора пропорциональна концентрации азобилирубина в сыворотке крови и оценивается колориметриметрически на ФЭКе.

Концентрация БРнекон определяется расчетным путем как разность между концентрациями БРобщ и БРкон.

Работа № 1 Исследование концентрации холестерина в периферической крови у людей разного возраста.

 Принцип метода. При гидролизе эфиров холестерина холестеролэстеразой образуется     свободный холестерин. Образовавшийся и имеющиеся в пробе холестерин окисляются кислородом воздуха под действием холестеролоксидазы с образованием эквимолярного количества перекиси водорода. Под действием пероксидазы перекись водорода окисляет хромогенные субстраты с образованием окрашенного продукта. Интенсивность окраски пропорциональна концентрации холестерина в пробе.

Работа № 2. Исследование концентрации общего белка в периферической крови.

Принцип метода. Белок образует окрашенный комплекс с ионами меди в щелочной среде.

Работа № 1. Качественное определение ацетальдегида в моче при отравлении этанолом.

Принцип метода: Ацетальдегид с фуксинсернистой кислотой образует комплекс фиолетового цвета.

Работа № 2. Качественное определение фенола в моче.

Принцип метода: Лекарственные препараты (производные салициловой кислоты и ПАСК), ароматические углеводороды частично обезвреживаются в печени с образованием гидроксила в бензольном кольце. В гидроксилированной форме они попадают в мочу и с хлорным железом дает красно-фиолетовое окрашивание.

Работа № 3. Качественное определение малонового диальдегида с помощью тиобарбитуровой кислоты.

Принцип метода: Малоновой диальдегид (МДА) является конечным продуктом перекисного окисления липидов в клетке. Увеличение его концентрации свидетельствует об увеличении липидной пероксидации в организме, вызванной радиоактивным излучением
Работа № 4. Качественное определение пролина в моче.

Принцип метода: Пролин одна из основных аминокислот белка соединительной ткани - коллагена. При увеличении фиброзного процесса в тканях увеличивается концентрация его в крови и моче. Пролин при высокой температуре образует в изотиновом растворе ярко-голубой комплекс.

Работа № 1. Качественные реакции на витамины В1, В2, В6, В12, РР, фолиевую кислоту.

Диагностическое значение: позволяет обнаружить витамины в биологических жидкостях, пищевых продуктах определить подлинность лекарственного препарата.

	Витамин
	Принцип метода
	Порядок выполнения работы
	Качественная реакция

	В1
	В щелочной среде тиамин окисляется в тиохром, который флуоресцирует в УФ
	2 капли 5% раствора тиамина

2-4 капли 10% раствора NaOH

2-3 капли 5% р-ра K3[Fe(CN)6] (окислитель)

10 минут выдержки после перемешивания 
	УФ, синяя флуоресценция

	В2
	Рибофлавин и флавиновые ферменты флуоресцируют в УФ. Восстановленные формы не флуорисцируют в УФ.
	10 капель 0,025% р-ра рибофлавина

10 капель 0,025% р-ра рибофлавина, 2 капли 0,5% р-ра тиосульфата натрия (восстановитель). Перемешивают.


	УФ, желто-зеленая

УФ, отсутствие флуоресценции



	Фолиевая к-та
	В щелочной среде флуоресцирует
	10 капель 0,001% р-ра фолиевой к-ты

1 мл 0,1Н р-ра NaOH. Перемешивают
	УФ, голубая флуоресценция

	В6
	Качественная реакция связана с присутствием в молекуле вит. В6 фенольного гидроксила.
	5 капель 1% р-ра вит. В6.

5 капель 1% р-ра FeCl3. Перемешивают
	Красное окрашивание

	РР
	Качественная реакция связана с кислотными свойствами никотиновой кислоты.
	20 капель 3% р-ра вит. РР взбалтывают и нагревают до кипения

Добавляют 20 капель ацетата меди. Нагревают до кипения.

Охлаждают под струей воды.
	Синий осадок медной соли никотиновой кислоты


Работа № 1. Качественные реакции на витамины А, Е, Д.

Диагностическое значение: позволяет обнаружить витамины в биологических жидкостях, пищевых продуктах определить подлинность лекарственного препарата.

	Витамин
	Принцип метода
	Порядок выполнения работы
	Качественная реакция

	А
	Дегидратация в кислой среде приводит к образованию окрашенного соединения
	3 капли масляного раствора витамина А в хлороформе

1 капля конц. Н2SO4. Перемешивают 
	Красно-фиолетовая окраска переходит в красно-бурую

	Д
	Продукт взаимодействия витамина Д с бромом – окрашенное соединение
	2-4 капли масляного раствора витамина Д.

2-4 капли раствора брома в хлороформе (1:60). Перемешивают.


	Зеленовато-голубое окрашивание



	Е
	Α-токоферол окисляется в хинон, который окрашивает раствор
	4-5 капель 0,1% спиртового раствора витамина Е.

0,5 мл 1% раствора FeCl3. Перемешивают
	Красное окрашивание


Работа № 2. Количественное определение витамина С.

Принцип метода: основан на способности аскорбиновой кислоты восстанавливать 2,6 дихлориндофенол (2,6-ДХИФ), который в кислой среде имеет красную окраску, а при восстановлении обесцвечивается. Щелочной раствор 2,6-ДХИФ синего цвета. Исследуемый раствор титруют в кислой среде щелочным раствором 2,6-ДХИФ до появления розового окрашивания.

	V1 

исследуемая проба (мл)
	V 

Н2О (мл)
	V 

10% HCl (мл)
	V2 

2,6-ДХИФ (мл)
	Расчет [С] аск. к-ты

мг/мл пробы

	10
	10
	0,5
	Титруют до появления розового окрашивания
	[С]=0,088•V2/V1 (мг/мл)

1мл 0,001М р-ра 2,6-ДХИФ соответствует 0,088 мг вит. С


Работа № 2. Тонкослойная хроматография плазмы крови.
Принцип метода: Тонкослойная хроматография основана на различии в степени адсорбции разделяемых веществ микропористым адсорбентом (окись алюминия и др.) и их растворимости в растворителе.

Данный метод должен проводиться с соблюдением всех условий, указанных в справочнике: температура, время разгонки, растворитель. По этому наиболее простым и применимым является метод эталонных образцов (метод «свидетелей»), который заключается в том, что исследуемая смесь аминокислот и известные аминокислоты («свидетели») наносятся на линию старта одновременно и разгоняются в одинаковых условиях.

условиях.

Работа № 3. Фотоэлектроколориметрия.
Принцип метода: фотометрия основана на измерении поглощения света определенной длины волны проходящего через исследуемый раствор. Окрашенные растворы образуются после проведения цветных реакций, интенсивность окраски которых пропорциональна концентрации определяемых веществ. Цифровые величины, регистрируемые фотоэлектроколориметром на шкале оптической плотности прибора (нижняя шкала), отражают экстинцию (Е) – оптическую плотность.

условиях.
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