ТЕМА 12. БИОХИМИЯ КРОВИ.

Опыт 1. Определение кислотной емкости крови по методу Неводова.

Принцип метода. Способ Неводова сводится к определению общей кислотной емкости крови. Показателем служит коагуляция гемоглобина, связанная с потерей белком электрического заряда и появлением помутнения в исследуемой пробе при определенном значения рН, соответствующем изоэлектрической точке.

Ход работы: К 10 мл 0,01 N HCl прибавляют 0,2 мл крови, смесь взбалтывают и (медленно!) титруют из микробюретки 0,1 N раствором NаОН до появления помутнения и выпадения хлопьев.

Вычитая количество израсходованной NaОН, ушедшей на титрование, из единицы и умножая полученную разность на коэффициент 20 и на 100, получают величину щелочности крови в мг %.

Пример. Израсходовано 0,67 мл щелочи. Щелочность крови будет равна: 

1,0 - 0,67 = 0,33;

0,33 ∙ 20 ∙ 100 = 660 мг %.

Коэффициент 20 получается при расчете: 0,01 мл 0,1 N раствора NаОН содержит 0,04 мг NаОН. 0,2 мл крови составляет 1/500 от 100 мл крови. Умножив 0,04 на 500, получим коэффициент 20.

Опыт 2. Определение общего белка в сыворотке крови рефрактометрическим методом.

Вначале определяют коэффициент рефракции дистиллированной воды. Он должен быть 1,333. Затем, 2 капли сыворотки помещают между призмами рефрактометра и плотно сжимают их. Пучок света от зеркала направляют на призмы и наблюдая в окуляр перемещают рычаг, пока граница темного и светлого полей не остановится на прерывистой линии. 

Если на границе полей виден мешающий работе цветной спектр, устраняют его, вращая винт компенсатора дисперсии света. Через окуляр делают отсчет по шкале. Границу темного и светлого полей отводят рычагом от пунктира и вновь устанавливают на перекрест линий. Делают второй отсчет по шкале. 

Расчет. Вычисляют из полученных двух отсчетов среднее значение рефракции и находят по таблице соответствующее значение процентного содержания белка в сыворотке крови.

После каждого определения обе призмы тщательно протирают влажной салфеткой, смоченной дистиллированной водой, а затем сухой.

Таблица

Данные пересчета показателей рефрактометра типа РЛУ на содержание белка в сыворотке крови

	Показатель преломления
	Белок г/л
	Показатель преломления
	Белок г/л
	Показатель преломления
	Белок г/л

	1,3420
	35,0
	1,3451
	53,0
	1,3482
	70,9

	1,3421
	35,6
	1,3452
	53,6
	1,3483
	71,4

	1,3422
	36,2
	1,3453
	54,1
	1,3484
	72,0

	1,3423
	36,7
	1,3454
	54,7
	1,3485
	72,7

	1,3424
	37,2
	1,3455
	55,4
	1,3486
	73,5

	1,3425
	38,0
	1,3456
	56,1
	1,3487
	74,2

	1,3426
	38,7
	1,3457
	56,8
	1,3488
	74,8

	1,3427
	39,4
	1,3458
	57,3
	1,3489
	75,3

	1,3428
	39,9
	1,3459
	57,9
	1,3490
	75,8

	1,3429
	40,5
	1,3460
	58,5
	1,3491
	76,3

	1,3430
	41,0
	1,3461
	59,0
	1,3492
	76,8

	1,3431
	41,6
	1,3462
	59,6
	1,3493
	77,3

	1,3432
	42,1
	1,3463
	60,1
	1,3494
	77,9

	1,3433
	42,7
	1,3464
	60,7
	1,3495
	78,5

	1,3434
	43,2
	1,3465
	61,2
	1,3496
	79,2

	1,3435
	43,8
	1,3466
	61,7
	1,3497
	79,9

	1,3436
	44,3
	1,3467
	62,3
	1,3498
	80,6

	1,3437
	44,9
	1,3468
	62,8
	1,3499
	81,2

	1,3438
	45,4
	1,3469
	63,4
	1,3500
	81,7

	1,3439
	46,0
	1,3470
	64,1
	1,3501
	82,3

	1,3440
	46,6
	1,3471
	64,8
	1,3502
	82,8

	1,3441
	47,1
	1,3472
	65,5
	1,3503
	83,3

	1,3442
	47,6
	1,3473
	66,0
	1,3504
	83,8

	1,3443
	48,1
	1,3474
	66,6
	1,3505
	84,4

	1,3444
	48,9
	1,3475
	67,1
	1,3506
	84,9

	1,3445
	49,6
	1,3476
	67,7
	1,3507
	85,6

	1,3446
	50,3
	1,3477
	68,2
	1,3508
	86,3

	1,3447
	50,9
	1,3478
	68,8
	1,3509
	87,1

	1,3448
	51,5
	1,3479
	69,3
	1,3510
	87,6

	1,3449
	52,0
	1,3480
	69,8
	1,3511
	88,1

	1,3450
	52,5
	1,3481
	70,3
	1,3512
	88,6


Опыт 3. Определение белковых фракций в сыворотке крови методом электрофореза.

Принцип метода. Каждый белок в растворе имеет электрический заряд, причем его величина является индивидуальной. Белки, в поле постоянного электрического тока перемещаются с различной скоростью, и таким образом смесь белков разделяется на отдельные фракции.
Ход работы: Смачивают полосы хроматографической бумаги в буферном растворе и остаток буфера удаляют путем промокания между листами фильтрованной бумаги. Затем концы полос хроматографической бумаги опускают в противоположные электродные камеры и укрепляют их в строго горизонтальном положении.

На установленные полосы хроматографической бумаги при помощи микропипетки наносят 0,01 - 0,03 мл сыворотки, отступая на 2 см от катодного конца полосы. После этого камеру закрывают крышкой и подключают к источнику постоянной, тока.

Электрофорез осуществляют при градиенте потенциала от 3 до 8V на 1 см полосы. При длине полосы 26 - 30 см это составляет 180 - 200V. Сила тока при этом не должна превышать 0,3 мА на каждый сантиметр поперечного разреза бумажной полосы.

По окончании электрофореза полосы хроматографической бумаги извлекают из камеры и высушивают в сушильном шкафу 20 минут при 105°C.Затем электропротеинограммы окрашивают, погружая их на 30 минут в краситель бромфеноловый синий с сернокислым цинком. Избыток краски отмывают 2 % раствором уксусной кислоты с фенолом, сменяя его два раза.

Для определения соотношения между фракциями белков полосу разрезают на отдельные участки по границам окрашенных участков. Каждую фракцию измельчают на узкие полоски, помещают в отдельную пробирку и заливают 3 мл 0,1 N раствора NaOH. Через 30 минут экстракты колориметрируют в фотоэлектроколориметре при красном светофильтре, в кювете толщиной 3 мм. Контролем при этом служит экстракт из неокрашенного участка электрофореграммы. 

Значение экстинкций по каждой фракции суммируют и их сумму принимают за 100 %, после чего вычисляют, какой относительный процент составляет каждая из фракций. По известному количеству общего белка определяют содержание каждой фракции в абсолютных процентах.

Опыт 4. Определение белковых фракций в сыворотке крови нефелометрическим методом.

Нефелометрия - это метод, основанный на сравнении интенсивности светорассеяния взвесей, эмульсий, коллоидных растворов в проходящем свете. Отдельные фракции белка способны осаждаться фосфатными растворами определенной концентрации. 
Ход работы: Устанавливают в штативе 6 пробирок на каждую пробу, обозначив их цифрами 0, 1, 2, 3, 4. 5. В пробирку № 0 вносят 10 мл дистиллированной воды, в пробирки 1, 2, 3, 4 - по 5 мл соответствующих рабочих фосфатных растворов.

В пробирку №5 вносят 0,5мл сыворотки крови, 0,75 мл дистиллированной воды и 3,75 мл основного фосфатного раствора, закрывают пробкой и перемешивают путем перевертывания ее 5-6 раз, после чего переносят по 0,5 мл смеси в пробирки №№ 1, 2, 3, 4 и 1 мл в пробирку № 0.

Содержимое пробирок тщательно, но осторожно перемешивают, избегая образования пузырьков воздуха и через 15 мин. определяет оптическую плотность (ОП) растворов в пробирках 1, 2, 3, 4 против контроля (№ 0) на фотоэлектроколлориметре при красном светофильтре, в кювете шириной 1 см. Измерения оптической плотности проводят в обратной последовательности, сначала в пробирке № 4, а затем в пробирках №№ 3,2 и 1.

Расчет производится по схеме:

ОП пробирки №1 - ОП пробирки №2 = ОП альбуминов, 

ОП пробирки №2 - ОП пробирки № 3 = ОП (-глобулинов, 

ОП пробирки № 3 - ОП пробирки № 4 = ОП ( -глобулинов, 

ОП пробирки №4 = ОП ( -глобулинов.

Принимая сумму оптической плотности альбуминов и всех глобулиновых фракций за 100%, вычисляют содержание каждой фракции в относительных процентах. Зная концентрации общего белка можно произвести перерасчет в абсолютные величины.
Опыт 5. Определение каталазной активности крови (по методу Баха и Зубковой)

Каталаза участвует в процессе разложения пероксида водорода по схеме:

2H2O2 ( 2Н2О + О2
Каталаза предохраняет организм от токсического воздействия пероксида водорода, образующегося в процессе биологического окисления в тканях. Каталаза крови обладает очень высокой активностью. 

Каталазным числом, показывающим активность каталазы, называется количество мг пероксида водорода, которое разлагается одним микролитром (0,001 мл) крови. В норме оно варьирует от 12 до 20. Содержание каталазы в крови снижается при ряде заболеваний, сопровождающихся истощением организма.

Принцип метода определения каталазного числа основан на определении количества пероксида водорода, которое может быть разрушено ферментом в определенных условиях, за 30 минут. Определяют количество пероксида водорода в контрольной пробе и количество пероксида водорода, оставшееся после действия каталазы (опытная проба). Пероксид водорода оттитровывают перманганатом калия:

2КMnО4 + 5Н2O2 + 3H2SO4 ( 2MnSO4 + K2SO4 + 8H2O + O2
Ход работы: В мерную колбочку на 50 мл вносят 10 мл дистиллированной воды и 0,1 мл крови пипеткой, которую промывают несколько раз содержимым колбы, втягивая жидкость. Доливают в мерную колбу дистиллированной воды до метки и оставляют на 30 минут.

В четыре конические колбочки наливают по 10 мл дистиллированной воды и 1 мл раствора крови, перемешивают. Две колбочки кипятят в течение 5 минут для разрушения каталазы.

Во все колбочки вносят (точно!) по 2 мл 1% раствора пероксида водорода и оставляют стоять при комнатной температуре на 30 минут. Затем в каждую колбочку добавляют по 5мл 10% раствора H2SO4 и оттитровывают содержимое каждой колбочки 0,1 N раствором KMnO4 до появления розового окрашивания, не исчезающего в течение 5 минут.

На титрование контрольной пробы (с прокипяченным раствором крови) пойдет больше раствора KMnO4, чем на титрование содержимого опытных проб, так как каталаза разрушает пероксид водорода.

Результаты работы записывают в форме таблицы.

	Взято

крови для

анализа
	Разведение крови
	Взято разведенной крови для анализа
	Количество мл
0,1 N р-ра KMnO4
пошедшее на 

титрование

	
	
	Контроль
	Опыт
	


Находят разность между количеством миллилитров 0,1 N раствора КМnО4, пошедшим на титрование контрольной и опытной проб (между средними двумя параллельными титрованиями). Эта разность в формуле обозначается буквой А. Находят каталазное число по формуле: 

Х = 34 Н2О2 ∙ 0,1А.

