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М етодические рекомендации предназначены  д л я  студентов, спе­
циализирую щ ихся по биологической химии, изучаю щ их спецкурс 

'М олекулярная эндокрин ологи я ’’ . В практикум е приводятся совре­
менны е м етоды  исследования азотосодерж ащ их инф орм онов - гор ­
м онов, м едиаторов , гистогорм онов: ацегилхолина, гистам ин а, серо­
тони на, тироксина, которы е м огут такж е бы ть использованы  при 
проведении сам остоятельны х научны х исследований , в  то м  числе 
курсовы х и диплом ны х раб от . К аж дая р аб о та  содерж ит теоретиче­
ское вступление, позволяю щ ее понять принцип м етода и целесооб­
разн ость  всех этап ов  ан ализа. П риведены индивидуальны е задания 
разли чной  степени слож ности, ч то  позволяет студентам  глубж е осво­
и ть  п ринц ип  современной научно-исследовательской работы .
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Тема 1

С И С Т Е М А  А Ц Е Т И Л Х О Л И Н  - 
А Ц Е Т И Л Х О Л И Н Э С Т Е Р А З А

А цети лхоли н  является медиатором  холинэргических син ап ­
сов, осущ ествляя взаим одействие меж ду нервны м и клетк ам и , а 
т ак ж е  м еж ду нерв н ы м и  окончаниям и  и  эф ф екторны м и клеткам и . 
П ри ш ед ш и й  к  синапсу  нервны й им пульс д еп оляризует пресинап- 
тическую  м ем брану , ч то  ведет к о ткры тию  в ней кальциевы х  к а ­
н алов . У велич ен ие содерж ания кальция в ц итозоле н ервного  
о ко н ч ан и я  в ы зы в ает  локальное вы свобож дение ацети лхоли н а  из 
п р есинаптической  м ем бран ы  в  синаптическую  щ ель. А цети лхоли н 
связы вается с рецептором  постсинаптической м ем браны , ко то р ы й  
п редставляет собой  кати он н ы й  канал , состоящ ий из 5 тр ан см ем ­
б ран н ы х  по л и п еп ти д о в , д в а  из них им ею т участки связы вани я 
ац ети лхоли н а . П ри  связы вани и 2-х молекул м едиатора с пента- 
м ерны м  к о м п лексом  п роисходит его кон ф орм ац и он н ое  изм ене­
ние, п ри в одящ ее  к  о ткры ван и ю  к ан ала  прим ерно  н а  Одну м и лли ­
секунду, с п оследую щ им  его закры ванием . Ч ерез о ткр ы ты й  к ан ал  
м ем бран ы  з а  э т о т  срок п роход и т д о  30 ты сяч  ионов н атр и я , к о т о ­
р ы е  д еп о л яр и зу ю т м ем брану. В мы ш цах локальн ая д еп оляри за­
ц и я  п о стси наптич еской  мембраны  откры вает  п о тен ц и ал­
зав и си м ы е N a*  кан ал ы , вы зы вая общ ую  д еп оляризацию  п л азм а­
ти ч еской  м ем б р ан ы  м ы ш ечной клетки, ведущ ую  к врем ен ном у 
о тк р ы ти ю  к альц и евы х  кан алов в м ем бранах  саркоплазм ати ческо- 
го  р ети кулум а и вы свобож дению  кальция в  ц и тозоль . П овы ш ени е 
вн у тр и кл ето ч н о й  концентрац ии  кальция вы зы вает сокращ ение 
м иоф и бр и лл  в  м ы ш ечной  клетке. Есть д ан н ы е о том , что  в р аз ­
л и ч н ы х  э ф ф екторн ы х  клетках  (мыш ечны х, секреторны х и  д р .) к о ­
нечн ы й э ф ф ек т  п о сл е  взаимодействия ацети лхоли на с рецептором  
обусловлен  каскад ам и  вн утриклеточны х ацети лхоли нзависим ы х 
р еакц и й  с участи ем  посредников (цГМ Ф , и н озитолтриф осф ата. 
д и ац и л гл и ц ер о л а ), в  т о м  числе участвую щ их в акти ви рован и и  
п р о теи н ки н аз, а  следовательно - в ф осф ориллировании  - дефос- 
ф о р и л л и р о в ан и и  белков ионны х кан алов и ф ерм ентов.

Д л я  п о д го то в к и  синапса к  восп рияти ю  нового  и м пульса 
д о л ж н а наступ и ть  фаза бы строй и н активации  и л и  удаления мс-



д и ато р а . В холинэргических синапсах больш ая часть ацетилхоли- 
на разруш ается л окали зованной  в постсинаптической мембране 
ацети лхоли нэстеразой д о  ацетата и холина. которы е активно 
тран сп ортирую тся через пресинаптическую  м ем брану в нервное 
окончание, где вновь происходит синтез ацегилхолина при 
участии холинацетилтрансф еразы  и  А Т Ф .

Н екоторая часть ацегилхолина из синаптической щели диф ­
ф ундирует в  м еж клеточное простран ство , а  затем  в кровь. Инте­
рес к  поступлению  ацегилхолина в кровь  и  его  циркуляции в ор ­
ган и зм е  повы ш ается в  связи с тем, что  рецепторы  к  ацетилхолину 
обнаруж ены  в  клетках, не имею щ их иннервации (эритроциты  и 
им м унны е лим ф оциты ).

П ри взаимодействии ацегилхолина с гидроксилам ином  об­
разуется ац ети лги дроксам овая кислота. Реакция идет в щ елочной 
среде. Далее, в  кислой среде ацети лги дроксам овая кислота реаги­
рует с ионам и  трехвалентного  железа с о бразованием  окраш енно­
го  ком плекса. О птическая плотн ость п родукта реакции пропор­
циональн а концентрац ии  ацегилхолина.

А ктивность ацегилхолинэстеразы  определяется по разности 
концентрац ий  ацегилхолина д о  и  после инкубации в течение 
определенного  времени.

И ндивидуальны е задани я 
(на 2 занятия)

1. О пределить активность ацегилхолинэстеразы  (А Х Э ) в плазме 
кр о ви  человека п о  методу Х естрина.

2. О пределить активность А Х Э  в  плазм е к рови  кры сы  по  методу 
Х естрина.

3. О пределить активность А Х Э  в слю не человека.
4. О пределить активность А Х Э  в эритроцитах  кры сы  по  методу 

Х естрина.
5. О пределить активность А Х Э  в плазм е крови  человека по  из­

менению  p H  среды.
6. О пределить активность А Х Э  в эритроцитах  кры сы  по  измене­

нию  p H  среды.
7. О пределить концентрац ию  ацети лхоли ноподобн ы х вещ еств в 

крови  кры сы .



О П Р Е Д Е Л Е Н И Е  А К Т И В Н О С Т И  
А Ц Е Т И Л Х О Л И Н Э С Т Е Р А З Ы  В П Л А З М Е  К Р О В И  

( С . Хестрин, 1949)

Р Е А К Т И В Ы :
1. 1/15М  ф осф атны й буф ерны й раствор , pH  7,8. 11,9г двузаме- 

щ ен н о го  ф осф ата  натри я д вухводного  р аствори ть  в  воде, довести до  
1л.

2. 9,1 г  однозам ещ енного  ф осф ата калия р аств ори ть  в воде, д о ­
вести д о  1 л  . С м еш ать 91,5 м л  первого  р аств ора  и 8,5 мл второго . 
П р о вер и ть  н а  рН -м етре.

3. 0 ,35%  р аств о р  ацегилхолина хлористого . 0 ,2  г  (1 ам пула) рас ­
тв о р и ть  в  57,1 м л  воды .

4. 2 М  р аств о р  ги дроксилам ина хлористого . 13,9 г  реакти в а  рас ­
тв о р и ть  в  воде, д овести  д о  100 мл.

5. 50%  трихлоруксусная кислота. К  250 г  реактива прилить  250 
м л во д ы , п ерем еш ать д о  растворения .

6. 3 ,5 н . раств о р  гидроокиси  н атри я. 35 мл 5н. гидроокиси  н ат ­
р и я  д овести  в о д о й  д о  50 мл.

7. С м есь 2 М  ги дроксилам ина и  3,5 н. гидроокиси  натри я в со о т­
н ош ен и и  1:1. Г отови ть  перед  использованием .

8. 12% соляная кислота. К  300 м л воды  прилить  150 м л  к о н ц ен т­
р и р о в ан н о й  солян ой  к ислоты .

9. 0 ,37 М  хл о р н о е  железо. 30 г. хлорного  ж елеза ш естиводного  
р аств о р и ть  в 0,1 н . соляной кислоте, довести д о  500 мл.

Х о д  а н а л и з а

1. В  ц ентриф уж ны е пробирки  н алить по  1.5 мл ф осф атного  бу­
ф ера , 1,5 м л  воды , 0,1 м л  плазм ы , перемеш ать.

2. Б ы стро  д о б ави т ь  по 1,5 м л  ацети лхоли на. перемеш ать. П ом ес­
ти т ь  н а  30 м и н ут в  водяную  баню  (37 С  ).

3. П р и л и т ь  0,5 м л  50%  трихлоруксусной кислоты , перемеш ать 
п алочкой . Ц ен три ф уги ровать  15 м инут, 1500 об/мин,

4. П еренести  0.5 м л  надосадочной  ж идкости в  чисты е п робирки , 
до б ав и т ь  1 м л  смеси гидроксилам ина и гидроокиси  н атри я, перем е­
ш ать.

5. Ч ерез 2 м инуты  прилить  0,5 м л  12% соляной  кислоты . П ере­
м еш ать .

6. Д о б а в и т ь  0,5 м л  0 ,37 М  хлорн ого  ж елеза. П ерем еш ать.
7. Ч ерез 15 м и н ут и зм ерить оптическую  п лотн ость на Ф Э К е. све­

т о ф и л ь тр  зелены й (540 нм), кю вета - 5 мм.



П р и  вы полнении  анализа обрабаты ваю тся следую щ ие п робы :
1. С тан дарт . В место 0.1 м л  плазмы  (пункт 1) добави ть  0.1 мл в о ­

д ы  (2 пробы ).
2. К онтроль . К  0,5 мл надосадочной жидкости (пункт 5) прилить 

те  же реактивы  в о братн ом  порядке (1 проба). П осле добавления 
каж д о го  р еакти в а  перемеш ивать.

3. О п ы т.
Р асчет  п рои зводят  п о  формуле:

гд е  X  - определяемая активность А Х Э , м кмоль/мл.мин 
Es, оптическая плотн ость стандартной пробы  (против ко н тр о ­

ля),
Еа ■ опти ческая плотн ость опы тной пробы.

П р и  определении ацетилхолинэстеразы  в плазм е кр о ви  ж ивот­
ны х с н и зкой  активностью  фермента - кры с, морских свинок, кроли ­
ков, состав инкубационной  смеси следующий: 0,5 м л  ф осф атного  бу­
фера, 0 ,5  м л  воды , 0,1 м л  плазм ы . 0,5 мл ацетилхолина. Д ля останов­
ки реакц и и  до б авл яю т 0,2 м л  50% трихлоруксусной кислоты . Далее 
ан али з вы полняется п о  вы ш еописанному методу.

Ф о р м у л а  для расчета: 
х = (Es, -  Е0р) • 8,29,

О бозн ач ен и я в ф орм уле те  же.
Д л я  определения активности АХЭ в  слю не состав и нкубацион­

ной  смеси: 1,5 м л  ф осф атного буфера, 1,5 мл слю ны , 1.5 мл раствора 
ацети лхоли на. Время инкубации 1 час.

Ф ор м у л а  д л я  расчета: 
х = (£ й -£ „ ,)■  0.7S 

О бозн ач ения в ф орм уле те  же.

О П Р Е Д Е Л Е Н И Е  А К Т И В Н О С Т И  
А Ц Е Т И Л Х О Л И Н Э С Т Е Р А З Ы  В Э Р И Т Р О Ц И Т А Х  

( С. Хестрин, 1949 )

Р Е А К Т И В Ы :
1. 1/15М  ф осф атны й буферны й раствор. p H  7.8.
2. 0.35%  р аствор  ацетилхолина хлористого.
3. 2 М гидроксилам ин хлористый.
4. 5 0 %  трихлоруксусная кислота.
5. 3.5 н . гидроокись натрия.
6. Смесь 2 М  гидроксиламина и  3.5 н. гидроокиси н атри я в  соот­

нош ен ии 1:1. Готовить перед использованием.
7. 12% соляная кислота.



8. 0 ,37 М  хл о р н о е  железо.
9. 0,2%  р аств о р  ти тр о н а  Х-100.
10. 0 .9%  р аств о р  хлори стого  н атри я (изотонический).

М Е Т О Д И К А :
1. 1 м л  кр о ви , собранной  в  стакан  с 0,1 мл 5%  р аств ора  Э Д Т А  

или  н и т р ата  н атр и я  при  перем еш ивании, отц ен триф угировать, о тсо ­
сать плазм у , д о б ави т ь  10 мл изотонического  раствора , перемеш ать.

2. Ц ен три ф уги ровать  15 м инут. 3000 об /м ин. О тсосать  всю надо- 
садочную  ж идкость. П овтори ть  п ром ы вание эри троц и тов  и зо то н и ­
ческим раств о р о м  3 р аза . П еренести 0,1 мл эри троц и тов  в ц ентри­
ф уж н ы е п р о б и р ки , содерж ащ ие 0,4 мл 0,2%  ти тр о н а  Х-100. П ерем е­
ш ать.

3. Ч ерез 15 м инут прилить  1,5 мл ф осф атного  буф ера и 1 м л  в о ­
д ы . П ерем еш ать.

4. Б ы стр о  д о б ав и т ь  1.5 м л  ацегилхолина, перемеш ать. П ом ес­
ти ть  н а  30 м и н ут в  водяную  бан ю  (37 С).

5. П р и л и ть  0,5 м л  трихлоруксусной кислоты , перемеш ать п алоч­
ко й . Ц ен тр и ф у ги р о вать  15 м инут, 1500 об/мин.

6. П еренести  0.5 мл н адосадочной  ж идкости в  чисты е пробирки, 
д о б ави т ь  1 м л  смеси гидроксилам ина и гидроокиси н атри я, переме­
ш ать.

7. Ч ерез 2  м и н уты  прилить  0,5 мл 12% соляной кислоты , переме­
ш ать.

8. Д о б ав и ть  0,5 мл 0.37 М хлорного  ж елеза. П еремеш ать.
9. Ч ерез 15 м и н у т изм ерить оптическую  п лотн ость н а  Ф Э К е, све­

т о ф и л ьтр  зелены й (540 нм), кю вета - 5 мм.
П р и  вы п олн ен и и  анали зов обрабаты ваю тся следую щ ие п робы :
1. С тан д ар т . Вместо 0,1 мл эритроцитов (пункт 2) д об ави ть  0,5 

м л  воды  (2 п р о б ы ). Выполняется без д обавления т р и т о н а  Х-100.
2. К о н т р о ль . К  0,5 мл н адосадочной  ж идкости (пункт 6) прилить 

те  же р еакти в ы  в  об р атн о м  порядке (1 проба).
3. О пы т.
Р асчет  п р о и зво д я т  п о  формуле:
x  = {Es, - E 0f)-  23,4 6 ,

где X  - оп ределяем ая активность АХ Э, м км оль/м л.м ин,
ESt о п ти ческ ая  п лотн ость стандартн ой  пробы  (проти в контро-

л я ) ,
£  . о п ти ческая плотн ость  опы тной  пробы .
П ри  о пределении  активности  ацегилхолинэстеразы  в эр и тр о ц и ­

т а х  кры с, м орских свинок, кроликов время инкубации  увеличивается 
д о  1 часа: Р асчет  производится по приведенной вы ш е ф орм уле, ре­
з у ль тат  делится  н а  два.



О П Р Е Д Е Л Е Н И Е  А К Т И В Н О С Т И  А Ц Е Т И Л Х О Л И Н Э С Т Е Р А З Ы  
( Т .В .П равднч-Н е.чинская, 1949 )

П о д  вли янием  ацегилхолинэстеразы  происходит ги дроли з аце- 
тилхолин а  с  образованием  холина и уксусной кислоты . К ислота 
подкисляет реакционную  среду, что приводит к  изменению  окраски 
и н д и като р а , интенсивн ость которой  измеряю т с пом ощ ью  к о л о р и ­
метра.

Р Е А К Т И В Ы :
1. Р аствор  ацетилхолинхлорида. 0 ,2  г  ацети лхоли нхлорида (1 

ам пулу) р аств о р и ть  в 2 мл дистиллированной воды.
2. И н д и като р  - феноловы й красны й. 0,1 г  сухого ин ди катора  

растереть в  ступке с  5,7 мл 0.5 н. N aO H , после растворения объем  д о ­
вести д истиллированной  водой  д о  25 мл (основной р аствор).

3. В ероналовы й буфер. рН =8,4 . 390 м г медннала раствори ть  в 
100 м л  д и стиллированной  воды , добавить 4,5 мл 0,1 н. соляной  кис­
лоты . затем  - 0.75 м л  основного  раствора индикатора, П ровери ть p H . 
О бъем  довести  дистиллированной  водой д о  200 мл.

4. 0 ,05 %  водны й раствор  прозерина.

Х о д  а н а л и з а

1. В о п ы тны е и  контрольны е пробирки внести по  2.5 мл верона- 
л о во го  буф ера и  п о  0,1 м л  сыворотки, перемешать.

2. В кон трольн ы е пробирки добавить по 0,1 мл раствора  прозе­
р и н а , перем еш ать.

3. С м есь прогреть  при температуре 37 С  в  течение 5 м инут.
4. З атем  д о б ави ть  в опы тны е и контрольны е пробирки  по  0,1 мл 

р аств ора  ацети лхоли нхлорида. перемешать.
5. И н куби ровать  при температуре 37 С  в течение 20 м инут.
6. П осле и нкубации  в  опы тны е п робирки бы стро добави ть  по  0,1 

м л  р аств ора  прозерина. перемешать.
7. К олори м етри ровать  на Ф Э К е в кю вете с толщ иной  слоя 5 мм 

п ри  зеленом  светоф ильтре (длина волны  540 нм). К олорим етри рова- 
ние м ож но  п ров оди ть  в течение 1 часа.

Р асчет п р о и зво д я т  по  формуле:
х =  8.67 (Ек Еоп).

где х- определяемая активность А ХЭ мкмоль/мл.мин 
Ек - опти ческая плотность к онтрольной пробы ,
Еоп - оптическая плотность опы тной  пробы.



О П Р Е Д Е Л Е Н И Е  А Ц Е Т И Л Х О Л И Н П О Д О Б 11Ы Х  
В Е Щ Е С Т В  В К Р О В И  

(С . Хестрин. 1949)

Р Е А К Т И В Ы :
1. 10 %  раств ор  трихлоруксусной кислоты .
2. 2 М гидроксилам ин  хлорид.
3. 3.5 н. раствор  гидроксида натрия.
4. Смесь 2 М  ги д роксилам ина и 3,5 н. гидроксида натри я в соот­

н ош ен ии  1:1. Г отови ть  перед использованием .
5. 12% р аств ор  соляной кислоты .
6. 0,37 М  р аств о р  х лорн ого  железа.

Х о д  а н а л и з а

1. К  1 м л  крови  прилить 2 м л  10% трихлоруксусной кислоты . 
Ц ен три ф уги ровать  15 м инут, 3000 об/м ин. Э кстр ак т  м ож но хранить  
несколько  суток зам орож енны м .

2. К  0,5 мл экстракта прилить 1 мл смеси гидроксилам ина и ги д ­
рок си да  натри я. П ерем еш ать.

3 Ч ерез 2 м инуты  добави ть  0.5 м л  12 %  соляной  кислоты . П ере­
м еш ать .

4. П р и л и ть  0,5 мл 0,37 М  хлорного  ж елеза. П еремеш ать.
5. Ч ерез 15 м инут изм ерить оптическую  п лотн ость на спектроф о­

том етре , дли н а  волн ы  490 нм.
К онтроль. К  0,5 м л  э кстракта д обавляю тся те  же реактивы , в о б ­

р а т н о м  п орядке. П осле добавления каж д ого  р еакти в а  перемеш ивать.
С ледить , чтобы  н а  стенках кю веты  не б ы ло  пузы рьков газа.
К он ц ен трац и ю  ацети лхоли нподобн ы х вещ еств вы числяю т по  

к ал и б р о в о ч н о й  к ривой .

Тема 2

Т И Р Е О И Д Н Ы Е  Г О Р М О Н Ы

С и нтез тиреои дн ы х горм онов п р отекает в щ итовидной  железе 
путем  и о д и ров ан и я ти рози н овы х  о статков тиреоглобулина  белка с 
м о лекуля рн ой  м ассой 660 ты сяч, построен н ого  из пяти  ты сяч ам и н о­
ки слот, содерж ащ его  около  120 ти р о зи л о в  и  300 углеводов. В начале  
в  состав е  ти р еоглоб ули н а  образую тся м онойод- и  д и й одтирозилы , 
п осле  чего  п рои сход и т вн утрим олекулярная перегруппировка - “ 
сш и в к а” двух  й одированны х ти рози лов , с образованием  трий одти- 
р о н и л а  и ти рокси ла . П ри  последую щ ем мротеолизе одной молекулы  
ти р ео гл о б у л и н а  образую тся лиш ь 2-5 молекул  ти роксина (Т.») и  
тр и й о д т и р о н и н а  (Тз). С интез и секреции тиреои дн ы х  горм онов н ах о ­



дятся  п од  контролем  гипоталам о-гип оф изарной системы . Т~ и Т? 
секретирую тся путем пиноц итоза в молекулярных соотнош ениях, 
р авн ы х  4 : 1 .

Т ирсоидны е горм оны  м огут циркулировать в крови в неизмен­
н ом  виде в  течение нескольких дней в комплексе с тироксинсвязы - 
ваю щ ем глобулином  и  преальбуминами плазм ы  крови.

В настоящ ее время в  реализац ии горм онального  эф ф екта Тз и Т 4 
н а  м олекулярном  уровне признается несколько путей. О дин из них - 
дей оди рован и е  Тз и Т 4. с образованием  вы сокоактивны х ради калов 
й о д а , вт о р о й  через активировани е аденилциклазной системы , тр е ­
ти й  - дерепрессия генов путем  активации ядерны х рецепторов тирео- 
идны м и горм он ам и . Рецепторы, избирательно связы ваю щ ие Т з и  Т 4. 
ло к али зо в ан ы  в ядре, в котором  обнаруж иваю т д о  60-80% й о д а  этих 
горм онов . Я дерны е рецепторы  обладаю т более вы соким сродством  к 
Тз, чем к Т 4. Это указы вает н а  то . что  именно Тз является вн утрикле­
то ч н о й  ф орм ой  гом она щ итовидной  железы. В нутриклеточны й Тз в 
значительной  степени является продуктом  дейодировани я Т 4 и  . по- 
видим ом у, реакция дейодировани я тироксина является необходим ой 
ступенью  в  механизме действия тиреоидны х гормонов.

П ри  введении тироксина в  организм е ж ивотны х повы ш ается ак ­
ти в н ость  ок оло  100 различны х ф ерментов, оказы ваю щ их вли яние на 
множ ество  физиологических функций, регулирую щ их скорость о б ­
мена белков , углеводов, липидов, воды, электроли тов, р о ст  и диффе- 
ренцировку  тканей, ускоряя тран сп орт  электронов в  м итохон дри ях и 
другие процессы . П оэтом у и гипо-. и гиперф ункция щ итовидной  же­
лезы  вы зы вает глубокие расстройства ф изиологического статуса о р ­
ганизм а.

99,95%  тирокси н а  содержится в крови в соединении с тироксин- 
связы ваю щ им  глобулином . П оэтом у п редлагаем ы й п оказатель - бел­
ковосвязанны й и од  адекватно характеризует ф ункци ональную  ак ­
тив н ость  щ итовидной  железы.

Д л я  оценки функции щ итовидной железы необходим о определе­
н ие концентрац ии  тироксина в крови. К оличественное определение 
б елковосвязанн ого  иода является адекватны м тестом , поскольку 
99,95%  ти роксина содержится в крови в соединении с тироксинсвязы - 
ваю щ им  глобулином .

Н а первом  этапе  белки плазм ы  осаж даю тся и  затем  сж игаю тся 
при  нагреван и и  с н и тратом  калия. Э то необходимо для то го , чтобы  
весь и од  переш ел в ионы  .1- Н а втором  этапе количественного  опре­
деления используется свойство ионов иода ускорять реакцию  р азл о ­
жения род ан и д а  ж елеза в  присутствии н итратов и  ни три тов в кислой 
среде. В еличина, характеризую щ ая ускорение названной  реакции, 
п роп орц и он альн а  концентрации иода. К оличество родан и да  железа, 
имею щ его оранж евую  окраску, измеряется колорим етрически.



И ндивидуальн ы е задания

1. О пределить содерж ание б елковосвязанн ого  иода в сы в оротке  
к рови  кры сы .

2. О пределить содерж ание белковосвязанн ого  иода в сы воротке 
к рови  человека.

О П Р Е Д Е Л Е Н И Е  Б Е Л К О В О С В Я З А Н Н О Г О  И О Д А  
( Ю .И . Еремин и соавт., 1980 )

Р Е А К Т И В Ы :
1. 10% р аств о р а  сульф ата цинка.
2. I н . р аств о р  гидроокиси  н атри я. 40 г  реактива р аств ори ть  в 

воде, довести  д о  1 л . О ттитровать.
3. 20%  р аств о р а  н и т р ата  калия.
4. 0 ,006 М  р аств о р  р о д ан и д а  к алия (0,6 г/л).
5. 2%  р аств о р  ни трата  натри я .
6 . 10% р аств о р  ж елезоам м онийны х квасцов в 2 н. азотн ой  ки сл о ­

те. А зотн ую  к и слоту  г о то в и ть  из ф иксанала. П ри  его отсутствии р а з ­
вести к о н ц ен три рован н ую  кислоту . К онцентрацию  определить т и т ­
рован ием .

7. С тан д ар т н ы й  раств о р  иодида калия. 13 м г реактива р аств о ­
р и ть  в  100 м л  воды . П олученны й раствор  развести  в 100 р аз . К о н ­
цен трац и я 1 мкг/м л.

Р аб о ч и й  р аств о р  готовится  перед использованием  разведением  
стан д ар тн о го  р аств о р а  в 100 раз. К онцентрация 0.01 мкг/мл.

Х о д  а н а л и з а

1. В ц ентриф уж ны е пробирки  налить 1 мл воды , добави ть  0,05 
мл исследуем ой сы в оротки , перемеш ать.

2. П р и л и ть  0,1 м л  р аств о р а  сульф ата цинка, перемеш ать.
3. Д о б ав и ть  0.05 мл 1 н. раствора  гидроокиси натрия, перем е­

ш ать.
4. Ц ен три ф уги ровать  10 минут, 1500 об /м ин . У дали ть надоса- 

д очную  ж идкость.
5. К  осадку  прилить  5 м л  воды , тщ ательно перемеш ать стеклян­

ной  п ал о ч к о й  д о  получения однородной  суспензии. Ц ен три ф уги ро­
вать  10 м инут, 1500 об /м ин. У дали ть  н адосадочную  ж идкость

6. К  осадку  д о б ави т ь  0,025 м л 1 н. р аств ора  гидроокиси  натри я.
0 .05 м л  20%  р аств о р а  н и трата  калия, тщ ательно перемеш ать стеклян­
ной  п ал о ч к о й  д о  получени я однородной  взвеси.



7. П ом естить пробирки  в терм остат с т ем пературой  70-74 С  на 2- 
3 часа  д о  полн ого  вы сыхания. Н а этом этапе анализ м ож но прервать 
н а  н есколько  суток.

8. Н агр еть  п робирку в пламени спиртовки д о  полн ого  сгорания 
содерж и м ого . П род укт  сгорания должен бы ть светло ж елты м . Если 
остан утся черны е вкрапления, необходимо п родолж ать нагревание 
д о  и х  исчезновения. Н а этом  этапе анализ такж е м ож но прервать на 
1-2 д ня.

9. Н ал и ть  в  пробирки  по 2.5 мл воды , тщ ательно перемеш ать 
стек лян н ой  палочкой . Через 30 минут еще раз  перемеш ать и  ц ентри­
ф у ги р о в ать  15 м инут, 3000 об/мин.

10. 2 м л  надосадочной жидкости перенести в  чисты е пробирки. 
Д о б ав и ть  0,3 мл родан и да  калия, 0,5 мл н итрита н атри я, 0,8 м л  рас­
т в о р а  квасцов . П осле д обавления квасцов бы стро  перемеш ать путем 
встряхи ван и я п роби рок  и  немедленно поместить их  в водяную  баню  с 
тем п ер ат у р о й  37 С .

11. Ч ерез 20 м инут перенести пробирки  в воду со льдом , охлаж ­
дать  1-2 минуты.

12. Б ы стро произвести измерения оптической п лотн ости  проб  на 
Ф Э К е. Д л и н а  волн ы  440 нм . толщ ина кю веты  5 мм.

П р и  вы полнении анализов обрабаты ваю тся следую щ ие пробы :
1. С тан д ар т . С о  смесью 1 мл рабочего  раствора  иодида калия и 

1 м л  в о д ы  вы полняю т последний этап анализа (пункты 10-12).
2. К о н т р о ль . С  2 мл воды  вы полняю т последний этап  анализа 

(пункты  10-12).
3. О п ы тн ы е пробы  обрабаты ваю тся в количестве не более 5-7 

ш тук, и н ач е  за  врем я измерения их оптическая п лотн ость м ож ет су­
щ ественно измениться.

Расчет  п рои зводят  по формуле:

где  х - концентрац ия белковосвязанного иода в сыворотке, мкг

£,. - опти ческая плотность контроля.
Е0р- опти ческая плотность опы тной пробы .
ESl - опти ческая плотность стандарта.



Тема 3

Г И С Т А М И Н  И  С Е Р О Т О Н И Н

Г и стам и н  и серотони н  являю тся биогенны м и ам инам и , о б р а ­
зую щ им ися при  декарбокси ли рован и и , соответственно, гисти дин а и 
5-окси три п там и н а в  туч ны х  клетках  соединительной ткан и , в базо - 
ф илах  кр о ви , из ко то р ы х  освобож даю тся при  травм ах , ож огах , при 
взаим одействии  аллергенов с рецепторам и  тучны х клеток и м м у­
н оглобули н ам и  класса Е. О н и  участвую т в  разв и ти и  восп али тельной , 
в  т о м  числе аллергической  реакции , вы зы вая расш ирение к ап и лля­
ров, повы ш ен ие их прониц аем ости , ускоряя приток  ф агоци тов в  оч аг  
воспаления.

Г и стам и н  у частвует в  секреции соляной кислоты  в  желудке, сти ­
мулирует с о кращ ение гладких м ы ш ц в легких.

С еротон и н  вы п олн яет р о л ь  м едиатора  в  нейронах , находящ ихся, 
главны м  об р азо м , в  ги п оталам усе  и стволе мозга. Значи тельное к о ­
личество  серотони на содерж ится в стенке киш ечника. О н угнетает 
секрецию  сока п одж елудочной  железы, а такж е сокращ ение желудка 
и  передних отделов киш ечн ика, усиливая одноврем енно п еристаль­
ти ку  задни х  отделов киш ечн ика. В эпифизе серотонин м ож ет п одвер ­
гаться ац ети ли рован и ю  и м етилированию , превращ аясь при это м  в 
горм он  м елатонин .

И сследование гистам ин а и  серотонина вклю ч ает следую щ ие э т а ­
пы : сб о р  и х ранение м атериала, вы деление из него  изучаем ы х ве­
ществ и  их количественное определение.

Г и стам и н  и серотони н  бы стро  разруш аю тся в щ елочной и  ней­
тр ал ьн о й  средах и относи тельно  д олго  сохраняю тся в  кислой  среде, 
особенно при  зам ораж и ван и и . П оэтом у кровь  для анализа соби раю т 
в сосуд с хлорн ой  или  трихлоруксусной кислотой, ткан и  гом оген и зи ­
рую т в  одн ой  из этих  кислот. П осле осаж дения белков экстракты  з а ­
м ораж иваю т.

Д ал ее  исследуем ы е вещ ества экстраги рую т смесью бу тан о л а  с 
хлороф орм ом . Д ля эф ф ективной  экстракции необходим а щ елочн ая 
среда и вы сокая концентрац ия солей. П оскольку серотонин в  этих 
условиях разруш ается , в раств ор  д обавляю т аскорби новую  кислоту  
для предотвращ ен и я е го  окисления. Затем  исследуемые вещ ества экс­
тр аги рую тся и з  орган и ческой  ф азы  соляной к ислотой.

Д л я  коли чествен н ого  определения гистам ин а используется р еак ­
ция с о р то  - ф тал ев ы м  альдегидом  в щ елочной среде с образованием  
ф луоресцирую щ его соединения. П родукт реакции  нестоек и для  его 
стаб и ли зац и и  со зд аю т кислую  среду. С еротони н об разует ф луорес­
цирую щ ее соединение с н и нги дри ном  при н агреван ии  в нейтральной  
среде. Э т а  р еакц и я прим еняется д ля определения его концентрации.



Х ром атограф и чески й  м етод  определения гистам ин а и  серотони­
на ан алогичен  предыдущ ему и имеет следую щ ие особенности. П о ­
скольку  хлорн ая и  трихлоруксусная кислоты  меш аю т адсорбц ии  
ги стам и н а н а  и онообм енной  смоле, их предвари тельно удаляю т. 
Т рихлоруксусную  кислоту экстрагирую т диэтиловы м  эф иром . Э кс­
тр ак ц и я  б ы вает полной  в  том  случае, если водная фаза д о  кон ц а  экс­
т р ак ц и и  сохран яет кислую  реакцию . Э т о го  дости гаю т добавлением  
сильной  кислоты . Х лорную  кислоту удаляю т добавлением  к арбон ата  
к али я, в  результате  чего вы падает осадок перхлората калия. Далее, 
после экстракци и , смесь хлороф орм а с б утанолом  п ропускаю т через 
хром атограф и ческую  колонку с ионообм енной см олой (катионит). 
Гистам и н  адсорбируется на смоле, а серотонин остается в  о р ган и ­
ческой фазе. Затем  серотонин экстрагирую т соляной кислотой. 
Гистам и н  элю ирую т с колонки  соляной кислотой. П редварительно 
уд аляю т о статки  органической ф азы  с пом ощ ью  спирта. Д алее ведут 
ан али з т а к  же, к ак  в предыдущ ем методе.

И ндивидуальны е задания 
(на 2 занятия)

1. И сследовать спектр флуоресценции гистам ина.
2. И сследовать спектр флуоресценции серотонина.
3. О пределить концентрацию  гистам ина и серотонина в крови 

кры сы  методом  ионообм енной  хроматограф ии.
4. О пределить концентрацию  гистамина и серотони на в голов­

н о м  м озге к ры сы  методом  экстракции.

О П Р Е Д Е Л Е Н И Е  Г И С Т А М И Н А  И  С Е Р О Т О Н И Н А  
М Е Т О Д О М  Э К С Т Р А К Ц И И  

( В.Г. П одковкин, 1995)

Р Е А К Т И В Ы :
1. 10% р аств ор  трихлоруксусной кислоты
2. 7%  р аств о р  аскорби новой кислоты . Готовится перед исполь­

зованием .
3. 1 н. раств ор  гидроксида натрия.
4. К ал и й  углекислы й безводный.
5. Смесь бутан ола  и  хлороф орм а 3:2.
6. 1 н. раств о р  соляной кислоты.
7. 0,1 н. р аств о р  соляной кислоты.
8. 96%  эти ловы й  спирт, д важ ды  перегнанны й.
9. 0.1%  р аств о р  орто-ф талевого  альдегида в этиловом  спирте.



10. 1,5 М р аств о р  ортоф осф орнои  кислоты .
11. 0 .33 N1 р аств о р  ф осф ата натрия.
12.0.1 М  водн ы й  раствор  нингидрина.
13. С тан д ар т н ы й  раствор  гистам ина, i м г гистам и н а  гидрохло­

р ида р аств о р яю т  в 1 мл. воды  . 0.1 м л  этого  р аств ора  в 10 мл 1 н. 
соляной кислоты .

Р аб очи й  р аств о р . П еред анализом  к 1 мл стан дартн ого  раствора 
д о б авл яю т 9 м л  10% раствора  трихлоруксусной кислоты  
(концентрац ия 1 м кг/м л).

14. С тан д ар тн ы й  раств ор  серотонина. 1 м г серотони на креатин- 
сульф ата р аств о р яю т  в  1 мл воды  , 0,1 мл этого  раствора  10 м л 1 н. 
соляной к ислоты .

Р аб очи й  р аств о р . П еред  анализом  к 1 мл стан дартн ого  р аствора 
д о б авл яю т 9 м л  10% раствора  трихлоруксусной кислоты  
(концентрац ия 1 мкг/мл).

С б о р  и  х р а н е н и е  м а т е р и а л а

В ц ентриф уж ны е пробирки  с 4 м л  10% р аствора трихлоруксус­
ной  ки слоты  вн осят 1 мл крови , тщ ательно перем еш иваю т, оставля­
ю т на 30 м и н ут для экстракци и. Т кан и  и  орган ы  л аб о р ато р н ы х  ж и ­
вотны х б ы стро  и звлекаю т, взвеш иваю т и гом огенизирую т в 10% рас ­
тв оре  три хлоруксусн ой  кислоты  (10 м л на 1 г  ткан и ). Т акж е как и 
кровь, го м о ген ат  оставляю т для экстракции н а  30 м инут: при  необ ­
ходим ости  м ож н о  оставить  в холодильнике на 1-2 суток. Затем  пере­
меш иваю т и цен три ф уги рую т 15 м инут при  3000 об /м ин. М атериал  
м ож но  хр ан и т ь  в  зам орож енном  состоянии. П отери  исследу'емых ве­
ществ при  хранении в  течение 1 месяца не п ревы ш аю т 3-5%.

Х о д  а н а л и з а

К  4  м л  экст р акт а  добавляю т 0.2 м л  р аствора аскорби н овой  кис­
ло ты  и 4 г  б езв о д н о го  к арбон ата  калия, перем еш иваю т. Затем  п рили­
ваю т  5 мл смеси б утан ода  и  хлороф орм а, энерги чн о  встряхиваю т 3 
м инуты . П осле  расслоения ф аз 4 м л  органической  ф азы  (верхний 
слой) переносят в д ругой  ф лакон, куда добавляю т 10 мл 0.1 н. рас­
тв о р а  сол ян о й  ки слоты  и встряхиваю т 3 м инуты . П осле расслоения 
о тсасы ваю т в  2 п роби рки  по 4 и 5 мл водной фазы .

О п р е д е л е н и е  г и с т а м и н а

К  4 м л экст р акт а  добавляю т 0.5 мл 1 н. р аств ора  гидроксида 
натри я. 0.1 м л  р аств ора  орто-ф талевого  альдегида, тщ ательн о  пере­
м еш иваю т. Ч ерез 4 м инуты  приливаю т 0.5 м л  1.5 М р аств ора  орто-



ф осф орной кислоты , перемеш иваю т. Величину флуоресценции изме­
р яю т  при  дли н е  волн ы  470 нм, используя для  возбуж дения свето­
фильтр  с м аксимум пропускания 365 нм на флу о ри  метре Б И А Н  -130. 
И нтен сивность свечения стабильна в течение 30 минут.

О п р е д е л е н и е  с е р о т о н и н а

К  5 мл экстракта  добавляю т 0,33 М  р аствора ф осф ата натри я 
для доведения p H  д о  6,5-7. П роверяю т с пом ощ ью  универсальной 
и ндикаторной  б ум аги . Затем  п риливаю т 0,1 м л  0,1 М  р аств о р а  нин- 
гидрина, перем еш иваю т и пом еш аю т в  терм остат  н а  30 м инут при 
температуре 7 5  С. О хлаж даю т в воде. Через 1 ч ас  и зм еряю т ф лю орес­
ценцию  при  д ли н е  волн ы  470 нм . Д лин а волн ы  возбуж дения 365 нм.

С т а н д а р т
С о смесью 2 мл рабочего  раствора серотонина и  2 м л  рабочего  

раствора  гистам и н а  вы полняю т все вы ш еописанны е п роцедуры .
К о н т р о л ь
С  4  мл 10% раствора  трихлоруксусной кислоты  вы п олн яю т все 

вы ш еописанны е п роцедуры .
Р асчет концентрац ии  гистам ина и серотони на п рои зводят  по

формуле:

X  - концентрац ия гистам ина (серотонина) в мкмоль/л:
К  коэф ф ициент, равн ы й для гистам ина 6.79. для  серотонина -

3,08.
Е0р- флуоресценция исследуемой пробы ,

ESl- флуоресценция стандартной пробы.
Е к - флуоресценция к онтрольной  пробы .

О П Р Е Д Е Л Е Н И Е  Г И С Т А М И Н А  И  С Е Р О Т О Н И Н А  
М Е Т О Д О М  И О Н О О Б М Е Н Н О Й  Х Р О М А Т О Г Р А Ф И И  

( В.Г. П одковкин, 1990)

Р Е А К Т И В Ы :
1. 57%  р аствор  хлорной кислоты .
2. 10% р аствор  трихлоруксусной кислоты .
3. Д и эти л о вы й  эф ир д ля наркоза.
4. 5 н. р аств о р  гидроксида натрия.
5. 1 н. р аств о р  гидроксида натрия.
6. К алия к ар бо н ат  безводный.
7. н-Б утанол.
8. Х лороф орм .



9. С м есь б у тан о л а  н  хлороф орм а 3 : 2
10. И он ообм ен н ая см ола К Б -4П -2 или К Б -4  с разм ером  части ц 

0,1-0.2 м м . С м олу  р азм ал ы ваю т до у казанного  разм ера , п ром ы ваю т 
1 н . раств о р о м  гидроксида натрия, тр и  раза  водой. П овторяю ! п р о ­
м ы вание 3 р аза . П ом ещ аю т смолу в хром атограф и ческую  колонку 
д и ам етром  5 мм . В ы сота 10 мм. П еред ан али зом  через колонку п р о ­
п ускаю т 1 мл бутан ола .

11. 1 н . р аств о р  соляной  кислоты .
12. 0,1 н. раств о р  соляной кислоты .
13. 96 %  э ти лов ы й  спирт.
14. 0.1%  р аств о р  о рто -ф талевого  а льдегида в  этиловом  спирте.
15. 1,5 М р аств о р  ортоф осф орнои  кислоты .
16. 0 ,33 М  р аств о р  ф осф ата натрия.
17. 0.1 М  во д н ы й  р аств о р  нингидрина.
18. С тан д ар тн ы й  раств ор  серотонина. 1 м г  серотони на р аств о ­

р яю т  в 1 м л  воды . 0.1 м л  э то го  раствора - в 10 мл 1 н. соляной  кисло­
ты.

19. С тан д ар тн ы й  раств ор  гистам ина. 1 м г гистам и н а  растворяю т 
в  1 м л  воды . 0,1 м л  э то го  раствора - в 10 мл 1 н . соляной кислоты .

С б о р  и  х р а н е н  и е м а т е р и а л а

В ц ентриф уж ную  п роби рку  с 2 мл 10% трихлоруксусной  кисло­
ты  в н осят  0,5 м л  крови , перемеш иваю т, остав ляю т на 30 м инут для 
экстракци и . Т к ан и  и  о р ган ы  бы стро извлекаю т, взвеш иваю т и го м о ­
ген и зи рую т в 10% трихлоруксусной кислоте (10 мл н а  1 г. ткани). 
Такж е, к ак  и кр о вь , гом о ген ат  оставляю т для экстракци и  н а  30 м и­
нут. П р и  н еобходим ости  м ож но оставить в  холодильнике на 1-2 су­
ток . З атем  перем еш иваю т и центриф угирую т 15 м инут при  3000 
об /м ин . Е сли  экст р акт  остается при этом  м утны м , его  ф ильтрую т че­
рез м елк оп ори сты н  ф ильтр . М атериал  м ож ет храниться несколько 
дней в  холодильнике.

Х о д  а н а ли  з  а

К  2 м л  экст р акт а  добавляю т 0.1 мл 57 %  хлорной  кислоты , 5 мл 
эф и ра  и встряхиваю т 1 минуту. Э ф ир отсасы ваю т, при ли в аю т ещ е 5 
мл. сн ов а  встряхиваю т. Т акое  п ром ы вание п овторяю т 3 раза. Затем  к 
п р о б ам  при бав ляю т 2  г  карбон ата  калия и 2.5 м л  смеси бутан ола  с 
х лороф орм ом , встряхиваю т 3 минуты. П осле э то го  центриф угирую т 
3 м и н уты  при  3000 об /м ин. отсасы ваю т 2 м л  органической  ф азы  и 
п роп ускаю т через хром атограф и ческую  колон ку  с и онообм енной  
см олой . Затем  прош едш ую  через колонку смесь встряхиваю т с 4 мл 
0,1 н . солян ой  ки слоты  в  течение 3 минут. П осле расслоения ф аз о тса­
сы в аю т 4  м л  водн ой  ф азы  для определения серотони на.



К олон ку  п ром ы ваю т 1 мл этилового спирта, 3 мл воды  и  элю и­
рую т ги стам ин  4 мл 0,1 н. соляной кислоты . Д ля восстановления р а ­
ботоспособности  колонку пром ы ваю т 10 мл 1 н. соляной кислоты , 
затем  10 м л воды . Х ранить  см олу следует в воде.

О п р е д е л е н и е  г и с т а м и н а

К  э л ю ату  до б авл яю т 0,15 мл 5 н. раствора  гидроксида натрия, 
0,1 м л  раств о р а  орто-ф талевого  альдегида, тщ ательно  перемеш и­
ваю т. Ч ерез 4  м инуты  п риливаю т 0,5 мл 1,5 М  раствора  ортоф осф ор- 
ной  к ислоты , перем еш иваю т. Величину ф луоресценции изм еряю т при 
длине во л н ы  470 нм, используя для возбуж дения светоф ильтр  с м ак ­
симум пропускания 365 нм  на флуориметре Б И А Н -130. И нтенсив­
ность  свечения стаби льн а  в  течение 30 минут.

О п р е д е л е н  и е с е р о т о н и н а

К  э кстракту  д обавляю т 0,33 М  раствор  ф осф ата натри я для п ро­
ведения p H  д о  6,5-7. Затем  приливаю т 0.1 мл 0.1 М р аств ора  нингид- 
ри н а , перем еш иваю т и пом ещ аю т в  терм остат н а  30 м инут при  тем ­
пературе 75 С . О хлаж даю т в воде и через час изм еряю т флю оресцен­
цию  при  дли н е  в олн ы  470 нм. Д лин а волн ы  возбуж дения 365 нм.

С т а н д а р т
С о смесью  0,1 м л  стандартного раствора  гистам ин а. 0,1 мл 

стан д артн ого  р аств ора  серотонина и  2 м л  10% трихлоруксусной кис­
л о ты  в ы п олн я ю т все вы ш еописанны е процедуры .

К о н т р о л ь
С  2 м л  10% трихлоруксусной кислоты  вы полняю т описанную  

методику.
Р а с ч е т  концентрац ии  гистамина или серотонина п роизводят 

п о  формуле:

X  - к он ц ен трац и я гистам ин а (серотонина) в  мкмоль/л; 
Е0р- флуоресценция исследуемой п робы ,
Еа - флуоресценция стандартной пробы.
Ек - ф луоресценция контрольной пробы .

is



О П Р  В Д Е Л  Е Н  И Е  Г11 С ТА М  И Н  А 
К О Л О Р И М Е Т Р И Ч Е С К И М  М Е Т О Д О  М 

(Н .В .К лим кина . С .П .П литм ан , 1973)

О сновой  м етода  является реакция гистам ина с д и азо тн р о ван н ы м  
паран и троан и ли н ом , в результате  к оторой  образуется окраш ен н ое  
соединение. Е го  опти ческая п лотн ость при длине волн ы  540 нм  п р о ­
п орцион альна концентрац ии .

Р Е А К Т И В Ы :
ч 1. 10% р аств о р  трихлоруксусной кислоты  .

2. 7%  р аств о р  аскорби новой  кислоты . Готовится п еред  исп оль­
зованием.

3. 5 н . р аств о р  гидроксида натрия.
3. 1 н. р аств о р  гидроксида натрия.
4. К а р б о н а т  н атри я безводны й.

+ 5 .  20% р аств о р  кар бо н ата  натрия.
6. С м есь бутан ола  и  хлороф орм а 3:2.
7. К он ц ен три рован н ая соляная кислота (36%  HCI).
8. 1 н. р аств о р  соляной кислоты .
9. 0 ,5 н . р аств о р  соляной кислоты .
10. Т и м о л о в ы й  синий. 10 м г и ндикатора раствори ть  в  10 м л  во ­

ды  с  добавлен и ем  0,1 мл 1н. гидроксида натрия.
4 -1 1 .  4%  р аств о р  ни три та  натрия.

12. 0,1%  раств ор  паранитроанилина . К  100 м г реактива п ри ли ­
ваю т 3 м л  кон ц ен три рован н ой  соляной кислоты  и  нагреваю т н а  к и ­
пящей водян ой  б ан е  д о  р астворения. Д оводят  объем  д о  100 мл.

13. Д и азореакти в . Г о то в ят  п еред употреблением  см еш иванием  10 
мл р аств ора  №  12 и 1 мл р аств ора  №  11.

14. С тан д ар тн ы й  раствор  гистам ина. 1 мг гистам ин а ги д рохло­
рида р аств о р яю т в 1 мл. воды  . 0.1 мл этого  раствора  в 10 м л  1 н. 
соляной к ислоты .

Р абочий  раств ор . П еред ан ализом  к 1 мл стан дартн ого  раствора 
д обавляю т 9 м л  10% раствора  трихлоруксусной кислоты  
(концентрац ия 1 мкг/мл).

С б о р  и  х р а н е н и е  м а т е р и а л а

В центриф уж ны е пробирки  с 4 мл 10% раствора  трихлоруксус­
ной к и слоты  вн осят 1 мл крови , тщ ательно перемеш иваю т, остав ля­
ю т н а  30 м инут д л я  экстракци и. Т кани  и орган ы  л аб ораторн ы х  ж и­
вотны х б ы стро  извлекаю т, взвеш иваю т и  гом огенизирую т в 10% рас ­
тв оре  три хлоруксусной  кислоты  (10 мл на 1 г  ткани), Т акж е к ак  и 
кровь, го м о ген ат  оставляю т для экстракции н а  30 минут: при  н ео б ­



ходим ости м ож но оставить в холодильнике н а  1-2 суток. Затем  пере­
м еш иваю т и центриф угирую т 15 минут при  3000 об/м ин. М атери ал  
м ож но  хранить  в зам орож енном  состоянии. П отери исследуемых ве­
щ еств при  хранении в течение 1 месяца не превы ш аю т 3-5%.

Х о д  а н а л и з а

К  4  м л  экстракта  добавляю т 0,2 мл раствора  аскорби новой  к ис­
лоты  и  1 кап лю  т и м олов ого  синего, перемеш иваю т. П осле э то го  п ри ­
бавля ю т по кап лям  5н. раствор  гидроксида н атри я д о  появления 
светло-красной окраски . П еремеш иваю т после каж дой  капли. Затем  
при ли в аю т 1н. раствор  гидроксида н атри я д о  светло-ж елтой окраски . 
Если р аств о р  окрасится в синий цвет (щ елочная реакция), немедлен­
но  д о б авл яю т  каплю  1н. соляной кислоты  до  появления ж елтой 
окраски . Д о б ав л яю т 2 г  безводного карбон ата  натрия, перемеш и­
ваю т. Затем  п риливаю т 5 мл смеси бутанола и  хлороф орм а, энергич­
но  встряхи ваю т 3 минуты . П осле расслоения ф аз 4 м л  органической 
ф азы  (верхний слой) переносят в д ругой ф лакон, куда д о б авл яю т 3 мл
0.5 н. р аств ора  соляной  кислоты  и  встряхиваю т 3 минуты. П осле р а с ­
слоения отсасы ваю т 2 м л  водной фазы.

К  экстракту  п риливаю т 0.5 м л  ни трата  натрия, перем еш иваю т и 
пом ещ аю т в кипящ ую  водяную  баню  на 2 минуты. Затем  охлаж даю т 
в воде  со л ьд ом  и  д обавляю т 0,5 мл диазореакти ва, 1 мл кар бо н ата  
натри я и  0,15 мл гидроксида натрия, перемеш ивая после п рибавлен ия 
к аж дого  реактива.

И зм ерен ие оптической плотности производят н а  спектроф ото­
м етре п ри  д л и н е  волн ы  540 нм в кю ветах ш ириной 10 мм.

С т а н д а р т
С о  смесью  0,1 мл стандартн ого  р аствора гистам ина и  4 мл 10% 

трихлоруксусной кислоты  вы полняю т все вы ш еописанны е п роцеду­
ры .

К о н т р о л ь
С  4  мл 10% трихлоруксусной кислоты  вы полняю т описанную  

методику.
Р асчет концентрац ии  гистам ина и серотонина п рои зводят по 

кали бровочн ой  кривой .
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