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мозило рабочий процесс в регистратуре, т. к. врачам 
приходилось связываться с регистратурой и уточнять 
соответствие паспортных данных пациента в направ-
лениях на анализы и в документации лаборатории.

Введение в эксплуатацию информационной 
системы позволило уменьшить время обслужива-
ния посетителей в регистратуре на 60–70%, что 
привело к улучшению психологического климата 
в учреждении, оптимизации работы регистратуры 
медицин ского центра и уменьшению степени эмоци-
онального выгорания ее сотрудников. Этому также 
способствовало проведение статистического учета 
в автоматическом режиме, что не только предотвра-
тило возникновение технических ошибок в ста-
тистической документации учреждения, но и дало 
возможность рационализировать трудовой процесс 
медицинских регистраторов.
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меТОд ОпРеделения ТРансацилаЗнОЙ 
акТиВнОсТи В ТканеВыХ пРепаРаТаХ
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2ФГБОУ ВО Тверской государственный медицинский университет Минздрава России

разработан высокочувствительный метод определения активности ферментов липидного метаболизма 
в сложных системах (кровь, гомогенаты, тканевые препараты и др.) с инкубацией реакционной смеси 
непосредственно на хроматографических пластинках. С его помощью в белом веществе головного моз-
га крыс выявлена лецитинхолестерол-ацилтрансферазная активность, составившая 250 ± 29 мкг/мг×ч 
по приросту продукта.
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A highly sensitive method for determining the activity of lipid metabolism enzymes in complex systems (blood, homo-
genates, tissue preparations, etc.) was developed with the incubation of the reaction mixture directly on chromatographic 
plates. With its help lecithincholesterol-acyltransferase activity was detected in the white matter of the brain of rats, 
which was 250 ± 29 μg/mg×h according to the increase in the product.
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Введение
Изучение ферментативной активности в слож-

ных биологических системах (кровь, гомогенаты, 
тканевые препараты) зачастую сопровождается хро-
матографическим выделением продукта (субстрата) 
реакции из реакционной смеси перед его количест-
венным определением, в связи с чем используются 
методы, предполагающие инкубирование смеси не-
посредственно на хроматографических пластинках 
[1–4]. Данный подход, позволяющий существенно 
уменьшить объем пробы, исключить ряд трудоем-
ких процедур и сократить затраты, хорошо зареко-
мендовал себя для определения протеолитической 
[5] и амилолитической [2] активности. Однако при 
изучении ферментов липидного метаболизма его ис-
пользование затруднено необходимостью создания 
в малом объеме пробы развитой поверхности раз-
дела фаз липид-вода [1, 3, 6], от площади и стабиль-
ности которой напрямую зависит точность и воспро-
изводимость результатов. В этом отношении весьма 
перспективным представляется метод формирова-
ния тонкого слоя липидов на развитой поверхности 
твердого носителя заданной степени дисперсности, 
например, силикагеля [7], позволяющий в малом 
объеме создать достаточно большие, но в то же вре-
мя хорошо воспроизводимые в серии поверхности 
раздела. Поэтому нами [8] было предложено нано-
сить раствор липида в хлороформе непосредственно 
на силикагель хроматографической пластинки, где 
после выпаривания растворителя возникает тонкий 
слой липидов на поверхности частиц силикагеля, 
а последующее нанесение водной фазы (фермен-
тного препарата) ведет к формированию развитой 
и стабильной поверхности раздела фаз.

Метод был успешно опробован на односубстрат-
ной системе для определения холестеролэстеразной 
активности [8], закономерно возник вопрос о его 
применимости для изучения ферментативных ре-
акций с участием более одного субстрата липидной 
природы, так как низкая латеральная подвижность 
липидных молекул, сорбированных на поверхности 
твердых частиц, могла оказаться существенным пре-
пятствием для протекания подобного рода реакций.

Целью работы стала проверка пригодности ме-
тода для определения активности лецитинхолесте-
рол-ацилтрансферазы (2.3.1.43), катализирующей 
взаимодействие между двумя липидными молеку-
лами и присутствующей в нервной ткани [9].

Материалы и методы
Для инкубации реакционной смеси непосред-

ственно на хроматографических пластинках исполь-
зовалась камера (рисунок 1), изготовленная из лис-
тового полиметилметакрилата толщиной 5 мм [8], 
которая состоит из корпуса (1) и крышки (2), на ко-
торой при помощи зажима (7) закрепляется хрома-
тографическая пластинка (3) слоем силикагеля вниз. 
Камера перегородкой делится на два отсека: сухой 
(4) и влажный (5). Влажный отсек перед началом 
работы заполняется водой таким образом, чтобы 

зазор между ее поверхностью и слоем силикагеля 
не превышал 2 мм. Заполненная водой камера без 
хроматографической пластинки устанавливалась 
в суховоздушный термостат, предварительно про-
гретый до 37 ºС за 30 мин до начала эксперимента.

В работе использовались покрытые силикагелем 
(L 5/40 μ) стеклянные хроматографические пластин-
ки (50×75 мм), которые размечали на 3 продольные 
дорожки. Пластинку закрепляли в крышке камеры 
для инкубации (рис. 2), после чего приступали к на-
несению реагентов в стартовые точки дорожек хро-
матографической пластинки (6). Вначале наносили 
ферментный препарат (гомогенат) на дорожку 1, 
затем раствор смеси субстратов на дорожки 2 и 3. 
Пластинку оставляли на воздухе до высыхания гомо-
гената (10 мин). Только после этого наносили гомоге-
нат и буферный раствор (трис-HCl; рН 7,2) на дорож-
ку 3. Сразу после нанесения реагентов крышку вмес-
те с хроматографической пластинкой переворачивали 
и устанавливали на 2 часа в камеру для инкубации 
(рис. 1), размещенную в суховоздушном термостате.

5

2

6

7

1

3

4

Рис. 1. Камера для инкубации (вид сбоку):  
1 – корпус; 2 – крышка; 3 – хроматографическая пластинка;  

4 – сухой отсек; 5 – влажный отсек; 6 – уровень воды, 7 – зажим
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Рис. 2. Положение крышки при нанесении реагентов (вид сбоку): 
1 – крышка; 2 – упор; 3 – зажим; 4 – пружина;  

5 – хроматографическая пластинка; 6 – место нанесения реагентов

По истечении срока инкубации пластинку извле-
кали, высушивали на воздухе и проводили хромато-
графическое разделение [10] субстратов и продукта 
реакции в системе гексан – диэтиловый эфир – ме-
танол – ледяная уксусная кислота (9:2:0,2:0,3 по объ-
ему). Фракции проявляли в парах йода и идентифи-
цировали по величине Rf. Участки силикагеля, со-
ответствующие фракциям участников реакции, раз-
мечали и после выпаривания йода счищали с плас-
тинки, после чего липиды экстрагировали смесью 
хлороформа с метанолом (2:1).
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Количественное определение липидов [10] про-
водили методом фотометрии (400 нм) продуктов их 
сжигания с концентрированной серной кислотой 
(180–200ºС). Для получения контрольных значений 
суммировали количество липидов в соответству-
ющих фракциях на дорожках 1 и 2, что позволи-
ло учесть как количество субстратов, нанесенных 
на пластинку из раствора в хлороформе, так и их 
исходное содержание в гомогенате.

Субстраты – холестерин (Х) и смесь фосфоли-
пидов (ФЛ), полученные методом микротонкос-
лойной хроматографии [10] из печени крыс, рас-
творяли в хлороформе из расчета приблизительно 
500 мкг/мл для Х и 1000 мкг/мл для ФЛ. В качестве 
ферментных препаратов использовались гомогенаты 
серого и белого вещества головного мозга беспо-
родных крыс-самцов, которые готовили на холоде 
в стеклянном гомогенизаторе из 80 мг соответству-
ющей ткани и 2 мл предварительно охлажденного 
физиологического раствора. Определение содер-
жания белка в гомогенате производилось методом 
Лоури [11].

Результаты и обсуждение
Усредненные результаты количественного опре-

деления субстратов и продуктов лецитинхолестерол-
ацилтрансферазной реакции после инкубации с го-
могенатом белого вещества головного мозга крыс 
представлены на рис. 3.

Рис. 3. Изменение содержания продукта  
и субстратов лецитинхолестерол-ацилтрансферазной реакции 

после 2 часов инкубации с гомогенатом белого вещества  
головного мозга крыс

Как видно из рисунка, двухчасовая инкубация 
реакционной смеси непосредственно на хрома-
тографической пластинке привела к заметному 
приросту содержания эфиров холестерина (ЭХ) 
на фоне убыли свободного холестерина и фосфо-
липидов, что свидетельствует о наличии лецитин-
холестерол-ацилтрансферазной активности в тка-
ни белого вещества мозга. Активность оказалась 
сравнительно невысока, поэтому, чтобы убедиться, 
что полученный результат не является артефактом, 
связанным с особенностями предлагаемого метода, 
тот же эксперимент в тех же условиях был прове-
ден с гомогенатом серого вещества головного мозга 
крыс (рис. 4).

Рис. 4. Изменение содержания продукта и субстратов 
лецитинхолестерол-ацилтрансферазной реакции после 2 часов 

инкубации с гомогенатом серого вещества головного мозга крыс.

Как видно из рисунка, в сером веществе обнару-
жилось снижение содержания эфиров холестерина, 
сопровождавшееся ростом количества свободного 
холестерина и фосфолипидов. А так как оба экспе-
римента проводились при значительном избытке 
одного из субстратов (ФЛ), полученный результат 
нельзя объяснять обращением лецитинхолестерол-
ацилтрансферазной реакции. Вероятнее всего, на-
блюдаемые изменения были обусловлены преобла-
данием в ткани серого вещества мозга холестеролэс-
теразной (3.1.1.13) активности [3, 12, 13].

Как видно из рисунков 3 и 4, несмотря на законо-
мерные и согласованные изменения содержания ве-
ществ – участников реакции, прирост и убыль эфиров 
холестерина отличались довольно низкой достовер-
ностью. Это объясняется неизбежным разбросом ис-
ходного содержания субстратов на пластинке по при-
чине испарения хлороформа из их растворов. Поэтому 
более корректной оказалась статистическая обработка 
не абсолютного содержания продукта в опыте и кон-
троле, а значений его прироста или убыли (табл. 1).

Таблица 1
Изменение содержания эфиров холестерина 
(мкг) после 2 часов инкубации реакционной 

смеси на хроматографической пластинке

№ 
Серое вещество Белое вещество

Конт-
роль опыт раз-

ность
Конт-
роль опыт раз-

ность
1 26 26 0 17 24 7
2 26 23 –3 25 30 5
3 31 28 –3 18 24 6
X̄ 28 26 –2 20 26 6

±m 2,0 1,8 1,2 3,1 2,4 0,7

Таким образом, значимым оказался не только 
прирост эфиров холестерина в гомогенате бело-
го вещества, но и убыль в гомогенате серого, что 
позволило корректно определить значения фермен-
тативной активности для обеих тканей: лецитинхо-
лестерол-ацилтрансферазная активность в гомоге-
нате белого вещества составила 250 ± 29 мкг/мг×ч, 
а предположительно холестеролэстеразная в гомоге-
нате серого – 71 ± 44 мкг/мг×ч.
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Выводы
1. Разработан высокочувствительный метод 

определения активности ферментов липидного 
метаболизма с инкубацией реакционной смеси не-
посредственно на хроматографических пластин-
ках.

2. Метод пригоден для определения активности 
ферментов, катализирующих взаимодействие двух 
субстратов липидной природы.

3. В белом веществе головного мозга крыс выяв-
лена лецитинхолестерол-ацилтрансферазная актив-
ность, составляющая 250 ± 29 мкг/мг×ч.

4. В сером веществе выявлена гидролазная (пред-
положительно холестеролэстеразная) активность, 
составляющая 71 ± 44 мкг/мг×ч.
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