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X. П. БОЯДЖЯН

МЕТОД ОПРЕДЕЛЕНИЙ АКТИВНОСТИ ая-антиплазмина

В течение последних лет, проведенные исследования при помощи 
метода гельфильтрации, электрофорезы и др. методов показали, что в 
сыворотке, в плазме и в клеточном составе крови существуют 2 груп­
пы ингибиторов: антиплазмины, ингибирующие плазмин и антиакти­
ваторы, ингибирующие активацию плазмина [1, 3, 4].

Неконтролируемая протеолиза может стать саморазрушающимся 
процессом. Внутрисосудистая протеолиза ограничивается несколькими 
протеазными ингибиторами, такими как агянтнтрипсин, а2-макрогло- 
булин, арантигимотрипсин, интер-а-трипсин ингибитор, С|-инактива- 
тор и аа-антиплазмин (а-АП).

До недавнего времени считалось, что главным и быстродействую­
щим ингибитором плазмина является а2-макроглобули-։.

В 1976 г. 4 группы ученых мира одновременно и независимо одна 
от другой доказали существование нового быстродействующего про­
теазного ингибитора—аг-антиплазмина (а-АП), который ингибирует 
плазмин за 1/10 секунды [5, 7, 10, 11].

Ингибитор является моноцепным глюкопротеином, с весом тела 
67 000, который мигрирует на электрофорезу как а2-глобулин. Моле­
кула а-АП содержит 500 аминокислот [13]. Ингибитор синтезируется 
в печени [9, 10].

Существует множество методов исследований а-АП, но как и з ос­
тальных энзимах систем коагуляции и фибринолиза отсутствуют меж­
дународные методы определения энзимной активности.

Известны имуннохимические методы определения антигенной кон­
центрации я энзимные методы с синтетическими субстратами определе­
ния функциональной активности энзима. Все они трудно приложимы 
в лабораториях окружного типа.

Предлагаем доступный фибринолитический метод определения ак- 
тивности а-АП [2].

Принцип—исследованная сыворотка инкубируется с плазмином. 
.Остаточная активность плазмина определяется субстратом фибриноге- 
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на, коагулированного при помощи тромбина. Определяется время ли­
зиса коагулума, которое соответствует плазминной активности. Чем 
выше плазминная активность, тем больше ингибируется плазмин, тем 
медленнее наступает лизис коагулума.

Реактивы: плазмин, говяжья плазма, стрептаза (Bohringwerke) 
5000 Е флакон, тромбин (Hoffman Laroche) 5100 НИХ Е. барбитал-аце- 
татен буфер с pH 7,4. Используется сыворотка больного- Берется 
кровь утром натощак, по возможности без травмирования вены. Кровь 
ставят на час-два в термостат. Сыворотка отделяется центрифугиро­
ванием крози 3000 об/15 мин.

I. Получение плазмина.

0,5 мл сыворотки, взятой у более 20 здоровых люден, разбавляет­
ся 4,9 мл барбитал-ацетатным буфером—pH 7,4, к которой прибавля­
ется 1,25 мл стрептазы 1000 Е/мл, оставляется на 15 мин, при комнат­
ной температуре, после чего сохраняется при 18°С, а во время работы 
ставится в сосуд со льдом.

С помощью стрептазы, плазминоген из собранной сыворотки пре­
вращается в плазмин, который является устойчивым, прочным во вре­
мени. Плазм'пи сохраняет свою активность в холодильнике при 18°С в 
продолжении 2 недель, но при серийной работе израсходывается почти
целое количество плазминного раствора (5 мл).

Состав барбитал-ацетатного буфера.

1. Реактив барбитал-ацета т.

Ацетат натрий 3 HjO................................................................ 9-714 г
Барбитал натрий................................................................................ 14,714

Дистиллированная вода (кипяченная « охлажденная) . . 500 мл
2. Основной раствор.
Реактив барбитал-ацетат................................................................... 5 мл
НС1 н/10........................................................................................................5 мл
NaCl 0,85%   2 мл
Дистиллированная вода.......................................................................... 15 мл
3. Буферный раствор.
Основной раствор.............................................................................. 1 часть
NaCl 0,85% .................................................................................. 4 чзсти..
II. Ход работы.

Видаловы пробирки предварительно темперируются (на каждого 
больного по три в них капают 0,02 мл, сыворотки, добавляют 0,05 мл 
плазминного раствора, инкубируется 30 сек, позже капают последова­
тельно 0,025 мл говяжьей плазмы и 0,025 мл тромбинового раствора. 
Образуется фибриновый коагулум. С помощью платинового ушка оп­
ределяется время лизиса коагулума.

а-АП, как основной и быстродействующий ингибитор плазмина, ин­
гибирует плазмин. От концентрации а-АП в сыворотке больного (здо-
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рового) человека зависит быстрота лизиса коагулума, чем выше ак­
тивность а-АП в исследуемой сыворотке, тем медленнее наступает ли­
зис коагулума, в связи с меньшим количеством остаточного ингиби­
руемого плазмина. Для контрольного опыта, параллельно с плазмин- 
сывороткон, при построении стандартной кривой используется плаз- 
мин-буферный раствор.

Ш. Построение стандартной кривой.

Ежедневно строим стандартную кривую с помощью серум здоро­
вых лиц с концентрацией сыворотки—800% (0,16 мл сыворотки), 400% 
(0,08мл), 200% (0,04) мл), 100% (0,02 мл) сыворотки и 50, 25% ит.д. 
в соответствии с разбавленной сывороткой. Параллельно этому подго­
тавливаются пробы плазменно-буферного раствора, вместо плазмин- 
сывороточного р-ра.

IV. Вычисление.

Стандартная кривая наносится на миллиметровую бумагу с абс­
циссой 35 см и ординатой—25 см. С помощью стандартной кривой вы­
числяется активность а-АП в исследуемой сыворотке в % активности 
нормы следующим способом—ют стоимости плазмин-сыворотки отни­
мается стоимость плазмин-буфера, или плазмин-сыворотки—плазмин 
буфера—% активности а-АП. Схематически опыт представлен на таб­
лице 1.

Таблица 1

Смешанный серум, мл 
(сер м здорового)

' ерум 
больного

Буфер
МЛ

Г лашин, 
мл

Говяжья 
плазма мл

Тромбин, 
мл

Стандарт­
ная кривая 0,16

0.08
0.04
0.02

— 0.05
■
■
■

0,025 0,025

Кон: роль — 0,16
0.08
0.С4

, 0.02

0.05

*

0,025 0.025

Опыт (тест) 
Контроль —

0.02
0.02

0.05
0,05

0.025
0,025

0.025
0,025

На стандартной кривой видно (рис. 1), что чем больше количе­
ство сыворотки (т. е. чем выше антиплазминовая активность), тем 
больше разница между временем лизиса коагулума от плазмин-сыво­
ротки и плазмин буфера. При постепенном уменьшении количества сы­
воротки, т .е. антиплазмина, уменьшается граница разниц до точки 
пересечения двух кривых. В этот момент время лизиса в двух опытах 
выравнивается, в этой точке стоимость а-АП выравнивается—0%.
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Необходимо отметить, что для этого нужна строгая прецизность 
при построении стандартной кривой, от которой зависит достоверность 
опытов целого дня.

Для большой точности необходимо исследование каждой сыворот­
ки н отдельности (не менее 3 раз), для окончательного результата бе­
рется средняя арифметическая стоимость трех опытов. Необходимо от­
метить, что стандартная кривая неодинакова в разные дни исследова­
ния: это получается вследствие влияния атмосферных факторов на 
биопродукты, с помощью которых проводится опыт. Поэтому стандарт­
ные кривые строятся ежедневно.

Рис. 1. Стандартная кривая д2 антиплазмина.

Разница между временем лизиса ллазмин-буфера и сывороткой 
является минимум 1 мин и 50 сек и она различна в разные дни; очень 
часто достигает до 3—4 минут и т. д. При высокой активности а-АП 
(чаще всего наблюдается при вирусном гепатите) эта разница ярко 
выражена и не дает основания сомневаться в результате исследования 
(рис. 1).

Стрептаза, говяжья плазма и тромбин разводятся барбитал-ацетат­
ным буфером с pH 7,4. Во время работы все реактивы сохраняются 
на льду. Необходимо работать с идеально чистыми пробирками, без 
следов тромбина, который может отразиться на конечном результате.

Референтные стоимости а-АП исследованы у 137 здоровых лиц— 
X—98,92; SD—7.11, 2SD—14,22, X±2SD—85—116%. Эти результаты 
близки результатам, о которых сообщалось еще в (977 А. А. Т. Nils­
son. При работе с трипептидными синтетическими субстратами они 
нашли референтную активность а-АП—84—116% [12]. Collen D. и с. 
1979, также сообщают референтные стоимости при работе с хромоген­
ными субстратами—79—117% [8].
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Воспроизводимовть.

п—33, х—108,69, 5 0—5,39, СУ—4,96%.

Точность.

По причине отсутствия контрольных сывороток с объявленной стои­
мостью а-АП. точность метода исследована с помощью определения ак­
тивности энзима в сыворотке с высокой и низкой активностью с разбав 
лением и без разбавления сыворотки. |В этих условиях получе&лыс стои­
мости активности а-АП близки и приемлемы (табл. 2).

Таблица 2 
Активность а-АП в сыворотке

Рысокая Низкая

не разбавлен разбавлен не разбавлен разбавлен

400%—21.50* 22,40* 400% — [6.55* 16.35*
200%-11.50* 11.55* 2 0% -|2 1 . 12.05*
100%—10.00* 9.30* 100%-7,20* 7.15*
50% -6,50* 6.40* 50%-4,5 * 4,50*

Мы не можем дать сравнительные данные точности и воспроизво­
димости, так как мы не имеем возможности определить активность а- 
АП другими методами, такими как радио-иммунологический, электро- 
иммунологический, фотометрический и др. Несмотря на это, сходство 
референтных стоимостей, полученных нами и вышеуказанными авто­
рами дает основание считать, что наш метод достоверен и имеет хоро­
шую точность и воспроизводимость.

Преимущества метода.

1. Сравнительно простая техника.
2. Определяется функциональная активность сыворотки, а не анти­

генная концентрация.
3. Не требуется специальная аппаратура, кроме термостатической 

ванны и хронометра.
4. Работа проводится с неразбавленной сывороткой, при которой 

сохранятся физиологические соотношения между ингибиторами и ак­
тиваторами сыворотки.

5. Имеет хорошую воспроизводимость в серии—СУ—4,69%.
6. Имеет удовлетворительную точность.
Недостатки метода.
1. Капризный метод, как все методы в гемостазеологии, при кото­

рых требуются биопродукты, на которые влияют температура, влаж­
ность воздуха, атмосферное давление и др. факторы.

2. При ручном определении лизы коагулума, не исключены ошиб֊
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хи, чю в дальнейшем может быть корригировано автоматизированным 
выполнением.

В заключение можно сказать, что а-АП один из новейших ингиби­
торов гемостазеологии открыт в 1979 г. и еще не нашел применения 
в клинической практике.

Оказывается, что исследования ингибитора имеют значение как в 
гемостазеологии, так и в патологии заболевания печени, для диффе­
ренциальной диагностики желтухи, при определении степени и тяже­
сти и прогноза вирусного гепатита (ВГ), для своевременной индукции 
при терапии паренхимных повреждений печени [6].

а-АП может найти приложение при заболеваниях геморагическим 
синдромом, при тромбоэмболических осложнениях, при различных за- 
болевакиях в хирургических, гепатологических, кардиохирургических и 
других клиниках. Ингибитор может найти применение при диагнозе 
ДИК синдрома и его стадии, при иазначении антикоагуляционной и 
антифибринолитической терапии, а также может служить при контро­
ле терапии больных отклонением гемостазы.

Наши исследования 556 больных печеночными заболеваниями по­
казывают диагностическую и прогностическую стоимость а-АП и воз­
можности применения в качестве функционалыного печеночного теста.

Кафедра инфекционных болезней я эпидемиологии
• ВНИ-Плевсн HP Болгария Поступила 10/П 1990 г.

Ь. Ч. ՐՈՑԱՋՑԱՆ

а2—2ԱԿԱՊԼԱԱՄԻՆԻ ԱԿՏԻՎՈՒԹՅԱՆ ՈՐՈՇՄԱՆ ՄԵԹՈԴ

Ամփոփում

Նկարագրված է а2—հակապլաղմինի ակտիվության որոշման ֆիբրինոլիտիկ միկրոմե- 
թ"դդ ներկայացված են մեթոդի սկզբունքը, անհրաժեշտ ռեակտիվները, հետազոտության 
նկարադրությունը, ստանդարտ կորի կաոուցվածքը, ինհիրիտորի ակտիվության հաշվարկումը, 
ոեֆերանտային արժողությունները, ինչպես նաև մեթոդի առավելություններն ու բացասա­
կան կողմերը և ինհիրիտորի կլինիկական արժողությունդ

Kh. P. Boyadjian

The Method of Determination of a2-Antiplasmln
Summary

The fibrlnolithic m.lcromethod of determination of a3-autlplasmin (e-AP) activi­
ty is discribed. The main principles of the method the discrlption of the investiga­
tion, its advantages and shortcomings are discussed.
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С. В. ЦЕРЦВАДЗЕ, П. К. ХАДЖИДИС, Э. О. ЧИЧИНЛДЗЕ

ИНСТРУМЕНТАЛЬНАЯ ОЦЕНКА СОСТОЯНИЯ МАЛОГО КРУГА 
КРОВООБРАЩЕНИЯ У БОЛЬНЫХ ОСТРЫМ 

ИНФАРКТОМ МИОКАРДА

Одним из распространенных и тяжелых осложнений при остром 
инфаркте миокарда (ОИМ) является сердечная недостаточность (СН), 
которая отличается от хронической как по темпам развития, так и по 
результатам лечения и нередко не имеет своего клинического выраже­
ния [2, 6, 7]. Поэтому естественно стремление использовать для вы­
явления СН инструментальные методы исследования. Из них наиболь­
шее распространение при ОИМ приобрел метод мониторирования ос- 
НОВП1ЫХ параметров центральной гемодинамики (ЦГ) с помощью пла­
вающих катетеров Swan-Janz [3, 4]. Однако зондирование связано с 
риском и травматичностью, что ограничивает возможности его длитель­
ного применения [8], поэтому особое внимание приобретает разработ­
ка неинвазивных атравматичных методов исследования, позволяющих 
проводить наблюдения в динамике [1, 9].

Целью работы было изучение возможности применения комплек­
са неинвазивных методов оценки состояния малого круга кровообра 
щения (МКК) для раннего выяснения СН у больных ОИМ.

Материал и методы исследования. Исследовано 80 больных ОИМ 
(68 мужчин и 12 женщин) в возрасте от 33 до 67 лет в первые сутки 
от начала заболевания. Больные были разделены на две группы: I— 
48 больных без клинических проявлений СН и II—32 больных с кли­
ническими признаками СН.

Исследование ЦГ проводили методом радиокардиографии, с ис­
пользованием в качестве индикатора 1311-альбумина. Среднее давление 
в легочной артерии (СДЛА) рассчитывали по формуле, предложенной 
У. Pinto [12]. Автор, используя метод радиокардиографии, у 10 здоро­
вых и 43 больных, страдающих различными пороками сердца, устано-
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