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Новая нефелометрическая методика определения белков 
и белковых фракций в сыворотке или плазме крови

В настоящее время с успехом применяются нефелометрические и 
фотонефелометрические методы определения количества ряда веществ.

Эти методы обладают многими преимуществами перед другими 
аналитическими методами, как быстрота, легкость исполнения в соче­
тании с удовлетворительной точностью.

В отечественной и иностранной литературе опубликовано мно­
жество нефелометрических и фотонефелометрических методик по оп­
ределению белков, ферментов и белковых фракций: Рушняк [1], Пою- 
ровский [2], Клементьева [3]. Клейман и Рона [4], Шмитц [5], Ланге 
[6], Эллиас [7], Рюсцнайк [8], [9] и др.

Фотонефелометрические методы еще недостаточно внедрились в 
практику из-за отсутствия необходимой сложной аппаратуры; что-же 
касается нефелометрических методов, то они до сих пор основывались 
на одном принципе, а именно: при определении количества какого-либо 
вещества приготовлялся стандартный раствор определенной мутности 
нз того же вещества. Как в стандартных, так и в испытуемых раство­
рах, коагуляция вызывалась одними и теми же методами.

В принципе такая методика может считаться идеальной, ибо при 
соблюдении тех же условий должны получаться наименьшие ошибки. 
Однако оказывается, что на практике подобная методика не всегда 
легко осуществима, так как приготовление стабильных стандартных 
коллоидных растворов сложно и требует большого разнообразия реак­
тивов, часто защитных коллоидов и г. п. Особенные затруднения воз­
никают при определении количества веществ органического характера, 
в частности белков, благодаря чему эти методики не получают до сего 
времени широкого распространения.

Основным затрудняющим моментом следует считать приготовле­
ние самого стандартного белкового раствора, так как даже при нали­
чии сухого препарата белка нельзя иметь гарантию в его чистоте, а 
главное, полученные растворы являются нестойкими и очень быстро 
портятся и для получения белковых растворов требуются определен­
ные условия.

Из перечисленных методик в практику вошла методика Рушняка 
|1] для определения белковых фракций с различными модификациями.

Наличие хорошего и легко приготовляемого стандартного раст­
вора дало бы возможность определить количество белков и их фрак­
ций более точно и легко по сравнению с существующими методами-
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В этом случае исключались бы все вышеуказанные недостатки и на­
лицо были бы только положительные качества нефелометрического 
способа, а именно его быстрота и легкость в сочетании с удовлетво­
рительной точностью.

Учитывая вышеизложенное, мы задались целью найти вполне год­
ный мутный стандартный раствор для нефелометрического определе­
ния белков и их фракций. Попытки приготовления стандартных раст­
воров из казеина. СаС2О4, ВаБО, и др. не увенчались успехом. Наши 
поиски в этом направлении дали весьма положительный результат при 
применении мутного стандартного раствора хлористого серебра. Вос­
пользовавшись данными Лэмба, Карлтона и Мельдрума [10], получав­
шие раствор хлористого серебра при определении хлора, нами был 
приготовлен таковой с применением этилового спирта и азотной кис­
лоты со значительными видоизменениями и упрощениями. Этот золь 
отвечал всем требованиям нефелометрии к стандартному раствору [11].

Следующая наша задача заключалась в том, чтобы установить, 
какой концентрации белка соответствует опалесценция полученного 
нами стандартного раствора. Для этой цели мы пользовались форму­
лой Ламберга-Бера [12] (как для сильно разведенного раствора).

Сбелк. Ьбелк. = СХ йх. (1)

При одинаковой опалесценции обоих растворов.
Обозначим условно:
С. — концентрация стандартного раствора;
йх — его высота;
Сбелк. — концентрация белкового раствора;
Ьбелк. —его высота.
Найдем что:

г _ Сбелк. Ьбелк.
Су-------------- --------------- • (2)

йх
Следовательно, для нахождения С необходимо знать произве­

дение концентрации па высоту белкового раствора Сбелк. Ьбелк. при 
какой-то постоянной высоте й стандартного раствора.

Нетрудно заметить, что при постоянной концентрации и высоте 
стандартного раствора произведение Сбелк. Ьбелк. (белкового раство­
ра) также есть постоянная величина, хотя в отдельности величины 
Сбелк. и Ьбелк. являются переменными. Обозначим это произведение 
Сбелк.-йбелк. условно через К.

Эта величина, измеряемая в г'см3 мм, может быть выведена, если 
известна концентрация белкового раствора и его высота по сравнению 
со стандартным раствором (с постоянной концентрацией и высотой).

Определение Сбелк. надо было производить каким-либо другим 
методом. Мы выбрали рефрактометрический, как наиболее быстрый и 
дающий возможность проведения многочисленных исследований.

Близкие по величине значения К (в пределах ошибки опыта) бу­
дут служить доказательством как правильной обработки белковых
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растворов, так и удовлетворительной стойкости и стабильности стан­
дартного раствора.

Если, например, значение К. выведенное по большинству случаев 
без учета разведения, равно 130 г/см3 мм, то

Сх = — = — = 8.65 г/см3, (3)
Ьх 15

а с учетом разведения эту концентрацию надо еще разделить па сте­
пень разведения (напр., на 250, если сыворотка разводилась во столько 
раз). Тогда истинная концентрация стандартного раствора будет:

Сх = -8— = 0,0346 г/см3. (4)
250

При этом белок с концентрацией 0.0346 г/см3 в растворе будет 
при данном осадителе давать ту же опалесценцию, что и стандарт­
ный раствор.

Ввиду того, что сыворотки при обработке также будут разво­
диться во стол ьке же раз. во сколько и опытные, а нам необходимо знать 
их концентрацию в неразведеыном виде, проще пользоваться (3) фор­
мулой для вычисления концентрации какого-либо неизвестного белко­
вого раствора.

Эту же формулу следует применять в обратном порядке
Если С = 8,65 г/см3,

Сх-Нх Ь — 15 ммСое лк. =— ---- — (5) ,лЬбелк. и Ьбелк. для данного
случая равно 20 мм.

8,65-15 3тогда Соелк. =--------- 6.5 г см3.
20

Нетрудно заметить, что в формуле (5) в числителе стоят постоян­
ные значения Сх и Ьх, произведение которых дает то же значение К.

Таким образом, окончательная формула примет вид:

Сбелк. — —- -----  (6)
Ьбелк.

Итак, для разрешения поставленного вопроса необходимо было 
определить рефрактометрическим способом концентрации белковых ра­
створов и умножить их на высоты столбов тех же растворов, полученных 
при нефелометрии, ставя стандартный раствор на определенной высоте. 
Если величины К=(Сбелк. Ьбелк.) в большинстве случаев окажутся 
близкими, возможно будет вывести концентрацию стандартного раст­
вора.

Если же они будут сильно колебаться, значит в нефелометри­
ческой методике имеются большие погрешности, ибо рефрактометри­
ческое определение проверено и дает стабильные результаты.

В действительности оказалось, что выведение более или менее



76 Ю. А. Кечек

постоянного значения К является крайне сложной задачей. Для выяс­
нения этого вопроса и уточнения условий для получения относитель­
ного постоянства этой величины пришлось поставить несколько серий 
опытов. Эти опыты производились после того, как мы убедились в 
отношении достаточной стойкости стандартного раствора.

1-я серия. Сыворотки разводились в 10 раз дистиллированной во­
дой (по Клементьевой), 0.1 мл разведенной сыворотки коагулировался 
5 мл полунасыщенного кислого сернокислого аммония.

Полученные мутные растворы сравнивались в нефелометре со 
стандартом, стоящим на определенной высоте. В тех же сыворотках 
определялись концентрации белков рефрактометрическим способом. 
Полученные значения Сбелк. и Ьбелк. перемножались и выводились 
значения К. Подобных исследований было произведено около ста- 
пятидесяти. Значение К колебалось в очень широких пределах и поэто­
му получались большие расхождения в процентах белка.

Таким образом, результаты этой серии оказались неудовлетвори­
тельными.

2-я серия. Сыворотки обрабатывались так же, как и в первой 
серии, но коагулировались трихлоруксусной кислотой; предполагалось, 
что причина погрешностей может исходить от осадителя. Было про­
ведено 270 исследований. Значения К колебались от 59 до 132 г/см3 мм, 
что давало также недопустимое расхождение в процентах белка. По­
этому данные этой серии также сочли неудовлетворительными.

Результаты проведенных опытов первых двух серий говорят о 
порочности подобного метода разведения белковых растворов, пред­
ложенного Клементьевой [3] и примененного Братковским [13].

3-я серия. Предполагая, что причина погрешностей заключается 
в методе разведения, в третьей серии оно стало производиться не в 
воде, а в физиологическом растворе в 10 раз. При этом в первых 85 
случаях значения К колебались от 65 до 90. Из дальнейшей 
работы выяснилось, что фактор времени имеет большое значение в 
процессе мутеобразования. а этому обстоятельству до сего времени не 
придавалось никакого значения, и этот вопрос вовсе не освещен в ли­
тературе. Наши опыты показали, что муть, образованная при помощи 
трихлоруксусной кислоты, немедленно после разведения дает опалес­
ценцию на 25—30% больше, чем муть, полученная из той же разве­
денной сыворотки уже через 1—2 минуты. После мутеобразования 
выжидание в течение 3—5 минут уже достаточно для наступления 
стойкой опалесценции, которая затем держится часами.

После подобной обработки значения К = Сбелк. йбелк. стали 
колебаться в меиыпих пределах. Результаты этих исследований не 
приведены здесь, потому что мы вновь перешли к коагулированию 
аммоний сульфатом, как к более удобному и перспективному осади­
телю.

4֊я серия. 0,1 мл разведенной сыворотки (10 раз) коагулиро­
валась кислым полунасыщенным раствором аммоний сульфата.
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В 80% случаев этой серии значения К=Сбелк., Ьбелк стали ко­
лебаться в пределах от 140до 160, но в 20% случаев имели больший 
предел (от 130 до 170), что давало расхождение в процентах белка, 
по сравнению с рефрактометром, около 1°/0. Подобную обработку мы 
также сочли непригодной и продолжили поиски новых способов раз­
ведения и коагулирования.

Зеленский [15, 16], выводя кривую высаливания для последую­
щего определения белков фотометрическим способом, находит, что 
источником ошибок при различных методах высаливания может быть 
разрушение гидрофильных оболочек белковых частиц, которое, веро­
ятно, происходит неравномерно, отчего вместо гомогенной мути полу­
чается коагуляция с образованием грубых частиц. Для борьбы с ней 
он рекомендует, по возможности, устранить механическое перемеши­
вание. Однако становится непонятным, каким же образом он вызывает 
гомогенное мутеобразование? Ведь при коагулировании неразведенной 
сыворотки для образования мути рекомендуется встряхивание во из­
бежание получения хлопьев.

Учитывая лабильность гидрофильных оболочек, мы попробовали 
разведение производить в 3% растворе поваренной соли, рассчитывая, 
что это положительным образом отразится на качестве мути.

5-я серия. Разведение производилось в 3°/0 растворе поваренной 
соли в 5 раз; для коагулирования бралось 0,05 мл разведенной сыво­
ротки. Сыворотка всегда центрифугировалась. Было проделано 76 ис­
следований. В 78% случаев значения К колебались от 165 до 185, что 
давало при взятии среднего значения К процент расхождения до 0,5°/о 
белка, но в оставшихся 22% случаев расхождение достигло 1%, 
ибо значение К колебалось в более широких пределах. Поэтому и 
данную обработку мы сочли неудовлетворительной и перешли к сле­
дующей.

6-я серия. Так как результаты 5-й серии дали более удовлет­
ворительные результаты, мы решили еще более повысить концентра­
цию раствора поваренной соли, поэтому в данной серии разведение 
производилось в 10°/0 растворе поваренной соли, а в остальном пов­
торялось то же. Всего было произведено 135 исследований. В 8О°/о слу­
чаев значение К колебалось в пределах от 130 до 170, что давало 
расхождение до 1% при среднем К, а в оставшихся 20% они были 
еще выше, так как значение К колебалось от 130 до 200.

Следовательно, повышение концентрации раствора поваренной 
соли ухудшило результаты. Поэтому мы начали поиски новых спосо­
бов разведения. Были испробованы буфера, а затем различные кислоты.

Первые опыты показали, что разведение сыворотки в 0,1 Ы раст­
воре соляной кислоты резко улучшило результат, уменьшив колебания 
в значениях К.

7-я серия. Сыворотка разводилась в 0,1 Ы растворе соляной 
кислоты в 5 раз и для коагулирования бралось 0,1 мл разведенной 
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сыворотки, кроме того, сыворотка всегда центрифугировалась и бра­
лась параллельная проба для каждой.

Всего было произведено 160 параллельных исследований. Почти 
в 95% случаев значение К колебалось от 110 до 130 и только в5% 
случаев давало несколько большее расхождение.

Расхождение между параллельными пробами в большинстве слу­
чаев так же не превышало 5—7 единиц значения К, а иногда и пол­
ностью совпадало. Если учесть, что 10 единиц значения К соответ­
ствуют 0,5% белка, как показали наши вычисления, в проведенных в 
этой серии опытах значения К колебались от 110 до 130. Можно 
взять среднее значение 120, и тогда процент ошибки содержания бел­
ка по сравнению с рефрактометром не будет превышать 0,5, но, как 
указывалось выше, в 5% случаев мы имели большее расхождение 
в значениях К и поэтому занялись изучением причин этих расхождений.

Причины расхождений могут зависеть от обеих методик (реф­
рактометрической и нефелометрической), но в данном случае нам не­
обходимо было, по возможности, исключить ошибки нефелометри­
ческого способа. Источником этих ошибок, по нашему мнению, могут 
быть: 1) степень разведения: наши исследования показывают, что уве­
личение степени разведения всегда ухудшает результат исследования; 
2) характер разбавителя, причем кислая среда оказалась наиболее благо­
приятной; 3) время от момента разведения до момента коагулирования, 
ибо даже при данном способе разведения уже через 2 минуты сте­
пень мутности падала на 20—25%; 4) неоднородность сывороток (в осо­
бенности при малых количествах) может стать источником ошибок 
ввиду крайней чувствительности реакции. Это предположение подтвер­
ждается тем, что в случаях обработки несвежих или нецентрифугиро- 
вапных сывороток получались худшие результаты; 5) не совсем точная 
калибровка микропипеток может также быть причиной ошибки ввиду 
крайней чувствительности реакции (поэтому при проведении последней 
серии опытов пользовались одной и той же микропипеткой); 6) источ­
ником ошибок может быть и стандартный раствор.

Проведенная работа показывает, что при приготовлении стандар­
тов точно, по всем правилам, указанным в методике, они дают вполне 
одинаковую опалесценцию, что неоднократно проверялось как сравне­
нием стандартов между собой, так и сравнением различных стандартов 
с одними и теми же белковыми мутными растворами. Однако нару­
шение концентраций (в особенности основных) растворов, входящих в 
состав стандарта, перемена чередования реактивов, недостаточное пе­
ремешивание, промедление и другие неточные соблюдения метода его 
приготовления, безусловно, могут быть причиной его неправильности, 
что повлечет за собой изменение опалесценции.

Если к этим причинам прибавить также случайные, чисто техни­
ческие. то станет понятной и причина имеющихся колебаний. Поэтому 
надо, по возможности, исключить их различными приемами.

Для выведения окончательного значения К (так как по, счет по-
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казывал их колебания в большинстве случаев от 115 до 130) были 
выбраны три К со значениями 120, 122,5 и 125,

По этим коэффициентам нефелометрическим способом вычисля­
лось количество белка и затем вновь сравнивались с данными рефрак­
тометрии.

При всех трех коэффициентах в 70% случаев расхождение не 
превышало 0,5, в 25—28% расхождение получалось выше 0,5 и в 
2—3% случаев расхождение немного превысило 1%. Наиболее подхо­
дящим оказался К =120, давший меньший процент расхождений, как по 
количеству случаев, так и по точности. Хотя процент ошибки намного 
уменьшился по сравнению с предыдущими методами обработки, но 
для получения более точных результатов мы прибегли к новым спо­
собам обработки.

С этой целью был применен новый прием, заключавшийся в сле­
дующем: коагулируются 2параллельные пробы совершенно одинаково, 
вышеописанным способом, а затем перед нефелометрированием они 
перемешиваются и образуется общая мутная взвесь. Подобная обра­
ботка сразу резко улучшила результаты, дав нам основание применить 
ее при разведении физиологическим раствором. Дело в том, что при 
разведении в кислоте отпала возможность определения также и фрак­
ций, ввиду того, что в кислой среде правильную фракцинировку про­
извести невозможно, поэтому применение физиологического раствора 
было необходимо для создания именно комбинированной методики.

Для определения эффективности модификации, а также для дока­
зательства правильности обработки таким способом была поставлена 
8-я серия опытов.

8-я серия. Разведение производилось параллельно: и в кислоте 
и в физиологическом растворе, ставились всегда парные пробы, ко­
торые перемешивались перед нефелометрированием. При расчетах бра­
лись 2 значения К (120 и 125). Параллельно при разведении в физио­
логическом растворе, почти во всех случаях, определялась также гло­
булиновая фракция. Результаты представлены в сводной таблице 1.

При разведении в кислоте получены следующие данные:
При К=120 в 90-92% случаев расхождения не превышали 0,2%. 

причем во многих из них совпадали. В оставшихся 8—9% случаев 
расхождения колебались от 0,2 до 0,5%. Выше этого расхождения не 
наблюдалось ни в одном случае.

При К=125 в 90% случаев расхождения не превышали 0,5, а 
в 10% превысили 0,5%.

При разведении в физиологическом растворе.
При К =120 в 67% случаев не превышали 0,2%, а в 20% коле­

бались от 0,2 до 0,5%, а в 2—3% (именно в одном из 36) расхо­
ждение составило 0,53%.

При К=125 в 66% случаев расхождение не превышало 0,5, а 
в оставшихся 34°/0 превышало 0,5%.

Проведенная дифференцировка показывает, что последнюю пред-
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Таблица 1

Кислота Физиологический раствор

Количество 
случаев К

Расхожде­
ние при 
К=120

Расхожде­
ние при 
К = 125

Количество 
случаев к

Расхожде­
ние при 
К = 120

Расхожде­
ние при 
К=125

2 115 0,25 0,5 5 115 0,25 0,5
2 116 0,2 0,45 3 116 0,2 0,45
2 117 0,15 0,40 5 11/ 0,15 0,4
6 118 0,1 0,35 4 118 0,1 0,35
7 119 0,05 0,3 5 119 0,05 0,3
4 120 —— 0,25 5 120 — 0,25
7 121 0,05 0,3 3 121 0,05 0,3
4 122 0,1 0,35 4 122 0,1 0,35
3 123 0,15 0,4 -— 123 0,15 0,4
2 124 0,2 0,45 — 124 0,23 0,45

125 — — 2 125 0,25 0,5. Сыво­
ротки гемо­
лизированы

Всего 39 — — — 36 —— — —

ложенную обработку сыворотки следует считать вполне удовлетвори­
тельной и ее можно применить при обеих модификациях при значе­
нии К = 120.

Альбумин-глобулиновый коэффициент, вычисленный при разве­
дении в физиологическом растворе, также получался в пределах нормы.

ОПИСАНИЕ МЕТОДИКИ
1-я модификация. При разведении кислотой. В данной моди­

фикации возможно опредление только общего содержания белков не­
фелометрическим способом.

1. Приготовление раствора для определения общего количества 
белков (А4֊9).

В 2 колбочки наливается по 2,5 мл насыщенного раствора суль­
фата аммония с pH 6,5—6,8 и по 2,5 мл Ы/6НС1. Реактивы наливаются 
непосредственно перед определением. В 2 пробирки наливается по 
0,4 мл 0,1Ы раствора ПС1 и туда же пропускается 0,1 мл сыворотки, 
перемешивается и той же микропипеткой набирается 0,1 мл разве­
денной сыворотки, которая немедленно пропускается в осадитель при 
энергичном перемешивании. Пипетка ополаскивается тем же раствором.

Через 3—5 минут образовавшиеся мутные растворы перемеши­
ваются, и общая мутная взвесь сравнивается в нефелометре со стан­
дартным раствором, стоящим на уровне 15 мм.

2. Приготовление стандартного раствора хлористого серебра. В 
чистую сухую колбочку наливается 1 мл 96% этилового спирта и 
1 мл концентрированной азотной кислоты в разведении 1 :4, смеши­
ваемся и туда же прибавляется 4 мл 0,1 И раствора поваренной соли, 
снова хорошо взбалтывается и прибавляется точно 0,5 мл 0,002 П
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/ Ы \— 00֊ 1раств°ра азотнокислого сереора, вновь хорошо смешивается и 

ставится на 10 минут в водяную баню с температурой 40°.
По истечении этого срока немедленно переливается в нефело­

метрический стаканчик и переносится в гнездо нефелометра.

Примечание: Для получения правильного стандарта рекомендуем при­
держиваться следующих правил:

1. За основной раствор принять ОДЫ хлористый натрий, который готовится из 
химически чистого препарата точно. Затем следует иметь ОДИ раствор А§403, 
который надо проверить по 0,14 4аС1. Точно так же количество А§4Ог, которое 
пошло на связывание, в 1 мл 0,1.4 4аС1 палить мерную колбочку на 50 мл и долить 
водой до метки. Раствором 0,0024 Ад4О3 можно пользоваться в течение 10—15 
дней, а раствором поваренной соли гораздо дольше. 2. Стандартным раствором мож­
но пользоваться в течение 15—20 минут, если же исследование затягивается, реко­
мендуется либо приготовить новый стандарт, либо проверить старый первым илв 
вторым белковым раствором.

Расчет. Для вычисления общего количества белка Сбелк. надо 
К 120 разделить на высоту столба Ьбелк, полученную при сравнении 
со стандартом, стоящим на уровне 15 мм.

2-я модификация. Определение общего количества белка и его 
фракций.

1. Приготовление раствора для определения общего количества 
белков (альбуминов и глобулинов. А4֊9).

Точно так же. как и в первой модификации, готовятся параллель­
но 2 пробы, только разведение сыворотки производится в 0.4 мл фи­
зиологического раствора.

2. Приготовление раствора для определения глобулинов (9) или 
глобулинов с фибриногеном в случае плазмы.

Также готовятся 2 параллельные пробы следующим образом:
2,5 мл насыщенного аммония сульфата и 2,5 мл дистиллированной 

воды наливаются в чистую сухую колбочку и туда же пропускается 
сыворотка, разведенная в 5 раз в физиологическом растворе. Затем 
пробы также сливаются и нефелометрируются со стандартом.

Примечание: При приготовлении 2 первых растворов в каждой случае 
необходимо произвести новое разведение и ни в коем случае нс пользоваться пов­
торно той же сывороткой. Криме того, лучше пользоваться той же микропипеткой, 
по ее следует каждый раз промывать физиологическим раствором, а затем неразве- 
денной сывороткой.

3. Приготовление раствора для определения фибриногена (Р).
Его лучше готовить из иеразведенной плазмы следующим об­

разом:
1,35 мл насыщенного аммония сульфата с pH 6,5—6,8; 3,65 мл 

дистиллированной воды смешивается, пропускается 0,1 мл неразве- 
денной плазмы. Фракция фибриногена получается в разведении 1:50, 
тогда как остальные все фракции—в разведении 1:250. Это обстоя­
тельство следует учесть при расчетах.
Известия VII, № 10—6
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Ввиду того, что сыворотка здесь не разводится, можно поль­
зоваться одной пробой

4. Приготовление стандартного раствора. Готовится точно так же, 
как в первой модификации.

Расчет՝.
1. Для вычисления общего количества белка нефелометрическим 

способом, зная Ьбелк., полученную при сравнении со стандартом.
, К 120 Сбелк. неф. —----------=-------------

Ьбелк. Ьбелк.
2. Для вычисления концентрации глобулинов

Ьглоб. Ьглоб.
или в случае определения фракций этим способом.

~ - Сбелк. реф. Ьбелк.С г л об. —----------—------------ .где Сбелк. реф.—это концентрация
И гл об.

общего количества белка, определенная рефрактометрически.
Примечание: Если не удастся пронефелометрлровать данный раствор со 

стандартом, стоящим на 15 мм, высоту стандарта надо уменьшить и сделать соответ­
ствующий пересчет.

3. Для вычисления концентрации фибриногена в случае плазмы, зная Ьфибр.
К Сбелк. реф. Ьбелк.

Сфибр. =------------ ; или Сфибр. =------------------------ - '
Ьфибр. 5 Ьфибр 5

Результаты делятся на 5, чтобы приравнять к высотам других 
белковых растворов, которые были разведены в 5 раз больше, чем 
фибриноген.

Обсуждение результатов
Выработанная комбинированная методика имеет ряд преимуществ 

перед другими нефелометрическими методами благодаря применению 
стандартного раствора.

При определении белковых фракций существенным моментом в 
предложенной нами методике является сравнение обеих фракций со 
стандартом, а не между собой, что создает техническое удобство, так 
как стандарт, с одной стороны, остается неподвижным и меняется только 
содержимое одного стаканчика. Этэ упрощение намного ускоряет ра­
боту, особенно при массовых определениях. Так как данные здесь 
являются сравнительными, даже при нарушении точности стандарта, 
результаты будут правильными при правильной калибровке нефелометра, 
что также очень важно, ибо длительная работа с нефелометром по­
казывает, что нарушение калибровки может произойти от перемены 
стаканчика, а главное от вращения лампочки и других причин.

Другим важным моментом следует считать обработку самих бел­
ковых растворов. Опыт нашей работы показывает, что разведение для 
получения из сыворотки нефелометрической взвеси, безусловно, необ­
ходимо, однако нельзя ни в коем случае пользоваться ранее пред­
ложенными методами разведения.

Обработка сыворотки, немедленно после разведения, а также 
сливание 2 параллельных проб, конечно, несколько увеличивает 
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объем работы по обработке, но, с д ругой стороны, значительно улуч­
шает результат, что подтверждается нашими данными, которые всег­
да контролировались рефрактометром в случае коагулирования всех 
фракций.

Наряду с этим нами обрабатывались сыворотки другими методами, 
как методом Рушняка [1] (без разведения), так и по методу Братков- 
ского [13] с разведением по Клементьевой [3]. Как в том. так и в дру­
гом случае значения К колебались в очень широких пределах, в ме­
тодике Рушняка от 180 до 280 и в методике Братковского от 160 до 
350. Причиной ошибок при обработке сывороток без разведения (ме­
тод Рушняка) является образование хлопьев, которое наступает даже 
при тщательном соблюдении одних и тех же условий.

Следовательно, не все белки коагулируются в одинаковой сте­
пени и, даже при равномерной коагуляции глобулиновой фракции, ре­
зультат, очевидно, будет неправильным.

При разведении по методу Братковского-Клементьевой [3, 13J 
ошибки получаются в еще больших пределах, поэтому этот метод 
следует считать непригодным, во-первых, потому, что разведение 
нельзя производить в воде, а главное, ни в коем случае нельзя поль­
зоваться первым разведением при коагулировании глобулинов, как 
предлагают авторы, потому, что степень мутности при малейшем про­
медлении надает на 25—30%.

Следовательно, в этом случае неправильно обрабатываются обе 
фракции, почему результаты и не могут быть правильными.

В нашем способе мутная взвесь, содержащая общую сумму белков, 
поддается контролю и, если правильна фракцинировка, результаты 
будут также вполне правильными, так как исключены источники оши­
бок, хотя было-бы весьма желательно подвергнуть контролю и глобу­
линовую фракцию, что мы не смогли сделать, за неимением электро­
форетической установки.

В случае определения, наряду с фракциями и общего содержания 
белка, стандарт должен быть приготовлен тщательно, так как здесь 
мы имеем дело с абсолютными данными, причем тогда отпадает необ­
ходимость рефрактометрирования. Это имеет особо важное значение 
в тех случаях, когда по каким-либо методическим причинам сыворотки 
приходится разводить, ибо наши опыты показывают, что рефрактомет­
рия при разведении сыворотки или плазмы начинает давать искажен­
ные результаты [14]. Нефелометрия дает вполне удовлетворительные 
результаты, если разведение и обработку производить по правилам, 
указанным в методике. Кроме того, рефрактометрия совершенно не 
применима при исследовании растворов чистого белка с малой кон­
центрацией (ниже 3%), так как данные получаются либо совершенно 
искаженными, либо полученные коэффициенты преломления не попа­
дают в область показаний таблицы. Нефелометрия и в этом случае 
дает вполне удовлетворительные результаты.

В данной методике можно также комбинировать приемы, поль­
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зуясь одновременно и нефелометром и рефрактометром, которые про­
веряют друг друга.

Это особенно важно для неопытных работников, почему и на 
первых порах овладевания данной методикой рекомендуется проверять 
свои данные обоими аппаратами, не забывая при этом о всех прави­
лах, указанных в методике, как в отношении стандартного раствора, 
так и при обработке белковых растворов.

Выводы
1. Описан метод приготовления стандартного раствора, вполне 

пригодного для нефелометрирования белковых растворов. Стандартный 
раствор готовится в виде взвеси хлористого серебра и приготовление 
его может быть выполнено в любой лаборатории.

2. Разработанная комбинированная методика дает возможность 
определения общего количества белка, а также белковых фракций 
исключительно нефелометрическим способом, причем общее количество 
белков может быть произведено двумя модификациями.

3. При разработке методики с применением стандартного раствора 
выяснилось, что падение степени мутности получаемых растворов за­
висит от времени, истекающего от момента разведения до момента 
коагулирования. Изменение дисперстности и оптического эффекта кол­
лоидной системы, безусловно, указывает на изменение структуры бел­
ковых мицелл, происходящих, вероятно, вследствие лабильности их 
гидрофильных оболочек.

4. Разработанная комбинированная методика позволила выявить 
недостатки ныне применяемых способов определения белковых фрак­
ций как без разведения, так и с разведением (Рушняк, Братковский), 
дающих не менее 30—40% ошибок.

5. Применение стандартного раствора позволило выявить ряд кос­
венных причин, влияющих на мутеобразование белковых растворов, 
также создающих погрешность нефелометрических способов, и дать 
правильный способ обработки белковых растворов.

6. Разработанная методика позволила значительно сократить ко­
личество расходуемых реактивов и применить совсем несложную ап­
паратуру, доступную любой лаборатории.

6. Длительная работа с нефелометром показывает, что показания 
нефелометра отличаются большой чувствительностью, значительно пре­
вышающую чувствительность колориметра, следовательно ошибки при 
самом процессе нефелометрирования крайне ничтожны при отсутствии 
посторонних оттенков.

7. Разработанная комбинированная методика создает перспективы 
применения стандартного раствора для определения как органических, 
так и неорганических веществ.

Кафедра биохимии
Ереванского медицинского института Поступило 12 VI 1954 г.
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ՆՈՐ ՆեՖԵԼՈՄեՏՐՒԿ ՄԵԹՈԴ ՍՊԻՏԱԿՈՒՑսԵՐՒ եՎ. ՆՐԱՆՑ 
ՖՐԱԿՑԻԱՆԵՐԻ ՈՐՈՇՄԱՆ ԱՐՅԱՆ ՇԻՃՈՒԿԻ ԿԱՄ ՊԼԱԶՄԱՅԻ ԱեՋ

ԱՄՓՈՓՈՒՄ

Գրականության մ ե9 նկարագրված են մ ի շարք ֆոտոմետրիկ և ֆո- 
տ ոն ե ֆ եշ ո մետրիկ քանակական էսնալիղի մեթոդներ, որոնք d եծ տարածում 
չունեն ապարատուրայի րարդ լ/ւնեքՈւ պատճառով։ Նեֆելոմետրիկ (պղտո­
րաչափ) քան ա կ ա կան անալ1ւղ[ւ մեթոդներն ունեն մ ի չարք առավելու­
թյուններ մյուս քանակական մԼթոգներ ի հան դեպ, րալց d իաժամանակ 
ունեն և թերություններ, որոնց պատճառով մինչև այժմ քթ են կիրառ­
վում։ Այդ թերությունները բքսուd են նրանի ց , որ տվյալ ո ր ո չում ր կա­
տարելիս պահանջվում է ո ւնեն ա լ պ ղ տ ո ր ստանդարտ լուծ ույթ, որը պատ­
րաստվում է նույն ձևով, ինչ որ հետաղոտելի լուծույթը։ Hրոչ օրգանական 
նյութերի քանակական որոչումր, օրինակ Սպիտակուցների, չա տ է դժվա­
րանում ստանդարտ լո։ ծույթ ի պատրաստման րարդ մ և թ ոդ իկա յի պատ­
ճառով։ ք՝ացի դրանից սլատ րաստված ստանդարտ լուծույթները չատ ան­
կայուն են, ուստի արդյունքները ճիշտ չեն լինում։

Սատչելի նեֆելոմետլ։իկ մեթոդ ստեղծել հնարավոր է այնպիսի պղտոր 
լուծույթ պատրաստելով, որը փոխարինի ս տ ան դա ր ս։ լուծույթ ին և րավա- 
րարի նեֆելո մ ետ րի ա յ ի պահանջներին։

երկարատև հետազոտություններից հետո մենք կարողացանք պատ­

րաստել արծաթ ք լո ր ի դ ի կո11ոի'1 լուծ ո։ յթ, որր միանգամայն փոխարինում 
էր սպիտակուցային ստանդարտ լուծույթին։ Նրա կոն ցեն տ րա ց ի ան մենք 
որոշեցինք հայտնի քանակներով սպիտակուցային շիջ ուկներ ի միջոցով և 
այն օգտադո րծև ց ին ք արյան պլաղմայի և չ թ հ րւ ւ 1լ [t մեջ սպիտակուցների 
քանակը և նրանց ֆրակցիաները որոշելու, համար։ Փորձերի ժամանակ
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