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НОВЫЙ МЕТОД КОЛИЧЕСТВЕННОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ 
ОБЩЕГО БЕЛКА И ЕГО ФРАКЦИЙ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ 
ПРИ ПОМОЩИ СТАБИЛЬНОГО СТАНДАРТА МУТНОСТИ

В настоящее время для определения белковых фракций приме
няются многочисленные методы, из которых основным считается ме-
тод электрофореза в различных модификациях |1 9|. который был 
предложен Тизелиусом |1|, а затем модифицирован Фильпотом |2|. 
Свенссоном [3] н другими.

Электрофорез дает возможность отделить белки друг от дру-
га, выделить чистые белки, обнаружить новые фракции, установить 
электрофоретическую подвижность, определить изоэлектрическую точ
ку отдельных белков и, наконец, определить количество различных 
фракций белков.

Однако некоторые авторы, например, Альберти и Николас [10|. 
Свенссон [3, 11| и др. |12|. отмечают, что электрофорезом, осо
бенно при его различных модификациях (на агаровом желе, в раз
личных средах и на бумаге) количество отдельных фракций опреде
ляется недостаточно точно. Эти неточности возникаю! по следующим * 
причинам: Альберти и Николас, а также Свенссон находят, что бел
ковые границы подвергаются диффузии при прохождении тока и, сле
довательно, не резко выделяются. Далее при движении белковых мо
лекул происходит взаимодействие между белками и ионами буфера.

По данным Кункеля 113] и М. Н. Егоровой |14|. по мере про
движения белковых частиц в различных средах, особенно на бумаге, 
имеет место адсорбция этих частиц по пути от места нанесения до 
места фиксации.

Кроме того, при электрофорезе на бумаге (который имеет наи
большее распространение), по мнению Кремера и Тизелиуса 115|, Ме
рида и corp. 16|, Кои и corp. 117|, происходит неравномерное захва
тывание красителей различными белковыми фракциями. На основании 
этого многие авторы рекомендуют внесение соответствующих коэф
фициентов при расчетах.

Все эти моменты вместе взятые, даже при полной стандартиза
ции остальных процедур, могут быть причиной значительных неточ
ностей при количественном определении белковых фракций. Однако 
это обстоятельство никак не умаляет значения электрофоретического 
метода для разрешения всех остальных вопросов, из которых глав
ным следует считать установление идентичности различных белков в 
неизвестных белковых смесях.
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5’казанные неточности при количественном определении белко
вых фракций, а также большая трудоемкость электрофоретического 
метода объясняют попытки многих авторов создать и другие методы 
фракционирования.

Диер и Фарбер 118, 19| предложили метод фракционирования
белков сыворотки крови при помощи трихлоруксусной кислоты, с по
следующим определением количества отдельных
щи биуретовой реакции. Вольфсон 

фракций при homo- 
м. А. Рожденстнен-и сотр. |20|,

ская |21| предлагают осадить белковые фракции сульфатом натрия, 
3. Л. Гуткина, И. Н. Гаврилова, Г. Д. Каверзин |22|—ацетоном, Кон 
и сотр. |23| —этиловым спиртом, а затем определить их количества 
биуретовой реакцией.

Аулл и Маккорд |24| предложили новый турбдиметрический ме-
тод количественного определения белковых фракций путем фракцио
нирования белков сыворотки крови однозамещенным фосфорнокислым
калием, определяя количество каждой фракции по степени мутности 
при помощи спектрофотометра. Предложенный ими метод был разра
ботан на основании исследований Бутлера и сотр. |25], Раппопорта 
и сотр. [26|. <

Занимаясь в течение ряда лег вопросом количественного опре
деления белков в различных средах |27, 29|, мы решили разработать 
метол количественного определения общего белка и фракций (аль
буминов и подфракции глобулинов), придерживаясь принципа фрак
ционирования, предложенного Ауллом и Маккордом |24|, сравнивая 
полученные мутные растворы со стабильным стандартом мутности.

Полученные результаты контролировались следующим образом:
количество общего белка проверялось при помощи рефрактометра и
путем сравнения с мутными растворами, приготовленными из препара
тов чистых белков.

Для проверки правильности фракционирования мы решили взять 
средние данные количественного содержания фракций (альбуминов и 
глобулинов) нескольких электрофоретических методов |30, 31, 32, 33|, 
которые колеблются примерно в следующих пределах. Альбумины от 
50- 60%, глобулины от 12 16%, 3-глобулины от 12—16% и 7-гло- 
булины от 10—15%.

Па основании изложенного мы сочли возможным считать фрак
ционирование правильным, в том числе если будут получаться вос
производимые данные в указанных пределах.

Применив в первоначальных исследованиях в точности способ 
получения мутных растворов Аулла и Маккорда, мы не получили 
воспроизводимое!и и, кроме того, полученные данные не соответство
вали приведенным выше нормам.

На основании этого мы пришли к заключению, что предложен
ная авторами |24| методика получения мутных растворов нуждается 
в видоизменении.

Сохранив концентрацию и р! I основного раствора фосфорнокис
лого калия (для коагулирования общего белка), мы видоизменили
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концентрации фосфатов для коагулирования других фракций—сыворот 
ку добавляли в неразведенном виде. Нам удалось получить воспро
изводимые результаты, но интервал концентраций осфатов для коа
гулирования отдельных фракций получался чрезвычайно ограниченным.

При таком ограниченном интервале (все подфракции глобулинов 
коагулировались с разницей концентрации в 2—3°/0) возможен захват 
соседней фракции.

Дальнейшие исследования показали, что расширения интервала 
между концентрациями фосфатов для коагулирования подфракций 
глобулинов возможно достигнуть, изменяя pH коагулирующих ра
створов. При повышении pH в основном растворе результаты коагу
лирования общего белка не меняются, но при понижении концен
трации фосфата (для коагулирования подфракций глобулинов) повы
шение pH очень заметно влияет на степень опалесценции, увеличи
вая ее.

Для определения фракции альбуминов от глобулинов произведено 
снижение концентрации основного раствора до тех пор, пока 6°/0 ый 
раствор альбумина полностью переставал давать опалесценцию при 
его прибавлении к этому раствору, а опалесценция, получаемая при 
прибавлении сыворотки, зависит исключительно от глобулинов. Руко
водствуясь тем же принципом, подобраны соответствующие концен
трации фосфатов для коагулирования подфракций глобулинов, кото
рые были также проверены электрофоретическим методом Таким об
разом, нами были подобраны концентрации фосфатов для коагулиро
вания всех фракций сыворотки крови. После замутнения сыворотки
крови последовательно убывающими концентрациями фосфатов, все
мутные растворы сравниваются в нефелометре с прокалибрированным
стандартом мутности и по высотам столбов
белка в каждой ракции

Наши исследования показали, что при

определяется количество

нефелометрических опре
делениях получается хорошая воспроизводимость в соответствии с за
коном Ламберта-Бера, что установлено при помощи модельных опытов 
с препаратами белков и сывороткой крови.

Содержание общего белка и белковых фракций испытывают ко
лебания в следующих пределах: общий белок ог 7,4—9,5 (в абсолют, 
проц.); фракции в относи тельных процентах: альбумины от 50,0—60,0, 
а-глобулины от 12 — 15,5, ^ глобулины от 11,5—16 и ^-глобулины от 
10 до 15,5. А/Г, коэффициент колебался во всех случаях от 1,1 —1,3.

Полученные данные позволяют считать, что фракционирование 
производится с достаточной четкостью и полученные данные соответ
ствуют большинству средних норм электрофоретических методов.

Методика

Реактивы: 1) основной раствор однозамещенного фосфорнокис 
лого калия с pH—6,9—7,0;
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2) 2,4 н. раствор едкого натрия.
Для приготовления основного раствора препарат предварительно 

выдерживается в течение одного дня в термостате при 37°, затем по
стоянно хранится в эксикаторе. Из этого препарата готовится 2,39 М 
раствор на 2.4 н. растворе едкого натрия. Для получения данной кон
центрации 32,4 г фосфорнокислого калия помещаются в мерную кол
бу на 100 мл (можно и в мензурку) и доливается до 100 мл 2,4 н. 
раствором едкого натрия. pH этого раствора равен 6.9—7,0. Такой 
метод приготовления основного раствора более рационален, так как 
обеспечивает стабильность pH, который, наоборот, колеблется при 
добавлении едкого натрия в сухом виде.

Калибровка стабильного стандарта. Для установления уровня 
стабильного стандарта в нефелометре надо приготовить раствор белка 
(лучше смесь альбумина и глобулина) в соотношении и концентрации, 
примерно соответствующей сыворотке крови. В целях калибровки 
можно ։акже воспользоваться сыворотками с известным содержанием 
белка, определенным каким-либо другим методом. При коагулирова
нии сыворотки основным раствором фосфата (Пая фракция общий бе
лок) получается сильно выраженная опалесценция, поэтому лучше 
как для калибровки, так и для дальнейших определений брать толь
ко 0,05 мл сыворотки на 5 мл фосфата, тогда как для коагулирования 
других фракций берется удвоенное количество сыворотки, т. е. 0,1 мл 
на 5 мл фосфата.

Полученный мутный раствор ставится в нефелометре на какую- 
либо произвольнук> высоту, например 10 мм, а напротив устанавли
вается стабильный стандарт и уравнивается освещенность полей. Эту 
процедуру следует повторить 2-3 раза и найти среднюю высоту ста
бильного стандарта, которая и будет его основной высотой.

Ввиду юго, что в последнем мутном растворе, где коагулируют
ся только *,-глобулины, степень мутности получается незначительной, 
надо также найти половинную высоту стояния стабильного стандарта. 
Для ее нахождения тог же мутный раствор переставляется на поло
вину первоначальной высоты, г. е. на 5 мм и снова уравнивается ос
вещенность полей. ՝ ’

После калибровки стабильный стандарт постоянно находится в 
нефелометре и только переставляется по надобности с полной высоты 
на половинную и наоборот. .

Ход определении. В четыре колбочки наливается по 5 мл раст
вора фосфорнокислого калия в следующих концентрациях.

1. Основной (2,39 М) для коагулирования общего белка с pH — 
6,9 — »,0. > ' ’***•*■*,՝

2. 65°/0 (по объему) от основного для коагулирования общего 
глобулина с pH—6,9 —7,0.

3. 54°/0 от основного для коагулирования £ и 7-глобулинов pH—
6,9—7.0.
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4. 44°/0 от основного для коагулирования 7-глобулинов pH 
7,9-8,0.

Для точного приготовления этих растворов из основного приво
дится табл. 1. где все количества рассчитаны для одной пробы.

Таблица I

№№ 
раство

ров

Количество основ
ного раствора 

в мл
Количество 

воды
Количество ра
створа едкого 

натрия

Общее количество 
коагулирован, 

раствора

I
2
3
4

5 
3,25 
2.7 
2.2

1.75
2.3
2.2 0.6

5
5
5
5

В первую колбочку при постоянном взбалтывании наливается 
0,05 мл сыворотки, а в остальные 3 по 0,1 мл сыворотки. Полученные 
мутные растворы тотчас сравниваются со стабильным стандартом мут
ности и определяются соответствующие высоты столбов для каждой 
фракции.

Примечание: Первые 3 раствора сравниваются со стабильным 
стандартом на основной высоте, а в четвертом степень мутности сла
бая и поэтому его приходится сравнивать на половинной высоте ста- 
бильного стандарта.

Расчет

Для нахождения количества белка в каждом мутном растворе 
прежде всего надо вычислить постоянный коэффициент для данного 
уровня стабильного стандарта. Коэффициент, представляющий собой
произведение высоты столба любого белкового раствора на его кон
центрацию, вычисляется по данным калибровки следующим образом: 
допустим, количество белка в сыворотке крови равно 8°/0 и мутный 
раствор был поставлен на высоту 10 мм. Для нахождения коэффи
циента надо 8 умножить на 10, но полученный результат разделить на 
2, так как в первом мутном растворе количество сыворотки было 
вдвое меньше, чем в остальных (при количестве сыворотки 0,1 мл
высота столба получилась бы вдвое меньше1. Таким образом, в дан
ном случае коэффициент получился равным 40.

По найденному коэффициенту вычисляется количество белка в
каждом мутном растворе путем деления коэффициента на полученную 
при нефелометрировании высоту столба каждого мутного раствора.

Например, для первого мутного раствора высота столба оказа
лась равной 10,14, разделив на 2, получим 5,07 мм. Тогда количество 
общего белка будет равно:

40 : 5,07 = 7,9°/0.

Для второго мутного раствора высота столба получилась 11,8 мм,
следовательно общее количество глобулинов (2-ая фракция) будет:

Известим XIV, № 3- 4
40:11,8=3,4%.
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В третьем мутном растворе высота столба равна 19,1 мм, тогда 
количество £-и 7-глобулинов будет:

40: 19,1=2,1%.

Если в четвертом мутном растворе на половинной высоте, до
пустим, получился столб высотой 18,2 мм, то его надо умножить на 2 
(так как на полной высоте столб был бы вдвое выше) —18,2X2 = 36,4 мм.

Количество 7-глобулинов будет:

40:36,4=1,1%.

По полученным данным вычисляется количество белка в каждой 
фракции. Для нахождения количества альбуминов из общего количе
ства белка (1-я фракция) вычитываем общее количество глобулинов 
(2-я фракция). Для нахождения количества я-глобулинов из общего 
количества глобулинов (2-я фракция) вычитываем количество р-и 
7֊глобулинов (3-я фракция). Для нахождения количества ^-глобули
нов из суммарного количества р-и 7-глобулинов (3-я фракция) вы
читываем количество 7-глобулинов (4 я фракция). Количество 7-гло
булинов было рассчитано непосредственно по высоте столба в четвер
том растворе.

В данном примере при расчете получились следующие данные: *
Общий белок—7,9%, 
Альбумины 7,9—3,4=4,5, 
я-глобулины 3.4—2,1 = 1,3, 
3-гл обул ины 2,1 —1,1 = 1,0. 
7-глобулины 1,1.

Для вычисления А/Г коэффициента надо количество альбуминов 
разделить на общее количество глобулинов.

Обсуждение результатов

Благодаря всем последовательно проведенным приемам в отно
шении выбора концентраций и pH коагулирующих растворов фосфа
тов, в предлагаемой методике достигнута хорошая воспроизводимость 
результатов и стабильность полученных результатов определения бел
ковых фракций у здоровых лиц.

На основании наших исследований, можно отметить, что фрак
ционирование можно произвести успешно, если подобрать необходи
мые реактивы и создать соответствующие условия. Ионы фос
фата имеют преимущество перед другими коагулянтами, так как они 
способствуют правильному фракционному разделению, что подчерки
валось не только Аулло.м и Маккордом )24|, но и другими авторами, 
Маркович |34| показал, что ионы фосфата способствуют более точно
му фракционированию ^-и 7-глобулинов при электрофорезе, так как
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при проведении электрофореза в фосфатном буфере аномалии полу
чаются значительно меньше, чем при разделении фракций в других
средах.

Однако не исключается возможность при необходимости произ
вести фракционное разделение сывороточных белков и другими коа
гулянтами, в 
в литературе

частности аммонией сульфатом, хотя по этому вопросу
имеются противоречивые данные. Р. А. Гудович [35|

отмечает, что при старом методе фракционного разделения альбуминов 
и глобулинов [28]. действительно, А/Г коэффициент получается на
много выше (1,5—2,5), чем при электрофоретическом методе и объ
ясняет это гем, что для коагулирования глобулинов берется недо
статочная концентрация аммония сульфата.

Действительно, полунасышенный раствор 
pH 6,6—6,8 не полностью осаждает глобулины, 
личество глобулинов получается заниженным, 
наоборот, завышенным.

сульфата аммония с
благодаря чему ко-

а А/Г коэ •Цприциент

Однако при значительном повышении концентрации аммони 
сульфат можно полностью осадить глобулины и проверить при по
мощи раствора чистого альбумина, что было сделано также и нами.

Гудович отмечает, что путем соответствующего подбора концен- 
траций аммония сульфата можно также подразделить подфракции 
глобулинов и получить результаты близкие к электрофоретическим 
нормативам.

В работе В. И. Окулова [36], наоборот, подчеркивается, что при 
помощи аммония сульфата невозможно произвести правильное фрак
ционное разделение подфракций глобулинов. Эти данные, в корне 
противоречащие данным Гудовича и нашим исследованиям, можно 
приписать несовершенству методики фракционного разделения фрак
ций, примененной Окуловым.

При фракционировании автор добавляет аммоний сульфат в су
хом виде, меняя тем самым физико-химические свойства биологиче
ской системы и не учитывая pH образующейся смеси.

Кроме этого, он производит дальнейшее определение фракции 
глобулинов в фильтратах рефрактометрическим способом, что также 
не дает достоверных данных, так как на основании исследований Гу
довича (что подтверждается и нашими исследованиями), рефракто
метрические определения возможно производить исключительно в 
Ильных сыворотках, ибо малейшие манипуляции с ним (разведение 
или внесение постороннего вещества) резко искажают результат реф
рактометрического определения.

Исходя из сказанного, можно сделать вывод, что несмотря на 
преимущество фракционного подразделения при помощи различных 
концентрации фосфатов, не исключена возможность фракционного 
разделения и другими коагулянтами, в частности аммонием сульфа- 
Юм, с подбором соответствующих условий и концентраций коагули
рующих растворов.



Ю. А. Кочек, Л В Семерджян

Проведенные нашим методом исследования показывают большую 
стабильность результатов у здоровых лиц и отклонения будут наблю
даться только в патологических случаях, что было отмечено нами.

Работы Аулла и Маккорда 1241, Бутлера [25|, Раппопорта [26], 
Гудовича [35] и, наконец, наши исследования подтверждают, что оп
ределение белка в мутных средах имеет особые преимущества и 
дает правильные результаты при правильном способе получения мут
ной взвеси.

Причина заключается в том, что реакции между белком и коа
гулирующим агентом специфичны и чувствительны, и поэтому, по 
сравнению с количеством взятого материала, количество мутного ра
створа настолько увеличивается (сыворотка разводится в 50 или 
100 раз), что совершенно отпадает значение примесей, которые мо
гут влиять на результат исследования и которые могут меняться в 
патологических случаях.

Прибавление различных веществ к сыворотке крови действитель
но не отражается на получаемой опалесценции. Следовательно, надо 
признать, что в данном случае нет никаких побочных факторов, влия
ющих на степень опалесценции, и поэтому единственной причиной 
погрешности может быть захват соседней подфракции, что также 
исключается в нашем метоле благодаря созданию большего интервала 
между концентрациями коагулирующих фосфатов.

Следовательно, в предлагаемом нами методе учтены все возмож
ные случайности и поэтому пои правильном использовании метода 
будут получаться вполне точные и воспроизводимые результаты.

В техническом отношении методика крайне проста и доступна 
для освоения любой лаборатории. Все определения общего белка и 
его фракций производятся в течение нескольких минут.

Кафедра биохимии
Ереванского медицинского института Поступило 10У1П 1960 г.

Нт. 4. -miJib Լ. •!.. 111յԱ1։ՐՋ»ԱՆԱՐՅԱՆ ՈԻՀՈԽԿհ ԱփՎ ՍՊԻՏԱԿՈԻՑԻ Ե՛Լ ՆՐԱ ՖՐԱԿՑԻԱՆԵՐԻՔԱՆԱԿԱԿԱՆ ՈՐՈՇՍԱՆ ՆՈՐ ԱԵԹՈԴ՝ ՆԵՖԵԼՈԱԵՏՐԻԿ Ե'ԼԱՆԱ'ւՈ‘1.

II. if Փ и էի о t if

!’երկա ու и tn մնա սի րո i թ լուն ր հիմնված Լ ամ ե րիկլան հեղինակն!* ր 1Լու ա 
ե Մակկորղի հև տաղոտու թլունների վրա։ 1Լոա գա րկվա մ է արքան շիճուկ 
մեջ սպիաակու ցի ե նրա ֆրակցիաների ( ա լր Ո1 մ ինն ե ր ի և (X, խ J ղլորալին- 
նևրի) քանակական որոշման նոր մեթող' նեֆելոմեարիկ եղանակով։

Պատրաստվում է KH2PO4֊/» և M լուծուլթ, pH='b» — 7։ Այս 
/ուծուլթով կոաղո t րսցիալի են ենթարկվում ար լան բոլոր սպիտակուցները։
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