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                                             Предисловие


Руководство к практическим занятиям по биохимии составлено в соответствии с Государственным образовательным стандартом (2000), учебным планом (2000) специальностей 040 100 "Лечебное дело", 040 200 "Педиатрия" и типовой программой по биохимии для медицинских вузов, квалификационной характеристикой специалиста и отражает методику преподавания этого предмета на кафедре биохимии Красноярской  государственной медицинской академии.


Руководство состоит из 10 глав. Каждая глава соответствует определенной теме. В ней дано краткое описание теоретического материала, вопросы для самостоятельной подготовки к занятиям, описание лабораторной работы, а также материал для самоконтроля - вопросы, ситуационные задачи и тесты. В лабораторную часть включены современные унифицированные методы биохимического анализа, рекомендуемые для клинических лабораторий. Основная цель руководства заключается в том, чтобы развить у студентов навыки самостоятельной работы и показать значение биохимических методов анализа  для клинической диагностики.      


Руководство к практическим занятиям   по биологической химии может быть использовано для учебной работы студентов и преподавателей медицинских вузов.
Глава 1.  Введение в биохимический практикум 

Раздел 1. Значение биохимических анализов в практической медицине


На современном этапе развития медицины резко повысилось значение биохимических анализов. Применение новых лекарственных средств и новых методов лечения, проведение сложнейших хирургических вмешательств и реанимационных мероприятий требует постоянного биохимического контроля. За последние годы число биохимических исследований на одного стационарного больного в среднем увеличилось в несколько раз. Биохимические анализы применяются для диагностики, контроля за состоянием пациентов (мониторинг), скрининга  различных заболеваний и прогнозирования. Таким образом,  главная задача биохимической лаборатории состоит в том, чтобы обеспечить врача биохимической информацией, необходимой для лечения больного. Такая информация представляет ценность, только если она точна, соответствует клинической ситуации и правильно используется врачом в процессе принятия решений. 

  
 

Раздел 2.  Общие сведения


         Объект биохимических исследований


Для клинико-биохимических анализов используют:


1) биологические жидкости внутренних  сред организма - плазму или сыворотку  крови, спинно-мозговую жидкость, лимфу,  амниотическую, внутрисуставную или внутриглазную жидкости.


2) биологические  выделения (экстракты) -  мочу, желчь, слюну, желудочный и кишечный соки, кал, пот, слезную жидкость, женское молоко и молозиво, семенную жидкость, слизистые выделения.

 
 Пробу биологической жидкости берут утром натощак. Чаще  всего исследуется  утренняя моча, но  для некоторых анализов (например, гормонов) используется суточная моча.


Капиллярную кровь у взрослых получают из пальца, у детей - можно из мочки уха, большого пальца ноги или пятки.


Большое количество крови   берут  из  локтевой  вены (у маленьких детей - из подкожных вен головы). 

 
Из цельной крови с добавлением антикоагулянта (гепарина или цитрата натрия) центрифугирова​нием можно получить плазму и форменные элементы крови. Сыворотка крови отличается от плазмы тем,  что в ней  отсутствует фибриноген и другие белки крови, участвующие в ее свертывании и вошедшие в сгусток. 


Для получения сыворотки кровь собирают  в сухую пробирку без антикоагулянта и оставляют в холодильнике для образования и отделения сгустка.


В сыворотке, плазме, эритроцитах определяют вещества, неравно​мерно распределенные между эритроцитами и жидкой средой крови. На​пример, Na, K, фосфаты, билирубин и т.д.

Если анализ невозможно провести сразу, то объекты биохимических исследований можно хранить в  холодильнике.   Срок  хранения, в зависимо​сти от вида определяемого вещества, может быть от нескольких часов до нескольких суток.

                  Выражение результатов биохимических исследований 

 


Выбранная для исследования методика должна отличаться точностью, специфичностью и воспроизводимостью результатов.

 
Удобнее применять методики, использующие готовые наборы реак​тивов заводского изготовления. Если это невозможно, следует обращать вни​мание на чистоту используемых реактивов,  ибо использование реактивов  неизвестной степени очистки  может  внести ошибку в проводимые исследо​вания.

  
Воспроизводимость метода  зависит от случайных погрешностей при проведении осаждения, центрифугирования, пипетирования, а также от ста​бильности полученного продукта.


Для  поддержания на высоком уровне воспроизводимости исследо​ваний удобно использовать контрольные сыворотки промышленного произ​водства.   

 
В биохимии  и  клинической химии используются  основные и про​изводные единицы СИ. Концентрацию веществ, молекулярная масса которых известна (например, концентрацию глюкозы, мочевины, мочевой кислоты в биологических жидкостях), выражают в  единицах  молярной концентрации моль/литр  или  в  дольных  единицах -  миллимоль/литр,  микромоль/литр.


Концентрацию веществ,  у которых не установлена или точно не известна молекулярная масса, выражают в единицах массовой концентрации (или в массовых долях) -  кг/л, г/л,  мг/л,  мкг/л и т.д. В этих же единицах вы​ражаются результаты определения содержания белков (альбумин, фибрино​ген, общий белок, гаптоглобин, общих липидов.).
                             Физико-химические методы в биохимии



                   Центрифугирование


Центрифугирование - метод разделения неоднородных систем, в том числе суспензий, в поле  центробежных сил. В основе метода лежит следующий принцип: более крупные и более  плотные частицы осаж​даются быстрее и собираются на дне пробирки. Рабочая часть центрифуги – ротор, в который помещают пробирки с исследуемой жидкостью. Центрифужные пробирки перед центрифугированием уравновешивают и в роторе ставят друг против друга.


В лабораторной практике центрифугирование чаще всего применяют для:


1) отделения форменных элементов от плазмы крови;


2) разделения субклеточных частиц;


3) осаждения денатурированных белков.


В клинической  биохимии наиболее часто используют центрифуги общего назначения, которые способны давать максимальную скорость до 6000 об/мин. Для получения субклеточных частиц используют скоростные и ультрацен-трифуги. Ультрацентрифуги дают предельную скорость до  80 000 об/мин и центробежное ускорение до 500 000 g. Они снабжены холодильни​ком и ваку-умной установкой.



                           Фотометрия


Ф о т о м е т р и я  - метод  количественного анализа,  основанный  на измерении интенсивности поглощения или рассеяния веще​ством светового потока.


Светопоглощение или  э к с т и н к ц и я  прямо пропорционально концентрации поглощающего вещества, толщине слоя раствора и   коэффици-енту молярной экстинкции. Коэффициент молярной экстинкции – величина поглощения, которую дает 1 моль вещества в 1 мл раствора при толщине слоя измеряемого раствора равной 1 см.   


Экстинкция прямо пропорциональна интенсивности окраски раствора, которая   может  быть изначаль​ной  (то есть определяемое вещество обуслов-ливает цвет раствора), либо приобретенной в  процессе химической реакции.


Концентрацию определяемого вещества можно рассчитать двумя способами:


1) используя экстинкцию стандартного раствора с известной концентрацией опре​деляемого вещества. Для этого составляют пропорцию:


  
Е ст.
соответствует  С ст.



Е оп.
       -"-              С оп.




              С ст. х Е оп.



откуда  С оп.=                       ;





  
       Е ст.


где  Е ст. - экстинкция стандартного раствора;



       Е оп. - экстинкция  исследуемого раствора;



       С ст. - концентрация стандартного раствора;



       С ОП. - концентрация определяемого вещества.

2) Концентрация исследуемого вещества определяется с помощью калибровочного  графика. Для построения калибровочного графика изме​ряют экстинкции нескольких растворов с  известной концентрацией опреде​ляемого вещества.



                             







  
                        





Фотометрические приборы делятся  на две большие  группы: фото​электроколориметры и спектрофотометры.


В  фотоэлектроколориметрах нужные спектральные диапазоны вы​деляют при помощи светофильтров (красного, зеленого, синего, фиолето​вого и  т.д.). В спектрофотометрах участки спектра выделяют  при помощи  призм или дифракционных решеток, поэтому  можно установить любую  длину волны в заданном диапазоне. Обычно спектрофотометры - это при​боры более высокого класса, чем фотометры - в них можно выделить более узкий участок (более монохроматический) спектра, следовательно, точность  измерения  будет  выше. Однако, все зависит от конкретной конструкции прибора.


Чаще всего в клинической биохимии фотометрия проводится в области 400-700 нм – это, так называемая,  видимая область спектра. Свет с большей длиной волны относится к ближней инфракрасной области, измере​ния в которой приходится делать чрезвычайно редко. Свет с длиной волны короче 400 нм относится к ультрафиолетовому диапазону,  причем,  разли​чают  ближнюю область с  длиной  волны 300-400 нм и коротковолновый диапазон 220-300 нм.


Для фотометрических измерений в видимой и ближней инфракрас​ной областях применяются кюветы из обычного стекла. Для ближней  ульт​рафиолетовой области нужны кюветы  из специальных сортов стекла - увио​левые; в коротковолновой ультрафиолетовой  области пригодны только кюветы из кварца или сапфира (высокой стоимости).


Последовательность операций при работе на спектрофотометрах  или фотометрах различных  конструкций несколько различаются, но имеется общий принцип. Сначала устанавливают нужную длину волны, выбирая светофильтр на фотометре  или вращая соответствующую рукоятку на спектрофотометре. Следующий этап - выведение нуля. Для этого в кюветодержатель устанавли​вают кювету с  контрольным раствором (растворитель или раствор, получен​ный в результате холостого опыта, то есть без проведения химической реак​ции).  Изменяя  интенсивность светового потока, выводят показания при​бора на величину шкалы, предусмотренную инструкцией (чаще всего - нуль). После этого устанавливают опытную или стандартную пробу и по шкале прибора проводят отсчет оптической плотности.


В биохимических  лабораториях наиболее широко применяются фотоэлектроколориметры КФК-2, КМФЦ-2,  БИАН-120  и  др.; спектрофотометры СФ-16, СФ-26 и их  современные модифика​ции.

                    

                    Флюорометрия


Эффект флюоресценции проявляется в свечении исследуемого объекта  под  влиянием облучения  светом с более короткой длиной волны.


Физический  эффект  флюоресценции заключается в том,  что моле​кула исследуемого  вещества поглощает квант света возбуждения (тот свет, которым облучается объект)  и при этом переходит в новое, с большей энергией состояние. Через некоторый  микропромежуток времени (он настолько мал, что им можно пренебречь) молекула исследуемого вещества излучает избыточную энергию в виде кванта света флюоресценции, что улавливается соответствующим прибором флюориметром. 

 . Аналитические методы, использующие флюоресценцию, осно​ваны на предположении, что при освещении светом одинаковой интенсивно​сти сила света флюоресценции пропорциональна содержанию исследуемого вещества. Однако такая пропорциональность  соблюдается только в относи​тельно узком диапазоне  концентраций,  поэтому  при исследовании нужно всегда с особой тщательностью прове​рять линейность калибровочного графика.  


В биохимических лабораториях  часто  используются флюориметры  типа  ЭФ-3М, БИАР-130 и др.




         Пламенная фотометрия


Соли металлов, попадая
в пламя, способны окрашивать его. Это происходит потому, что при высокой температуре пламени молекулы  рас​падаются на отдельные ионы, электроны которых непрерывно переходят из  одного квантового состояния в другое, что сопряжено с испусканием или поглощением кванта света.


Метод, в котором измеряется окраска пламени, т.е. излучение, возни​кающее в результате перехода атомов из энергетически более высокого со​стояние в более низкое, называется пламенной  фотометрией. Между интенсивностью окраски пламени и концентрацией измеряемого вещества имеется прямая зависимость. 


В биохимическом практикуме этим методом определяются вещества (например, К и Na), способные интенсивно  излучать свет, попадая в сравни​тельно низкотемпературное пламя (например, в пламя бытового газа).
Раздел 3. Лабораторно-практические занятия

                                     Занятие № 1

1. Тема: Введение в биохимический практикум.

2. Форма учебного процесса: Лабораторно-практическое занятие.

3. Актуальность темы: Знания, полученные на данном занятии, будут применяться в будущей практической деятельности, навыки работы на колориметре - для вы​полнения практических работ в курсе клинической биохимии.
4. Цель общая:

4.1.1. Познакомиться с основными правилами проведения лабора​торных анализов, объектами биохимических исследований, основными методами, применяемыми в клинической биохимии. 

4.1.2.  Научиться  работать на фотоэлектроколориметре (КФК), получить навыки работы с лабораторной посудой.

4.2. Конкретные цели:

       Знать:

1. Правила техники безопасности при работе в биохимической лаборатории.

2. Принцип  колориметрии и правила работы на КФК.

3. Принцип центрифугирования и области его применения.

       Уметь:

1. Правильно пользоваться пипетками и другой мерной посудой.

2. Получить данные для построения калибровочного графика и построить его на примере определения содержания белка  биуретовым методом.

Вопросы для самостоятельной подготовки студентов

1. Правила техники безопасности в биохимической лаборатории.

2. Значение биохимических анализов.

3. Оборудование биохимической лаборатории.

4. Мерная посуда и работа с ней.

5. Требования к анализируемому биологическому материалу.

6. Физико-химические методы в биохимии:


- колориметрия;


- центрифугирование;


- флюориметрия;


- пламенная фотометрия.

7. Способы оценки полученных результатов при фотоэлектроколориметрии:


- формула расчета;


- калибровочный график.

Учебно-исследовательская работа студентов на занятии

1. Построить калибровочный график на примере определения содержания белка  биуретовым методом.

2. Определить содержание белка в предложенном биологическом материале биуретовым методом с использованием калибровочного графика.

                                    Лабораторная работа

                  Определение белка биуретовым методом

	Оборудование:  
	1.
	Штатив с пробирками.

	
	2.
	Пипетки на 0,1 мл и 5 мл.

	
	3.
	 КФК.

	
	4.
	 Кюветы на 1 см.

	
	
	

	
	
	

	Реактивы: 
	1.
	 Биуретовый реактив.

	
	2.
	 Стандартный раствор белка  (70 г/л).

	
	3.
	 0,9% раствор NaCl.

	
	4.
	 Сыворотка крови.


Принцип метода. Белки в щелочной среде образуют с сернокислой медью соединения сине-фиолетового цвета (биуретовая реакция). Интенсивность окраски пропорциональна концентрации.

Ход работы. В три пробирки внести реактивы согласно схеме:

	   Реактивы (мл)
	 Опытная  проба
	Стандарт. проба
	Контроль. проба

	Сыворотка
	            0,1
	             -
	            -

	Стандарт.р-р белка (70 г/л)
	              -
	         0,1
	            -

	0,9% раствор NaCl
	             -
	           -
	           0,1

	Биуретовый реактив
	           2,5
	         2,5
	           2,5


Пробы хорошо перемешать, оставить на 15 мин при комнатной температуре. Колориметрировать опытную и стандартную пробы при зеленом светофильтре в кювете толщиной 0,5 см против контроля. 

Концентрацию белка рассчитать  по формуле:

             Х = ЕОП х ССТ/ ЕСТ , 

где:     Х – концентрация белка в опытной пробе;

ЕОП – оптическая плотность опытной пробы;

ЕСТ -  оптическая плотность стандартной пробы;

ССТ – концентрация стандартного раствора белка.

Концентрацию белка можно определить по калибровочному графику.

Построение калибровочного графика

Для построения калибровочного графика берут три  раствора с известной концентрацией белка в каждом из них. Эти образцы можно  приготовить разведением исходного стандартного раствора белка концентрацией 70 г/л.  Затем с каждым образцом проводят биуретовую реакцию как описано выше.  Оптическую плотность этих растворов определяют на КФК. По результатам строят  график зависимости оптической плотности от концентрации  белка.

                                           Занятие №2

1. Тема:  Химия аминокислот, пептидов, белков и их функции.

2. Форма учебного процесса: Лабораторно-практическое занятие.

3. Актуальность темы: Знания, полученные на данном занятии, являются основой для изучения  таких разделов биохимии как ферменты, обмен аминокислот и белков, биохимия регуляций. Они будут необходимы при обучении на клинических кафедрах.

4. Цель общая:

4.1.1.  Повторить химию аминокислот и белков. Изучить их основные функции в организме.

4.2. Конкретные цели:

       Знать:
1. Аминокислоты. Классификация. Свойства.

2. Пептиды. Классификация.

3. Белки. Строение. Свойства. 

4. Белки плазмы крови. Функции.

       Уметь:

1. Правильно пользоваться спиртовками, пипетками.

2. Проводить пробу Вельтмана и реакции осаждения белков кипячением.

3. Делать выводы по результатам проведенных опытов.

Вопросы для самостоятельной подготовки к занятию

1. Аминокислоты, определение, классификация.

2. Функциональные группы аминокислот.

3. Физико-химические свойства аминокислот.

4. Биологическое значение аминокислот.

5. Определение пептидов, классификация, функции.  

6. Белки. Определение, классификация. Функции.

7. Структуры белковых молекул. Физико-химические свойства белков. 

                Учебно-исследовательская работа студентов на занятии

1. Проделать лабораторную работу "Проба Вельтмана,  Осаждение белков кипячением".

2. Сделать выводы по результатам работы.

3. Подготовиться к защите лабораторной работы (ориентировочные вопросы и задачи приведены ниже).

     Лабораторная работа

 1. Проба Вельтмана

	Оборудование:  
	1.
	Штатив с пробирками.

	
	2.
	Пипетки на 0,1 мл и 5 мл.

	
	3.
	Спиртовка.

	
	4.
	Держатель для пробирки. 

	
	
	 . 

	Реактивы: 
	1.
	 0,5% раствор СаСl2.

	
	2.
	 Дистиллированная вода.

	
	3.
	 Сыворотка крови.

	
	 
	 


Принцип метода. Реакция основана на том, что белки сыворотки крови в результате нагревания и действия хлористого кальция определенной концентрации выпадают в виде хлопьев (происходит нарушение коллоидной устойчивости).

Ход работы. К 0,1 мл сыворотки добавляют 4,9 мл воды, перемешивают и прибавляют 0,1 мл 0,5% CaCl2. Встряхивают и нагревают пробирку над пламенем до однократного вскипания смеси. Пробирку охлаждают и смотрят на свет. Если хлопьев нет, то в эту же пробирку добавляют еще 0,1 мл CaCl2 и вновь кипятят. Процедуру повторяют, пока не выпадут хлопья. Результаты оценивают, подсчитывая общее количество пошедшего на реакцию CaCl2.

                                        Диагностическое значение.

 
В норме коагуляция наступает при добавлении 0,4-0,5 мл CaCl2. При патологических процессах происходит нарушение соотношения белковых фракций крови, что приводит к изменению коллоидной устойчивости. При повреждениях печени, гемолизе и хронических воспалительных процессах коагуляция наступает при добавлении меньшего количества CaCl2, что обусловлено повышенным содержанием (-глобулинов. При острых воспалительных и экссудативных процессах, сахарном диабете, повреждении почек, злокачественных опухолях коагуляция наблюдается при добавлении большего количества СаСl2. Причина – увеличение содержания (- и (-глобулинов.

2. Осаждение белков кипячением

	Оборудование:  
	1.
	Штатив с пробирками.

	
	2.
	Пипетки на 0,1 мл, 1 мл и 5 мл.

	
	3.
	Спиртовка.

	
	4.
	Держатель для пробирки.

	
	
	 

	Реактивы: 
	1.
	 Раствор белка.

	
	2.
	 1% раствор уксусной кислоты.

	
	3.
	 Насыщенный раствор NaСl.

	
	4.
	 10% раствор NaOH.


В  5 пробирок внести  реактивы согласно схеме:

	Реактивы (мл)
	Номера пробирок
	Результат
	Вывод

	
	1
	2
	3
	4
	5
	
	

	Раствор белка
	1,0
	 1,0
	 1,0
	 1,0
	 1,0
	
	

	СН3СООН
	  -
	 0,1
	 1,0
	 1,0
	   -
	
	

	NaCl  насыщенный
	  -
	  -
	 0,4
	   -
	   -
	
	

	10%  NaOH
	  -
	  -
	  -
	   -
	 0,4
	
	


 Все пробирки нагреть на спиртовке до кипения и записать, в каких из них выпадает осадок. Сопоставить результаты и сделать выводы. Объяснить, почему осадок появился не во всех пробирках.

Проверка качества усвоения знаний (конечный уровень)

а) Вопросы для защиты лабораторных работ

1. Как правильно работать со спиртовкой?

2. Как правильно нагревать пробирки в пламени спиртовки?

3. Что такое белки?

4. От чего зависит устойчивость  растворов белка?

5. Что понимают под растворимостью белка?

6. Что такое рI белка?

7. Как изменяется растворимость  белка в рI?

8, Как  изменяется растворимость белка при сдвиге влево или вправо от рI?

9. Что значит кислый, основный и нейтральный белок?

10. Что такое денатурация белков? Какие факторы ее вызывают?

11. Чем денатурация отличается от гидролиза белков?

12. Что такое высаливание белков?

13. Чем высаливание отличается от денатурации?

14. Что такое электрофорез?

15. На какие фракции можно разделить белки плазмы крови с помощью электрофореза?

16. Какой принцип лежит в основе реакции Вельтмана?

17. От чего зависит коллоидная устойчивость белков?

18. При каких патологических состояниях коагуляция наступает при добавлении меньшего количества хлорида кальция?

19. При каких патологических состояниях коагуляция наступает при добавлении большего количества хлорида кальция?

20. При добавлении какого количества хлорида кальция коагуляция наступает в норме?

б) Ситуационные задачи

1. Каплю раствора, содержащего смесь аминокислот гли, ала, глу, лиз, арг, гис нанесли на середину электрофоретической бумаги, смочили  буфером рН 6,0 и приложили электрическое напряжение. Укажите, в каком направлении (к катоду, аноду или останутся на старте) будут двигаться отдельные аминокислоты.

2. Трипептид, выделенный из токсина змей, состоит из трех незаменимых аминокислот – серусодержащей, гетероциклической и гидроксилсодержащей. Напишите этот трипептид и определите его изоэлектрическую точку.

3. По данным количественного аминокислотного анализа в сывороточном альбумине содержится 0,58% триптофана, молекулярная масса которого равна 204. Рассчитайте минимальную молекулярную массу альбумина.

4.  Дано три группы белков:


А       М.м.      40000        90000       90000        150000

                    рI              7                7               5                9


Б       М.м.      80000      120000     120000        120000

                    pI             5                 6              7                9  


В       М.м.      50000        50000      150000       300000

                    pI             7                 9              9                7

Как разделить белки соответствующей группы (по выбору преподавателя), используя только высаливание и центрифугирование (для удаления осадка). При прочих равных условиях растворимость белка зависит только от молекулярной массы.

5. Чем объяснить возможное снижение растворимости белков при отщеплении от них пептидов (как в случае с фибриногеном)?

6. Как объяснить, что белок молока казеин при кипячении сворачивается (выпадает в осадок), если молоко кислое.
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