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Определение ключевых ферментов пентозофосфатного пути в эрит-

роцитах у молодняка с/х животных дает возможность проводить раннюю 

диагностику энзимопенических  гемолитических анемий. 

Проведенные исследования свидетельствуют, что активность глюко-

зо-6-фосфатдегидрогеназы (Г6ФДГ)  и 6-фосфоглюконатдегидрогеназы 

(6ФГДГ)  значительно меняются в зависимости от возраста, различных 

форм врожденного малокровия, а также воздействия инфекций и приме-

нения лекарственных препаратов (1,2,4,5,6,7). Изменения активности  

ферментов эритроцитов (Г6ФДГ, 6ФГДГ) наблюдается в более ранние 

сроки гемолитического заболевания, чем происходит накопление значи-

тельных количеств билирубина в сыворотке крови и отражает первую 

фазу ответа организма на гемолизгиперпластическую реакцию костного 

мозга с выбросом в периферическую кровь незрелых клеток крови. 

Описанный в литературе (8) спектрофотометрический метод опреде-

ления активности Г6ФДГ и 6ФГДГ с участием НАДФ+ не пригоден для  

гемолизатов эритроцитов, т.к высокая концентрация гемоглобина в изме-
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рительной кювете дает значительное поглощение при длине волны 340 

нм. Кроме того, в связи с присутствием в образцах различных окисли-

тельно-восстановительных систем результаты измерений не соответству-

ют реальным величинам.  На сегодняшний день предложен колориметри-

ческий метод (9) с помощью набора реактивов (Sigma). На наш взгляд он 

менее чувствителен, чем спектрофотометрический метод. При использо-

вании метода (3)  для удаления гемоглобина наблюдались потери фер-

ментативной активности. 

Это послужило основанием разработки адекватного способа опреде-

ления активности Г6ФДГ и 6ФГДГ- ключевых ферментов окислительного 

звена ПФП, предварительно удалив гемоглобин из гемолизатов и пред-

ложить его в качестве диагностического и прогностического теста для 

раннего выявления гемолитических анемий у с/х животных 

Цель: Усовершенствование методов спектрофотометрического опре-

деления активности Г6ФДГ и 6ФГДГ  в эритроцитах и использовать его 

как диагностический и прогностический показатель гемолитических ане-

мий у молодняка с/х животных. 

Задачи: Разработать способ предварительной обработки гемолизатов 

эритроцитов с целью удаления гемоглобина и других  балластных белков 

из анализируемых образцов и последующего спектрофотометрического 

определения активности Г6ФДГ и 6ФГДГ. 

Реактивы и оборудование: Ферментативную активность измеряли с 

использованием следующих реактивов: 0,1М трис HCL буферный раствор 

рН  7,6 , MgCL2 – 9,2мМ, глюкозо-6-фосфат натриевая соль 10мМ, НАДФ 

+ -0,2мМ. Ферментативную реакцию регистрировали в 3 миллиметровой 

кювете на спектрофотометре Specord UV VIS  при длине волны 340нм. 

Реакцию инициировали добавлением фермента (10). 

Результаты и обсуждения: Кровь животного в количестве 0,5-1,0 мл 

отбирается в центрифужную пробирку (разводится 1:4 на физ.растворе и 

добавляется 1/10 часть в собираемую кровь) с добавлением  гепарина или 

цитрата натрия (1:4) и центрифугируется в течении 10 минут при 2000 д. 

Осадок промывается в 3-х кратном объеме охлажденного 0,15М KCL и 

центрифугируется в том же режиме. Процедура проводится дважды и 

затем отцентрифугированные эритроциты суспендируют охлажденной 

дистиллированной водой в соответствии 1:3. Гемолизированные эритро-

циты центрифугируют 10 мин. При 13000д, остаток отбрасывается. Гемо-

лизаты обрабатывают следующим образом. 

Для изготовления мини колонок используются одноразовые шприцы 

на 2мл, предварительно удалив поршень и закрыть выходное отверстие  

фильтровальной бумагой. Заполнить км-целлюлозой в объеме 1мл урав-

новешенной 0,01М трис-HCL буфером рН 7,3 содержащим 0,2мМ 

MgCL2. На колонку нанести 0,5мл гемолизата и инкубировать 10 минут. 

Затем 1-2 минуты центрифугировать. Все процедуры выполняются на 
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холоде. Полученный препарат,  лишенный гемоглобина и др. балластных 

белков пригоден для спектрофотометрического измерения активности 

Г6ФДГ и 6ФГДГ, что позволит более точно и быстро характеризовать 

интенсивность гемолитического процесса в организме. 

Заключение: Предлагаемая разработка может найти практическое 

применение в области энзимотически гемолитических анемий, а также 

для характеристики ПФП при различных физиологических и патологиче-

ских состояний, при употреблении некоторых медикаментов, вызываю-

щих гемолиз. Использование Г6ФДГ теста возможно в акушерстве, т.к. на 

протяжении беременности во время родов и в послеродовом периоде вы-

является дефицит эритроцитарной Г6ФДГ. Определенные перспективы 

открывает определение Г6ФДГ активности в период лактации, которая 

резко уменьшается после окончания лактации. 
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Резюме 

Способы определения активности  глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы, 

6-фосфоглюконатдегидрогеназы в эритроцитах как ранняя диагностика 

гемолитических анемий у молодняка с/х животных 

Предлагается модифицированный спектрофотометрический метод 

определения активности  Г6ФДГ и 6ФГДГ в качестве теста для раннего 

выявления гемолитических анемий с с/ животных 

Summary 

«Method definition activity G-6-P-degydrogenase and  

6-P-G-dehydrogenase in the erythrocyte  for early diagnosis  

of hemolytic anemia in agricultural animals».   

A modified spectrophotometric method, is suggested for early diagnosis 

of hemolytic anemia in agricultural animals that is based on spectrophotometric 

measurement of G-6-P-dehydrogenase in erythrocytes. 
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