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Активность ключевых ферментов пентозофосфатного пути (ПФП) 

глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы (Г6ФД), 6-фосфоглюконатдегидроге-

назы (6ФГД) и транскетолазы (ТК) подвержена существенным измене-

ниям в зависимости от возраста, физиологического и патологического со-

стояния животного. Известно, что после родов происходит значительное 

увеличение активности 6ФГД – в 20 раз, Г6ФД – в 100 раз. При этом воз-

растает скорость синтеза белков, жирных кислот, происходит значитель-

ная активация окисления углеводов в ПФП. Лактационные способности 

животного обусловлены генетически. При целенаправленном отборе, 

связанном с определением активности ферментов (ПФП) в эритроцитах, 

дает возможность прогнозировать молочную продуктивность с/х живот-

ных, а также и раннюю диагностику жирности молока. Еще одним из важ-

нейших аспектов исследования изменения активности эритроцитарных 

ферментов (Г6ФД, 6ФГД) является оценка степени гемолитических ане-

мий у молодняка с/х животных. Исследуемая патология наблюдается в 

более ранние сроки гемолитического заболевания, чем происходит 

накопление значительных количеств билирубина в сыворотке крови, что 

отражает первую фазу ответа организма на гемолизгиперпластическую 

реакцию костного мозга с выбросом в периферическую кровь незрелых 

клеток крови.  

Вторая, более поздняя фаза является результатом формирования 

желчных пигментов из освободившегося в процессе распада эритроцитов 

гемоглобина. Совместное же исследование активности эритроцитарных 

ферментов и уровня билирубинемии позволяет получить более полное 

представление о динамике гемолитического процесса. В связи с этим есть 

основание использовать определение активности ферментов ПФП в каче-

стве диагностического и прогностического тестов. Однако проведенные 

исследования свидетельствуют, что описанный в литературе (8) спектро-

фотометрический метод определения активности Г6ФД и 6ФГД с 
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участием НАДФ не пригоден для гемолизатов эритроцитов, т. к. высокая 

концентрация гемоглобина в измерительной кювете дает значительное 

поглощение при длине волны 340 нм. Кроме того, в образцах в зависимо-

сти от физиологических состояний присутствует НАДФН оксидазная ак-

тивность, в результате чего полученные измерения не соответствуют ре-

альным величинам. Следует отметить, что эритроцитарные дегидроге-

назы ПФП чувствительны к ингибирующему влиянию НАДФН и АТФ в 

концентрациях сравнимых с физиологическими. Также известно, что при 

гемолитической анемии в эритроцитах удается определить лишь 

0,1-0,2 % потенциальной активности внутриклеточных дегидрогеназ 

ПФП. Это может быть связано с высокой величиной Км для НАД+ или 

же низкой константой ингибирования для НАДФН (9). На сегодняшний 

день предложен колориметрический метод (10) с помощью набора реак-

тивов (sigma). На наш взгляд, он менее чувствителен, чем спектрофото-

метрический метод. При использовании метода (3) для удаления гемогло-

бина наблюдались значительные потери ферментативной активности. 

Цель – усовершенствование метода спектрофотометрического опре-

деления активности Г6ФД и 6ФГД  в эритроцитах и использование его 

как диагностический и прогностический показатель лактационной спо-

собности, жирности молока, а также гемолитических анемий у молодняка 

с/х животных. 

Задачи: разработать способ предварительной обработки гемолиза-

тов эритроцитов с целью удаления гемоглобина и других балластных бел-

ков из анализируемых образцов с последующим спектрофотометриче-

ским определением активности Г6ФД и 6ФГД. 

Реактивы и оборудование: ферментативную активность измеряли с 

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

рН = 7,6, MgCI2 9,2мМ, глюкозо-6-фосфат натриевая соль 10 мМ, НАДФ+ 

0,2 мМ. Ферментативную реакцию регистрировали в кювете объемом 

3 см3 на спектрофотометре Specord UV VIS при длине волны 340 нм. Ре-

акцию инициировали добавлением испытуемого образца (11). 

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

отбирается в центрифужную пробирку (разводится 1 : 4 на физиологиче-

ском растворе и добавляется 1/10 часть гепарина или цитрата натрия). 

Центрифугируется в течение 10 минут при 2000g. Осадок промывается в 

3-кратном объеме охлажденного 0,15М KCI и центрифугируется в том же 

режиме. Процедура проводится дважды, затем центрифугированные 

эритроциты суспендируют охлажденной дистиллированной водой в соот-

ношении 1 : 3. Гемолизированные эритроциты центрифугируют 10 мин 

при 1300g, осадок отбрасывается. Гемолизаты обрабатывают на мини ко-

лонках следующим образом. Для изготовления мини колонок использу-

ются одноразовые шприцы на 2 мл, предварительно удалив поршень и 
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закрыв выходное отверстие фильтровальной бумагой. Заполнить км-цел-

люлозой в объеме 1 мл уравновешенной 0,01М трис-HCL буфером 

рН = 7,3, содержащим 0,2 мМ MgCI2. На колонку нанести 0,5 мл гемоли-

зата и инкубировать 10 минут при 4 °С. Затем 1-2 минуты центрифугиро-

вать. Все процедуры выполняются на холоде. Полученный препарат, ли-

шенный гемоглобина и др. балластных белков, пригоден для спектрофо-

тометрического измерения активности Г6ФД и 6ФГД, что позволит более 

точно характеризовать активность дегидрогеназ  ПФП.  

Заключение: предлагаемая разработка может найти практическое 

применение в области энзимотических гемолитических анемий, а также 

для характеристики ПФП при различных физиологических и патологиче-

ских состояниях в результате употребления некоторых медикаментов, 

вызывающих гемолиз. Использование Г6ФД теста возможно в акушер-

стве, т. к. на протяжении беременности во время родов и в послеродовом 

периоде выявляется дефицит эритроцитарной Г6ФД. Определенные пер-

спективы открывает определение Г6ФД активности в прогнозировании 

жирности молока в период лактации.  
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