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Лабораторна робота 1                                                      Дата виконання __________________ 
 

 
ВИЗНАЧЕННЯ АКТИВНОСТІ АЛЬФА-АМІЛАЗИ  
У БІОЛОГІЧНИХ РІДИНАХ (ПО КАРАВЕЮ) 

 
α-АМІЛАЗА (діастаза, α-1,4-D-глюканглюкано-гідролаза; КФ 3.2.1.1) належить до 

класу гідролаз, що каталізують гідроліз полісахаридів, що містять α-D-глюкозу, до простих 
моно- і дисахаридів (мальтоза, глюкоза). Розриваються зв’язки між α-1 і 4 атомами вуглецю, 
зв’язки в полісахаридах між α-1 і 6 атомами вуглецю не атакуються ферментом. Висока 
активність альфа-амілази виявляється в печінці, скелетних м’язах, у мікроворсинках 
ентероцитів, слізній рідині, секреті молочних залоз. Активність ферменту виявлена також у 
різних пухлинах. Найбільш багаті на амілазу підшлункова і слинні залози. Амілаза 
секретується в кров головним чином із цих органів. Плазма крові людини містить альфа-
амілазу двох ізозимних типів: панкреатичну (Р-тип), яка виробляється підшлунковою 
залозою, і слинну (S-тип), яка продукується слинними залозами. У кожному з цих типів 
амілаз є декілька ізоформ.  

 
ДІАГНОСТИЧНЕ ЗНАЧЕННЯ 
Оцінка активності амілази в сироватці і сечі широко застосовується для діагностики 

захворювань підшлункової залози. Збільшення активності α-амілази є високоспецифічним 
при гострому і хронічному панкреатиті. Окрім цього, гіперамілаземія може бути викликана 
нирковою недостатністю, гострими станами черевної порожнини, пухлинами легенів і 
яєчників, патологією слинних залоз, макроамілаземією, кетоацидозом, захворюваннями 
жовчовивідних шляхів, травмою мозку, хронічним алкоголізмом і споживанням опіатів. 
Зниження активності α-амілази вказує на екзогенну недостатність підшлункової залози 
при атрофії ацинарної тканини і фіброзі органу у хворих, тривало страждаючих даним 
захворюванням. 

 

ПРИНЦИП МЕТОДУ 
У присутності α-амілази крохмаль гідролізується до похідних, що не дають кольорової 

реакції з йодом. Зміна інтенсивності фарбування йод-крохмального комплексу пропорційна 
активності ферменту в пробі, що аналізується.  

 

ОБЛАДНАННЯ 
1. Фотометричне обладнання, здатне вимірювати оптичну щільність розчинів при довжині 
хвилі 640 нм та довжині оптичного шляху 10 мм. 
2. Водяний термостат або баня, яка забезпечує інкубацію пробірок при температурі +37 оС. 
3. Пробірки місткістю 10 мл. 
4. Піпетки, які дозволять точно відміряти об’єм від 0,01 до 0,1 мл та від 0,1 до 1 мл. 

 
РЕАКТИВИ 

1. Субстратно-буферний розчин. Цей розчин готується попередньо шляхом змішування 
розчину субстрату (10 % розчин крохмалю) та буферного розчину (0,2 М натрій-фосфатний 
буфер, рН 7) у співвідношенні 1:24. 
2. Розчин йоду 0,1 Н. Для приготування даного розчину необхідно 1,27 г йоду та 3,0 г 
йодистого калію розчинити у 100 мл дистильованої води.  
3. Розчин концентрату інгібітору. 
4. Проба. Свіжа сироватка крові, гепаринізована плазма, сеча (за необхідності може бути 
розведена в 10 раз). 
 



 4

ПРОВЕДЕННЯ АНАЛІЗУ 
Аналіз проводиться у відповідності зі схемою, наведеною в таблиці: 
 

Відміряйте реактиви у зазначеній послідовності у відповідні пробірки, попередньо 
позначені як Б – бланк, Т – тестовий зразок, дотримуючись описаних умов:   

Пробірки  Реактиви Бланк (Б) Тест (T) 
1. Субстратно-буферний розчин 0,50 мл 0,50 мл 
Прогрійте пробірки точно 5 хв при плюс 37 °С у водяному термостаті.  
Наступні реагенти вносьте у термостатовані пробірки. 
2. Проба (сироватка) - 0,01 мл 
Обережно перемішайте вміст пробірок.  
Помістіть пробірки у водяний термостат (37 ± 1 °C) точно на 5 хв. 
Додайте до пробірок наступні реактиви: 
3. Розчин інгібітору  
4. Проба (сироватка) 
5. Розчин йоду 

4,50 мл 
0,01 мл 
0,05 мл 

4,50 мл 
- 
0,05 мл 

Виміряйте (не пізніше, чим через 10 хв) оптичну щільність дослідної проби (Етест) і 
холостої проби (Ебланк) при довжині хвилі 640 нм проти дистильованої води. 
Остаточне забарвлення реакційної суміші може бути від світло-коричневого до синьо-
зеленого в залежності від активності α-амілази. 
Важливо! Кінцеве забарвлення стабільне протягом 10 хв 

 

Запишіть результати вимірювань: 

           Eбланк   __________________

           Eтест   __________________

 
 

РОЗРАХУНОК РЕЗУЛЬТАТІВ 
                                                                     Eбланк – Eтест           

Активність α-амілази, мг /(с · л)   =    _______________________     × 66,6 × К;    де 
                                                                            Eбланк
 

Ебланк і Етест  –  оптичні щільності холостої і дослідної проби відповідно,  
К - коефіцієнт розведення зразка (якщо він був розведений). 

 

НОРМАЛЬНІ МЕЖІ АКТИВНОСТІ ФЕРМЕНТУ ПРИ 37°С 
Сироватка, плазма крові - (3,3 - 8,9) мг/(с ×·л)  
Сеча - до 44 мг/(с·× л)  
 
ВИСНОВОК 
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________ 
________________________________________________________________________________ 
________________________________________________________________________________ 
 
 
     ____________________________            __________________            ___________________ 
                            ПІБ викладача                                                   підпис                                                  дата 
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Лабораторна робота 2                                                      Дата виконання __________________ 
 

 
ВИЗНАЧЕННЯ ГЛЮКОЗИ У БІОЛОГІЧНИХ РІДИНАХ 

ГЛЮКОЗООКСИДАЗНИМ МЕТОДОМ 
 
ГЛЮКОЗА, з фізіологічної точки зору, є найважливішим представником вуглеводів. 

Вона є основним джерелом енергії для усіх клітин і тканин організму. Необхідна для тканин 
мозку, працюючих м’язів, зокрема серця. У здорової людини надлишок глюкози в крові, за 
участі гормону підшлункової залози – інсуліну, перетворюється на глікоген в печінці або на 
резервні жири. При нестачі інсуліну виникає цукровий діабет. ‘ 

 
ДІАГНОСТИЧНЕ ЗНАЧЕННЯ 
Підвищення концентрації глюкози у сироватці або плазмі: Первинне: Цукровий 

діабет (дорослих і дітей). Фізіологічне: Енергійні фізичні вправи, сильні емоції, викид 
адреналіну при ін'єкціях, шоці, опіках, інфекції. Ендокринні захворювання: 
феохромоцитома, тиреотоксикоз, акромегалія, гігантизм, синдром Кушинга, глюкагонома, 
соматостатинома. Захворювання підшлункової залози: гострий і хронічний панкреатит, 
панкреатит при паротиті, муковісцидозі, гемохроматозі, пухлина підшлункової залози. 
Пов'язане з іншими захворюваннями: гострий інфаркт міокарду або тяжка стенокардія, 
хронічні захворювання печінки, хронічні захворювання нирок.  

Гіпоглікемія: Захворювання підшлункової залози: Пухлина острівкових клітин, дефіцит 
глюкагона. Пухлини: Рак наднирника, рак шлунку, фібросаркома. Тяжкі захворювання 
печінки. Отруєння (напр., миш'яком, тетрахлоридом вуглецю, хлороформом, цинхофеном, 
фосфором, алкоголем, саліцилатами, фенформіном, антигістамінними препаратами). 
Ендокринні захворювання: хвороба Аддісона, гіпотиреоз. У дітей: недоношеність; діти, 
народжені від матерів, хворих цукровим діабетом; кетотична гіпоглікемія, синдром 
Цеттерстрома, Захворювання, пов'язані з дефіцитом ферментів: синдром Гірке, 
галактоземія, "хвороба кленового сиропу", порушення толерантності до фруктози. 
 

ПРИНЦИП МЕТОДУ 
Глюкоза в присутності глюкозооксидази окислюється киснем повітря до глюконової 

кислоти та перекису водню, який у присутності пероксидази реагує з фенолом та 4-
амінофеназоном з утворенням хіноніміна червоно-фіолетового забарвлення, який 
визначається фотометрично. 

 

ОБЛАДНАННЯ 
1. Фотометричне обладнання, здатне вимірювати оптичну щільність розчинів при довжині 
хвилі 510 нм та довжині оптичного шляху 10 мм. 
2. Водяний термостат або баня, яка забезпечує інкубацію пробірок при температурі +37 оС. 
Можливо використання сухоповітряного термостата з механічною циркуляцією повітря. 
3. Пробірки місткістю 10 мл. 
4. Піпетки, які дозволять точно відміряти об’єм 0,02 та 1 мл. 

 
РЕАКТИВИ 

1. Розчин ензимів. Цей розчин містить наступні реагенти: пероксидазу (2200 U/л),              
β,D-глюкозооксидазу (18000 U/л), 4-амінофеназон (110 мг/л), стабілізатори, активатори. 
2. Стандартний розчин глюкози. Вміст глюкози у даному розчині становить 1800 мг на 1 л 
(10 мМ розчин глюкози). 
3. Проба. Свіжа сироватка крові, гепаринізована плазма, сеча Якщо вміст глюкози в 
сироватці крові або плазмі вище 25 ммоль/л, її необхідно розбавити фізіологічним розчином 
у 5 разів і повторити дослідження. 
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ПРОВЕДЕННЯ АНАЛІЗУ 
Аналіз проводиться у відповідності зі схемою, наведеною в таблиці: 
 

Відміряйте реактиви у зазначеній послідовності у відповідні пробірки, попередньо 
позначені як Б – бланк, К – контрольний зразок; Т – тестовий зразок. У ході дослідження 
дотримуйтеся описаних умов:   

Пробірки Реактиви Бланк (Б) Контроль (К) Тест (T) 
1. NaCl 0,9% 
2. Стандартний р-н глюкози 
3. Проба (сироватка) 
4. Розчин ензимів 

0,02 мл 
- 
- 
2,00 мл 

- 
0,02 мл 
- 
2,00 мл 

- 
- 
0,02 мл 
2,00 мл 

Обережно перемішайте вміст пробірок.  
Помістіть пробірки у водяний термостат (37 ± 1 °C) на 12 хв або залиште при 
кімнатній температурі (від  + 18 °С до  + 25 °С) на 20 хв. 
 
Виміряйте оптичну щільність дослідної проби (Етест) і контрольної проби (Еконтроль) при 
довжині хвилі 510 нм проти холостої проби (Бланк).  
Важливо! Кінцеве забарвлення стабільне протягом 60 хв 

 

Запишіть результати вимірювань: 

           Eконтроль   __________________

           Eтест   __________________

 

РОЗРАХУНОК РЕЗУЛЬТАТІВ 
                                                                     Eтест           

Концентрація глюкози, ммоль/л  =    ________________     × 10 × К;    де 
                                                                   Eконтроль
 

Еконтроль і Етест  –  оптичні щільності контрольної і дослідної проби відповідно,  
10 – концентрація глюкози в стандартному розчині (10 ммоль/л) 
К - коефіцієнт розведення зразка (якщо він був розведений). 

 

НОРМАЛЬНІ МЕЖІ КОНЦЕНТРАЦІЇ ГЛЮКОЗИ 

У сироватці, плазмі крові: 

- новонароджені - (1,7 - 3,3) ммоль/л; 
- діти - (3,3 - 5,6) ммоль/л; 
- дорослі 12-60 років - (4,1 - 5,9) ммоль/л; 
- дорослі 60-90 років - (4,6 - 6,4) ммоль/л;  

У цільної крові: - (3,5 - 5,3) ммоль/л; 
У сечі: - (0,1 - 0,8) ммоль/л. 
 
ВИСНОВОК 
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________ 
________________________________________________________________________________ 
 
     ____________________________            __________________            ___________________ 
                            ПІБ викладача                                                   підпис                                                  дата 
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Лабораторна робота 3                                                      Дата виконання __________________ 
 

 
ВИЗНАЧЕННЯ ЗАГАЛЬНИХ ЛIПIДIВ  

У СИРОВАТЦІ КРОВІ 
 

ЛІПІДИ –  це органічні сполуки, що виконують енергетичну функцію в організмі. 
Ліпіди накопичуються в організмі в значних кількостях у вигляді жирової тканини. Інші 
функції ліпідів: вони є складовою частиною біологічних мембран; формують жирові 
структури для захисту внутрішніх органів; є попередниками стероїдних гормонів та ряду 
інших біологічно-активних сполук. Інтерес до вивчення рівня загальних ліпідів у сироватці 
крові головним чином пояснюється тим, що існує взаємозв’язок між гіперліпідемією і 
атеросклерозом, діабетом і серцевими захворюваннями. 

 
ДІАГНОСТИЧНЕ ЗНАЧЕННЯ 
Вміст ліпідів крові (зокрема тригліцеридів, фосфоліпідів, холестеролу) в комплексі з 

білками (альбумінами) та в формі ліпопротеїнів є важливим діагностичним показником. 
Нормальний вміст загальних ліпідів в сироватці крові становить 4-8 г / л. Підвищення вмісту 
ліпідів в крові (гіперліпідемія) як фізіологічне явище відбувається через 1-4 години після 
вживання багатої на ліпіди їжі. Натщесерце рівень загальних ліпідів знижується 
(гіполіпідемія). Збільшення концентрації ліпідів у крові спостерігається при діабеті (до 10-
20 г / л), цирозі печінки, атеросклерозі, ожирінні, ішемічній хворобі серця, ліпоїдному 
нефрозі (захворювання нирок), гострому гепатиті, панкреатиті, а також у осіб, які 
зловживають алкоголем. 

 

РЕФЕРЕНТНІ ВЕЛИЧИНИ загальних ліпідів у сироватці – (4 – 8) г/л 
 

ПРИНЦИП МЕТОДУ 
Продукти розпаду ненасичених лiпiдiв, після кислотного гiдролiзу, взаємодiють з 

фосфорнованiлiновим реактивом з утворенням забарвленого в рожевий колір комплексу, 
який має максимум поглинання при довжині хвилі 530 нм. Реакція специфічна тільки з 
ненасиченими ліпідами, насичені жирні кислоти не реагують. Цей тест є скринінговим 
методом для гіперліпідємії. 

 

ОБЛАДНАННЯ 
1. Фотометричне обладнання, здатне вимірювати оптичну щільність розчинів при довжині 
хвилі 530 нм та довжині оптичного шляху 10 мм. 
2. Водяний термостат або баня, яка забезпечує інкубацію пробірок при температурі +100 оС.  
3. Пробірки місткістю 10 мл. 
4. Піпетки, які дозволять точно відміряти об’єми 0,01 та 1 мл. 

 
РЕАКТИВИ 

1. Фосфорнованiлiновий реагент. Цей розчин містить 10 мМ ванілін приготовлений на 
11,5 М ортофосфорній кислоті. 
2. Стандартний розчин ліпідів. Концентрація ліпідів у даному розчині становить 8 г/л. 
3. Розчин сірчаної кислоти. 
4. Проба. Свіжа сироватка крові. Якщо величина концентрації загальних лiпiдiв перевищує 
8 г/л, сироватку слід розбавити дистильованою водою. Результат множать на розведення. 
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ПРОВЕДЕННЯ АНАЛІЗУ 
Аналіз проводиться у відповідності зі схемою, наведеною в таблиці: 
 

Відміряйте реактиви у зазначеній послідовності у відповідні пробірки, попередньо 
позначені як Б – бланк, К – контрольний зразок; Т – тестовий зразок. У ході дослідження 
дотримуйтеся описаних умов: 

Пробірки Реактиви Бланк (Б) Контроль (К) Тест T) 
1. Проба (сироватка) 
2. Стандартний р-н ліпідів 
3. NaCl, 0,9% 
4. Р-н сірчаної кислоти 

- 
- 
0,01 мл 
1,0 мл 

- 
0,01 мл 
- 
1,0 мл 

0,01 мл 
- 
- 
1,0 мл 

Обережно перемішайте вміст пробірок.  
Помістіть пробірки у водяний термостат (100 ± 2 °C) рівно на 10 хв. 
Помістіть пробірки в холодну воду на 5 хв для охолодження.  
Додайте до пробірок: 
5. Фосфорнованіловий реактив 2,0 мл 2,0 мл 2,0 мл 
Обережно перемішайте вміст пробірок. Будьте обачні: у результаті змішування 
реагентів може виділятися значна кількість тепла.  
Залиште пробірки при кімнатній температурі (від  + 20 °С до  + 25 °С) на 25 хв. 
 
Виміряйте оптичну щільність дослідної проби (Етест) і контрольної проби (Еконтроль) при 
довжині хвилі 530 нм проти холостої проби (Бланк).  
Важливо! Кінцеве забарвлення стабільне протягом 25 хв у темряві. 

 

Запишіть результати вимірювань: 

    Eконтроль   _________________ 

      Eтест       ___________ 
  

 

РОЗРАХУНОК РЕЗУЛЬТАТІВ 
                                                          Eтест           

Концентрація ліпідів, г/л  =    ________________     × 8 ;    де 
                                                        Eконтроль
 

Еконтроль і Етест  –  оптичні щільності контрольної і дослідної проби відповідно,  
8 – концентрація ліпідів у стандартному розчині (8 г/л). 

 
 
ВИСНОВОК 
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________ 
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________ 
 
 
 
     ____________________________            __________________            ___________________ 
                            ПІБ викладача                                                   підпис                                                  дата 



 9

Лабораторна робота 4                                                      Дата виконання __________________ 
 

 
ВИЗНАЧЕННЯ ХОЛЕСТЕРИНУ У СИРОВАТЦІ І ПЛАЗМІ КРОВІ 

ФЕРМЕНТАТИВНИМ МЕТОДОМ 
 

ХОЛЕСТЕРОЛ є високомолекулярним стероїдом, що містить структуру 
циклопентанофенантрена. У організм людини холестерин надходить з їжею, але велика його 
частина синтезується ендогенно в печінці. Холестерин є компонентом клітинних мембран, 
попередником стероїдних гормонів і жовчних кислот. Холестерин транспортується в плазмі 
липопротєїнами, виділяється в незміненому вигляді в жовч або, після трансформації, у 
вигляді жовчних кислот. Приблизно 10% населення страждає гіперхолестеринемією. 

 
ДІАГНОСТИЧНЕ ЗНАЧЕННЯ 
Рівень холестерину в крові підвищується при наступних захворюваннях і станах: 

захворювання печінки; внутрішньо та позапечінковий холестаз; панкреатит, 
новоутворення підшлункової залози; захворювання нирок (ХПН, нефротичний синдром, 
гломерулонефрит); цукровий діабет; гіпотиреоз; спадкові дефекти (нездатність виробляти 
ліпопротеїнлипазу, дефіцит рецепторів ЛПНЩ). Підвищення рівня холестерину прямо 
пропорційно збільшенню ризику розвитку атеросклерозу і ураження коронарних і 
периферичних судин. Гіпохолестеринемія відмічається при хворобі Танжера, цирозі і 
злоякісних новоутвореннях печінки, синдромі мальабсорбції, гіпертиреозі, недостатності 
харчування та ін. 

 
РЕФЕРЕНТНІ ВЕЛИЧИНИ холестеролу у сироватці крові 

- діти 0-12 років      - (2,95 – 5,30) ммоль/л; 
- дорослі 12-40 років - (3,08 – 6,94) ммоль/л; 
- дорослі 40-70 років - (3,81 – 7,85) ммоль/л. 

 

ПРИНЦИП МЕТОДУ 
Холестерин сироватки крові під дією холестериноксидази окислюється киснем повітря 

до холестен-3-ону та перекису водню. Останній під дією пероксидази утворює з фенолом та 
4-аміноантипірином (4-амінофеназоном) хінонімін рожево-червоного кольору. Інтенсивність 
рожево-червоного або бузкового забарвлення реакційного розчину пропорційна концентрації 
холестеролу. 

Послідовність реакцій у процесі визначення концентрації холесреролу: 
                                                                        холестеролестераза  

Ефіри холестеролу + H2O   ⎯⎯⎯⎯⎯⎯→ холестерол + вищі жирні кислоти   
 

                                холестиролоксидаза  

Холестерол + O2  ⎯⎯⎯⎯⎯⎯→ холестен−3-он + H2O2  
 

                                                                                                         пероксидаза  

2H2O2 + 4-амінофеназон + хромоген      ⎯⎯⎯⎯→     хінонімін +  4 H2O. 
 

ОБЛАДНАННЯ 
1. Фотометричне обладнання, здатне вимірювати оптичну щільність розчинів при довжині 
хвилі 500 нм та довжині оптичного шляху 10 мм. 
2. Водяний термостат або баня, яка забезпечує інкубацію пробірок при температурі +37 оС.  
3. Пробірки місткістю 10 мл. 
4. Піпетки, які дозволять точно відміряти об’єми 0,02 та 1 мл. 
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РЕАКТИВИ 
1. Ензимний реагент. Цей розчин містить суміш ензимів: холестерин естеразу ≥ 150 Од/л, 
холестериноксидазу ≥ 100 Од/л, пероксидазу ≥ 5 кОд/л, а також реагенти              
0,3 мМ 4-амінофеназон, 3, мМ фенол та 30 мМ трис.  
2. Стандартний розчин холестеролу. Концентрація холестеролу в даному розчині 
становить 5,17 ммоль/л. 
3. Проба. Свіжа сироватка крові. Якщо концентрація холестерину в пробі вище, ніж 
19,4 ммоль/л, то пробу варто розвести фізіологічним розчином і провести аналіз повторно. 
Отриманий результат помножити на розведення. 

 

ПРОВЕДЕННЯ АНАЛІЗУ 
Аналіз проводиться у відповідності зі схемою, наведеною в таблиці: 
 

Відміряйте реактиви у зазначеній послідовності у відповідні пробірки, попередньо 
позначені як Б – бланк, К – контрольний зразок; Т – тестовий зразок. У ході дослідження 
дотримуйтеся описаних умов:  

Пробірки Реактиви Бланк (Б) Контроль (К) Тест  (T) 
1. Ензимний реагент 
2. NaCl, 0,9% 
3. Стандартний р-н холестеролу 
4. Проба (сироватка) 

2,0 мл 
0,02 мл 
- 
- 

2,0 мл 
- 
0,02 мл 
- 

2,0 мл 
- 
- 
0,02 мл 

Обережно перемішайте вміст пробірок.  
Помістіть пробірки у водяний термостат (+37±1 °C) на 10 хв або залиште при 
кімнатній температурі (від  + 20 °С до  + 25 °С) на 20 хв. Важливо! Уникайте прямого 
потрапляння сонячних променів на пробірки під час інкубації.  
 
Виміряйте оптичну щільність дослідної проби (Етест) і контрольної проби (Еконтроль) при 
довжині хвилі 500 нм проти холостої проби (Бланк).  
Важливо! Кінцеве забарвлення стабільне протягом 60 хв у темряві. 

 

Запишіть результати вимірювань: 

    Eконтроль   _________________ 

        Eтест       ___________ 
 

РОЗРАХУНОК РЕЗУЛЬТАТІВ 
                                                                               Eтест           

Концентрація холестеролу,  ммоль/л  =    ________________     × 5,17 ;    де 
                                                                            Eконтроль
 

Еконтроль і Етест  –  оптичні щільності контрольної і дослідної проби відповідно,  
5,17 – концентрація холестеролу у стандартному розчині, ммоль/л. 

 
ВИСНОВОК 
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________ 
 
     ____________________________            __________________            ___________________ 
                            ПІБ викладача                                                   підпис                                                  дата 
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Лабораторна робота 5                                                      Дата виконання __________________ 
 
 

ВИЗНАЧЕННЯ LDL ХОЛЕСТЕРИНУ  
(ЛІПОПРОТЕЇДІВ НИЗЬКОЇ ЩІЛЬНОСТІ (ЛПНЩ))  

У СИРОВАТЦІ І ПЛАЗМІ КРОВІ ПРЯМИМ МЕТОДОМ 
 
 

ЛІПОПРОТЕЇНИ НИЗЬКОЇ ЩІЛЬНОСТІ (ЛПНЩ) відіграють ключову роль у появі 
та впливі на розвиток атеросклерозу, зокрема, коронарного склерозу.

 
ЛПНЩ, які 

синтезуються в печінці, отримують з ЛПДНЩ/VLDL (ліпопротеїнів дуже низької щільності), 
багатих тригліцеридами під впливом різних ліполітичних ферментів. Виведення ЛПНЩ з 
плазми головним чином відбувається через паренхімальні клітини печінки за допомогою 
окремих рецепторів ЛПНЩ. Підвищена концентрація ЛПНЩ у крові та збільшення часу їх 
утримання разом зі збільшенням швидкості біологічної модифікації призводять до 
руйнування ендотеліальної функції та підвищеного поглинання ЛПНЩ-холестерину у 
системі моноцитів/макрофагів, а також гладкими м’язовими клітинами у стінках судин. 
Основна частина холестерину, що зберігається в атеросклеротичних бляшках, походить від 
ЛПНЩ.  
 

ДІАГНОСТИЧНЕ ЗНАЧЕННЯ 
ЛПНЩ-холестерин є найпотужнішим клінічним прогностичним фактором серед усіх 

одиничних параметрів стосовно коронарного атеросклерозу– основної причини інфаркта 
міокарду та інсультів. Тому терапія, спрямована на зниження рівня ліпідів, насамперед 
спрямована на зниження ЛПНЩ-холестерину, що у результаті виражається у поліпшенні 
ендотеліальної функції, запобіганні атеросклерозу та зниженні його прогресування. Існує 
декілька причин, що призводять до підвищеного рівня LDL-холестерину: нефроз, ожиріння, 
деякі ліки і куріння. 

Первинна гіперліпопротеїнемія типів ІІа і ІІв; сухожильна ксантома, передчасне 
ураження коронарних судин серця. Вторинна гіперпротеїнемія при гіпотироїдизмі, 
нефротичний синдром, дисглобулінемія, печінкова обструкція, захворювання печінки, 
порфірія, вагітність, анорексія при нервових захворюваннях, діабет, ХПН, синдром 
Кушинга. 

Гіпо-α-β-ліпопротеїнемія, дефіцит α-ліпопротеїну (хвороба Tangier), дефіцит 
лецитин- холестеролацилтрансферази, тип І гіперліпопротеїнемії, дефіцит кофактора 
ліпопротеїнліпази. А також гіпотироїдизм, хронічні анемії, деякі гепатоцелюлярні 
дисфункції, синдром Рейє, гострий стрес, запальні захворювання суглобів, хронічні легеневі 
захворювання, мієлома. 

 
РЕФЕРЕНТНІ ВЕЛИЧИНИ  

у сироватці, плазмі крові людини: 
Оптимальні: < 2,59 ммоль/л 
Допустимі: 2,59 - 3,34 ммоль/л 
Група ризику: 3,37 - 4,12 ммоль/л 
Патологія: 4,14 - 4,90 ммоль/л  
Висока патологія:  > 4,92 ммоль/л 

 
ПРИНЦИП МЕТОДУ 
Маскуючий реагент захищає холестерин з ліпопротеїдів низької щільності (ЛПНЩ) 

(LDL) від дії холестеринестерази та холестериноксидази. Після того, як прореагують інші 
форми ліпопротеїдів, перекис водню руйнується каталазою.  

 



Друга стадія вивільняє холестерин з ліпопротеїдів низької щільності (ЛПНЩ) (LDL) 
та за допомогою реакцій, описаних вище (див. практичну роботу 4 «Визначення 
холестерину у сироватці і плазмі крові ферментативним методом»), утворює забарвлений 
комплекс. Абсорбція, виміряна при довжині хвилі 600 нм, пропорційна концентрації 
холестерину LDL. 

Послідовність реакцій у процесі визначення концентрації холесреролу: 
 

Стадія 1 
 
 

 Ефіри холестеролу                           Реагент 1 
 Холестерол                        холестеролестераза, холестеролоксидаза               ВЖК + H2O2
 HDL + LDL + VLDL          маскуючий реагент (МР)                 МР-(LDL-Холестерол) 
                                             ⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯→   
               пероксидаза  
2 H2O2  ⎯⎯⎯⎯→  O2 + 2 H2O 
 
Стадія 2 
                                                           Реагент 2 
                                                     детергент, азид натрію 
         комплекс                   холестеролестераза, холестеролоксидаза
МР-(LDL-Холестерол)     ⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯→   холестен-3-он + H2O2  
 

                                                                                                         пероксидаза  

2 H2O2 + 4-амінофеназон  + хромоген      ⎯⎯⎯⎯→     хінонімін + 4 H2O. 
 

ОБЛАДНАННЯ 
1. Фотометричне обладнання, здатне вимірювати оптичну щільність розчинів при довжині 
хвилі 600 нм та довжині оптичного шляху 10 мм. 
2. Водяний термостат або баня, яка забезпечує інкубацію пробірок при температурі +37 оС.  
3. Пробірки місткістю 10 мл. 
4. Піпетки, які дозволять точно відміряти об’єми 0,024, 0,2 та 1 мл. 

 
РЕАКТИВИ 

1. Реагент 1. Цей розчин містить суміш ензимів: холестерин естеразу ≥ 5000 Од/л, 
холестериноксидазу ≥ 5000 Од/л, пероксидазу ≥ 10 кОд/л, а також маскуючий реагент для 
LDL та 25 мМ трис. 
2. Реагент 2. Цей розчин містить 3,4 мМ 4-амінофеназон, детергент для комплексу LDL з 
маскуючим реагентом, пероксидазу ≥ 10 кОд/л, а також хромоген та 25 мМ трис.  
3. Стандартний розчин холестеролу. Концентрація холестеролу в даному розчині 
становить 5,17 ммоль/л. 
4. Проба. Свіжа сироватка крові. Якщо концентрація холестерину в пробі вище, ніж 
19,4 ммоль/л, то пробу варто розвести фізіологічним розчином і провести аналіз повторно. 
Отриманий результат помножити на розведення. 
 
 

ПРОВЕДЕННЯ АНАЛІЗУ 
Аналіз проводиться у відповідності зі схемою, наведеною в таблиці: 

 
Відміряйте реактиви у зазначеній послідовності у відповідні пробірки, попередньо 
позначені як Б – бланк, К – контрольний зразок; Т – тестовий зразок. У ході дослідження 
дотримуйтеся описаних умов: 
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Пробірки Реактиви Бланк (Б) Контроль (К) Тест (T) 
1. Проба (сироватка) 
2. Реагент 1 

- 
2,4 мл 

- 
2,4 мл 

0,024 мл 
2,4 мл 

Обережно перемішайте вміст пробірок.  
Помістіть пробірки у водяний термостат (+37±1 °C) на 5 хв.  
 
Виміряйте оптичну щільність дослідної проби (Етест) і контрольної проби (Еконтроль) при 
довжині хвилі 600 нм проти холостої проби (Бланк).  
Важливо! Кінцеве забарвлення стабільне протягом 5 хв у темряві. 

 

Запишіть результати вимірювань: 

    E1контроль   _________________ 

        E1тест       ___________ 
 
Додайте до пробірок наступні реагенти: 
3. Реагент 2 
4. Стандартний р-н холестеролу 

0,6 мл 
- 

0,6 мл 
0,024 мл 

0,6 мл 
- 

Обережно перемішайте вміст пробірок.  
Помістіть пробірки у водяний термостат (+37±1 °C) на 5 хв.  
 
Виміряйте оптичну щільність дослідної проби (Етест) і контрольної проби (Еконтроль) при 
довжині хвилі 600 нм проти холостої проби (Бланк).  
Важливо! Кінцеве забарвлення стабільне протягом 5 хв у темряві. 

 

Запишіть результати вимірювань: 

    E2контроль   _________________ 

        E2тест       ___________ 
 

 
 

РОЗРАХУНОК РЕЗУЛЬТАТІВ 
                                                                                      ∆ Eтест           

Концентрація LDL- холестеролу,  ммоль/л  =    ________________     × 5,17 ;    де 
                                                                                    ∆ Eконтроль
 

∆Еконтроль і ∆Етест  –  різниці оптичних щільностей контрольної (E2контроль – E1контроль) і 
дослідної (E2тест – E1тест) проб, відповідно; 
5,17 – концентрація холестеролу у стандартному розчині, ммоль/л. 
 
ВИСНОВОК 
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________ 
 
 
     ____________________________            __________________            ___________________ 
                            ПІБ викладача                                                   підпис                                                  дата 
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Лабораторна робота 6                                                      Дата виконання __________________ 
 
 

ВИЗНАЧЕННЯ HDL ХОЛЕСТЕРИНУ 
(ЛІПОПРОТЕЇДІВ ВИСОКОЇ ЩІЛЬНОСТІ (ЛПВЩ)) 

У СИРОВАТЦІ І ПЛАЗМІ КРОВІ ПРЯМИМ МЕТОДОМ 
 

ЛІПОПРОТЕЇНИ ВИСОКОЇ ЩІЛЬНОСТІ (ЛВЩ) відповідальні за зворотній 
транспорт холестерину з периферійних клітин до печінки. Тут холестерин перетворюється у 
жовчні кислоти, які виділяються у кишечник через жовчні протоки. Контроль рівня ЛВЩ-
холестерину в сироватці крові є важливим з клінічної точки зору, оскільки існує зворотній 
зв’язок між концентрацією ЛВЩ-холестерину в сироватці крові та ризиком розвитку 
атеросклеротичної хвороби. Підвищення концентрації ЛВЩ-холестерину попереджує 
розвиток коронарної хвороби серця, у той час як зниження концентрації ЛВЩ-холестерину, 
особливо у поєднанні з підвищеною концентрацією тригліцеридів, підвищує ризик розвитку 
серцево-судинних захворювань. Були розроблені способи підвищення рівнів ЛПВЩ-
холестерину для лікування серцево-судинних захворювань. 
 

ДІАГНОСТИЧНЕ ЗНАЧЕННЯ 
Понижений вміст ЛПВЩ-холестерину в плазмі призводить до атеросклерозу – 

основної причини інфаркта міокарду та інсультів. Існує декілька причин, що призводять до 
зниженого рівня HDL-холестерину: гострі або хронічні гепатоцелюлярні захворювання, 
внутрішньовенна гіпераліментація, порушення харчування, діабет, хронічна анемія, 
мієлопроліферативні розлади, хвороба Танж'є, аналфаліпопротеїнемія, деякі ліки і куріння. 

А-α-ліпопротеїнемія, недостатність кофактора ліпопротеїнліпази (Аро С-ІІ), різні 
форми гіпо-α-ліпопротеїнемії (спадкова гіпо-α-ліпопротеїнемія, Apo A-I Milano, хвороба 
риб’ячого ока, сімейна недостатність лецитин-холестерин ацилтрансферази, спадкова 
недостатність Apo A-I/С-III), різні форми гіпертригліцеридемії. Деякі захворювання 
супроводжуються вторинним зниженням рівня ЛПВЩ-холестрина:  декомпенсований 
цукровий діабет, раннє ураження коронарних артерій, гепатоцелюлярні захворювання, 
холестаз, нефротичений синдром, ХПН. 

Спадкова гіпер-α-ліпопротеїнемія. Деякі захворювання супроводжуються вторинним 
підйомом рівня ЛВПЩ-холестрина: первинний біліарний цироз печінки, хронічний гепатит, 
алкоголізм, інші хронічні інтоксикації. 

 
РЕФЕРЕНТНІ ВЕЛИЧИНИ  

у сироватці, плазмі крові людини: 
 чоловіки: жінки: 
Норма: >1,42 ммоль/л >1,68 ммоль/л 
Група ризику: 0,9-1,42 ммоль/л 1,16-1,68 ммоль/л 
Патологія: <0,9 ммоль/л <1,16 ммоль/л 
 

 
ПРИНЦИП МЕТОДУ 
Сумісна дія полімерів і детергентів розчиняє холестерин з ліпопротеїдів високої 

щільності (ЛПВЩ) (HDL), а холестерин з ліпопротеїдів низької щільності (ЛПНЩ) (LDL), 
ліпопротеїдів дуже низької щільності (ЛПДНЩ) (VLDL) та хіломікронів залишаються 
нерозчинними, оскільки попередньо стабілізуються маскуючим реагентом. 

Холестерин HDL, за допомогою реакцій, описаних вище (див. практичну роботу 4 
«Визначення холестерину у сироватці і плазмі крові ферментативним методом»), утворює 
забарвлений комплекс. Абсорбція, виміряна при довжині хвилі 600 нм, пропорційна 
концентрації холестерину HDL. 
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Послідовність реакцій у процесі визначення концентрації холесреролу: 
                                                                   холестеролестераза  

HDL холестерол + H2O   ⎯⎯⎯⎯⎯⎯→ холестерол + вищі жирні кислоти   
 

                                холестиролоксидаза  

Холестерол + O2  ⎯⎯⎯⎯⎯⎯→ холестен−3-он + H2O2  
 

                                                                                                         пероксидаза  

2H2O2 + 4-амінофеназон + хромоген      ⎯⎯⎯⎯→     хінонімін +  4 H2O. 
 

ОБЛАДНАННЯ 
1. Фотометричне обладнання, здатне вимірювати оптичну щільність розчинів при довжині 
хвилі 600 нм та довжині оптичного шляху 10 мм. 
2. Водяний термостат або баня, яка забезпечує інкубацію пробірок при температурі +37 оС.  
3. Пробірки місткістю 10 мл. 
4. Піпетки, які дозволять точно відміряти об’єми 0,024, 0,2 та 1 мл. 

 
РЕАКТИВИ 

1. Реагент 1. Цей розчин містить: пероксидазу ≥ 5 кОд/л, 0,9 мМ 4-амінофеназон, а також 
маскуючий реагент для LDL та 30 мМ трис. 
2. Реагент 2. Цей розчин містить суміш ензимів: холестерин естеразу ≥ 4000 Од/л, 
холестериноксидазу ≥ 10000 Од/л, а також хромоген та 30 мМ трис.  
3. Стандартний розчин холестеролу. Концентрація холестеролу в даному розчині 
становить 5,17 ммоль/л. 
4. Проба. Свіжа сироватка крові. Якщо концентрація HDL холестерину в зразку перевищує 
4,66 ммоль/л, то пробу варто розвести фізіологічним розчином (розчин хлориду натрію 150 
ммоль/л) в співвідношенні 1 : 1 і аналіз провести повторно. Отриманий результат помножити 
на розведення (х2). 
 

ПРОВЕДЕННЯ АНАЛІЗУ 
Аналіз проводиться у відповідності зі схемою, наведеною в таблиці: 
 

Відміряйте реактиви у зазначеній послідовності у відповідні пробірки, попередньо 
позначені як Б – бланк, К – контрольний зразок; Т – тестовий зразок. У ході дослідження 
дотримуйтеся описаних умов:  

Пробірки Реактиви Бланк (Б) Контроль (К) Тест (T) 
1. NaCl, 0,9% 
2. Проба (сироватка) 
3. Реагент 1 
4. Стандартний р-н холестеролу 

0,024 мл 
- 
2,40 мл 
- 

0,012 мл 
- 
2,40 мл 
0.012 mL 

- 
0,024 мл 
2,40 мл 
- 

Обережно перемішайте вміст пробірок.  
Помістіть пробірки у водяний термостат (+37±1 °C) на 5 хв.  
 
Виміряйте оптичну щільність дослідної проби (Етест) і контрольної проби (Еконтроль) при 
довжині хвилі 600 нм проти холостої проби (Бланк).  
Важливо! Кінцеве забарвлення стабільне протягом 5 хв у темряві. 

 

Запишіть результати вимірювань: 

    E1контроль   _________________ 

        E1тест       ___________ 
 



 16

Додайте до пробірок наступні реагенти: 
3. Реагент 2 0,6 мл 0,6 мл 0,6 мл 

Обережно перемішайте вміст пробірок.  
Помістіть пробірки у водяний термостат (+37±1 °C) на 5 хв.  
 
Виміряйте оптичну щільність дослідної проби (Етест) і контрольної проби (Еконтроль) при 
довжині хвилі 600 нм проти холостої проби (Бланк).  
Важливо! Кінцеве забарвлення стабільне протягом 5 хв у темряві. 

 

Запишіть результати вимірювань: 

    E2контроль   _________________ 

        E2тест       ___________ 
 

 

РОЗРАХУНОК РЕЗУЛЬТАТІВ 
                                                                                      ∆ Eтест           

Концентрація НDL- холестеролу,  ммоль/л  =    ________________     × 2,587 ;    де 
                                                                                    ∆ Eконтроль
 

∆Еконтроль і ∆Етест  –  різниці оптичних щільностей контрольної (E2контроль – E1контроль) і 
дослідної (E2тест – E1тест) проб, відповідно; 
2,587 – концентрація холестеролу у стандартному розчині (ммоль/л), з урахуванням 
розведення (х2) вихідного розчину у ході експерименту. 
 
 
ВИСНОВОК 
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     ____________________________            __________________            ___________________ 
                            ПІБ викладача                                                   підпис                                                  дата 
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Лабораторна робота 7                                                      Дата виконання __________________ 
 
 

ВИЗНАЧЕННЯ СЕЧОВИНИ У БІОЛОГІЧНИХ РІДИНАХ 
ДІАЦЕТИЛМОНООКСИМНИМ МЕТОДОМ 

 
СЕЧОВИНА синтезується в печінці як продукт дезамінування амінокислот. 

Елімінація сечовини є основним шляхом екскреції азоту. 
 

ДІАГНОСТИЧНЕ ЗНАЧЕННЯ 
Підвищена концентрація сечовини виявляється в наступних випадках: порушення 

функції нирок: зниження ниркової перфузії (застійна серцева недостатність, виснаження 
запасів солей і води при блювоті, проносі, підвищеному діурезі або потовиділенні); шок; у 
поєднанні з підвищеним катаболізмом білка (шлунково-кишкова кровотеча, гострий 
інфаркт міокарду, стрес, опіки), гострі або хронічні інтерстиціальні захворювання нирок, 
обтурація сечових шляхів, дієта з високим вмістом білка. 

Зниження концентрації сечовини викликають: дієта з низьким вмістом білка і 
високим – вуглеводів, підвищена утилізація білка для синтезу (у пізні терміни вагітності, у 
дітей у віці до 1 року, при акромегалії), парентеральне харчування, важкі захворювання 
печінки, отруєння ліками, порушення всмоктування (целіакія). 

Діагностична цінність сечовини, як показника функціонування нирок, обмежена у 
зв'язку з варіабельністю її концентрації в плазмі, через вплив позаниркових чинників 

 
РЕФЕРЕНТНІ ВЕЛИЧИНИ  

у сироватці, плазмі крові людини:  (1,7-8,3) ммоль/л 
у сечі людини:  (333-583) ммоль/добу 

 
ПРИНЦИП МЕТОДУ 
Сечовина утворює з діацетилмонооксимом у присутності іонів Fe3+ і тіосемікарбазиду 

комплекс червоного кольору, по інтенсивності забарвлення якого визначають її 
концентрацію. 
 

ОБЛАДНАННЯ 
1. Фотометричне обладнання, здатне вимірювати оптичну щільність розчинів при довжині 
хвилі 546 нм та довжині оптичного шляху 10 мм. 
2. Водяний термостат або баня, яка забезпечує інкубацію пробірок при температурі +100 оС.  
3. Низько-швидкісна центрифуга, що може забезпечити 3000 об./хв. 
4. Пробірки місткістю 10 мл. 
5. Піпетки, які дозволять точно відміряти об’єми 0,1 та 1 мл. 

 
РЕАКТИВИ 

1. Розчин діацетилмонооксиму. 
2 Розчин тіосемікарбазиду. 
3. Стандартний розчин сечовини. Концентрація сечовини в даному розчині становить 
10 ммоль/л.  
4. Розчин трихлороцтової кислоти (ТХО кислота, 5%). 
5. Проба. Свіжа сироватка крові, гепаринізована плазма крові, вільні від гемолізу або сеча, 
яку попередньо необхідно розвести в 100 разів дистильованою водою. При концентрації 
сечовини в пробі більше 25 ммоль/л її треба розвести дистильованою водою і повторити 
дослідження. Результат помножити на розведення. 
 



 18

Важливо! Гемолітичні і ліпемічні сироватки депротеїнують. Для цього 0,1 мл сироватки 
змішують із 0,9 мл розчину ТХО кислоти і центрифугують 5 хв. Таким же чином обробляють 
калібрувальний розчин. Для досліду відбирають 0,1 мл центрифугату і проводять 
дослідження так само, як для сироватки без депротеїнування. Таким чином можна 
досліджувати цільну кров. Результат помножити на коефіцієнт розведення (х10). 
 

ПРОВЕДЕННЯ АНАЛІЗУ 
Аналіз проводиться у відповідності зі схемою, наведеною в таблиці: 

 
Відміряйте реактиви у зазначеній послідовності у відповідні пробірки, попередньо 
позначені як Б – бланк, К – контрольний зразок; Т – тестовий зразок. У ході дослідження 
дотримуйтеся описаних умов: 

Пробірки Реактиви Бланк (Б) Контроль (К) Тест (T) 
1. Проба (сироватка) 
2. Стандартний розчин сечовини 
3. NaCl, 0,9% 
4. Розчин тіосемікарбазиду 
5. Розчин діацетилмонооксиму 

- 
- 
0,1 мл 
1,0 мл 
1,0 мл 

- 
0,1 мл 
- 
1,0 мл 
1,0 мл 

0,1 мл 
- 
- 
1,0 мл  
1,0 мл 

Закрийте пробірки кришками. 
Обережно перемішайте вміст пробірок.  
Помістіть пробірки у водяний термостат (+100±2 °C) точно на 10 хв. 
Охолодіть пробірки під холодною проточною водою протягом 5 хв. 
 
Виміряйте оптичну щільність дослідної проби (Етест) і контрольної проби (Еконтроль) при 
довжині хвилі 546 нм проти холостої проби (Бланк).  
Важливо! Кінцеве забарвлення стабільне протягом 15 хв. 

 

Запишіть результати вимірювань: 

    Eконтроль   _________________ 

        Eтест       ___________ 
 

 

РОЗРАХУНОК РЕЗУЛЬТАТІВ 
                                                                     Eтест           

Концентрація сечовини ммоль/л  =    ________________     × 10 × К;    де 
                                                                  Eконтроль
 

Еконтроль і Етест  –  оптичні щільності контрольної і дослідної проби відповідно,  
10 – концентрація сечовини в стандартному розчині (10 ммоль/л) 
К - коефіцієнт розведення зразка (якщо він був розведений). 
 
 
ВИСНОВОК 
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________ 
________________________________________________________________________________ 
 
     ____________________________            __________________            ___________________ 
                            ПІБ викладача                                                   підпис                                                  дата 
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Лабораторна робота 8                                                      Дата виконання __________________ 
 

 
ВИЗНАЧЕННЯ СЕЧОВОЇ КИСЛОТИ У БІОЛОГІЧНИХ РІДИНАХ 

 
СЕЧОВА КИСЛОТА є основним продуктом катаболізму пуринів у людському 

організмі, що надходять частково з їжею і частково в внаслідок синтезу in vivo. Їжа, багата 
пуринами (печінка, нирки), а також важка фізична робота може викликати підвищення рівня 
сечової кислоти. 

 
ДІАГНОСТИЧНЕ ЗНАЧЕННЯ 
Причинами виникнення гіперурикемії є: подагра; ниркова недостатність; лейкемія; 

мієломна хвороба; поліцитемія; лімфома, інші диссеміновані пухлини; токсикоз вагітних; 
псоріаз; глікогеноз I типу; синдром Леша – Ніхена; синдром Дауна; полікістоз нирок; 
хронічна свинцева нефропатія; після поширеного ураження тканин (підвищений розпад 
нуклеопротеїнів); підвищений обмін нуклеопротеїнів (наприклад, при мієлоїдній лейкемії, 
перниціозній анемії, отруєнні стрихніном). 

Гіпоурекимія асоціюється з наступними захворюваннями і станами: хвороба Вільсона 
- Коновалова (гепатоцеребральна дистрофія); синдром Фаншоні; деякі злоякісні 
новоутворення (наприклад, хвороба Ходжкіна, мієломна хвороба, бронхогенний рак); 
ксантинурія; синдром патологічної секреції антидіуретичного гормону; нестача 
аденозиндеамінази, пуринів, а також нуклеозидфосфорілази; дієта, бідна пуринами. 

 
РЕФЕРЕНТНІ ВЕЛИЧИНИ  

Сироватка: діти молодше 12 років: 119 – 327 мкмоль/л  
                      дорослі 12-60 років: 246 – 452 мкмоль/л (чоловіки) 
                                                         137 – 393 мкмоль/л (жінки) 
                      дорослі 60-90 років: 250 – 476 мкмоль/л (чоловіки) 
                                                         208 – 434 мкмоль/л (жінки) 
Сеча: 1,48-4,43 ммоль/доба 

 
ПРИНЦИП МЕТОДУ 
Сечова кислота в лужному середовищі відновлює фосфорновольфрамовий реактив у 

барвник синього кольору. Інтенсивність забарвлення реакційного розчину пропорційна 
кількості сечової кислоти в аналізуємій пробі. 
 

ОБЛАДНАННЯ 
1. Фотометричне обладнання, здатне вимірювати оптичну щільність розчинів при довжині 
хвилі 650 нм та довжині оптичного шляху 10 мм. 
2. Низько-швидкісна центрифуга, що може забезпечити 3000 об./хв. 
4. Пробірки місткістю 10 мл. 
5. Піпетки, які дозволять точно відміряти об’єми0,05, 0,2 та 1 мл. 

 
РЕАКТИВИ 

1. Фосфорновольфрамовий реактив. Цей розчин містить 0,12 М Na2WO4, 0,43 М H3PO4 та 
0,29 М Li2SO4; 
2. Розчин каталізатору. 
3. Вольфрамат натрію (0,3 М Na2WO4) 
4. Стандартний розчин сечової кислоти. Концентрація сечової кислоти в даному розчині 
становить 300 мкмоль/л.  
5. Розчин карбонату натрію (10% Na2CO3). 
6. Проба. Свіжа сироватка крові, гепаринізована плазма крові, вільні від гемолізу або сеча, 
яку попередньо необхідно розвести в 10 раз дистильованою водою.  
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ПРОВЕДЕННЯ АНАЛІЗУ 
Аналіз проводиться у відповідності зі схемою, наведеною в таблиці: 

 
Відміряйте реактиви у зазначеній послідовності у відповідні пробірки, попередньо 
позначені як Б – бланк, К – контрольний зразок; Т – тестовий зразок. У ході дослідження 
дотримуйтеся описаних умов: 

Пробірки Реактиви Бланк (Б) Контроль (К) Тест (T) 
1. Дистильована вода  
2. Проба (сироватка) 
3. Стандартний р-н сечової кислоти 
4. Розчин каталізатору 
5. Розчин карбонату натрію 

2,70 мл 
- 
- 
0,15 мл 
0,15 мл 

2,40 мл 
- 
0,3 мл 
0,15 мл 
0,15 мл 

2,40 мл 
0,3 мл 
- 
0,15 мл 
0,15 мл 

Обережно перемішайте вміст пробірок.  
Залиште пробірки при кімнатній температурі (від  + 20 °С до  + 25 °С) на 10 хв. 
Відцентрифугуйте пробірки при 3000 об./хв протягом 10 хв, використовуйте отриманий 
супернатант у подальших стадіях експерименту. 
6. Супернатант 
7. Розчин карбонату натрію 
8. Фосфорновольфрамовий реагент 

1,0 мл 
0,5 мл 
0,3 мл 

1,0 мл 
0,5 мл 
0,3 мл 

1,0 мл 
0,5 мл 
0,3 мл 

Обережно перемішайте вміст пробірок.  
Залиште пробірки при кімнатній температурі (від  + 20 °С до  + 25 °С) на 30 хв. 
 
Виміряйте оптичну щільність дослідної проби (Етест) і контрольної проби (Еконтроль) при 
довжині хвилі 650 нм проти холостої проби (Бланк).  
Важливо! Кінцеве забарвлення стабільне протягом 30 хв. 

 

Запишіть результати вимірювань: 

    Eконтроль   _________________ 

        Eтест       ___________ 
 

 

РОЗРАХУНОК РЕЗУЛЬТАТІВ 
                                                                                      Eтест           

Концентрація сечової кислоти, мкмоль/л  =    ________________     × 300;    де 
                                                                                    Eконтроль
 

Еконтроль і Етест  –  оптичні щільності контрольної і дослідної проби відповідно,  
300 – концентрація сечової кислоти в стандартному розчині (300 мкмоль/л). 
 
 
ВИСНОВОК 
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________ 
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________ 
 
 
     ____________________________            __________________            ___________________ 
                            ПІБ викладача                                                   підпис                                                  дата 
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Лабораторна робота 9                                                      Дата виконання __________________ 
 
 

ВИЗНАЧЕННЯ НЕОРГАНІЧНОГО ФОСФОРУ  
У БІОЛОГІЧНИХ РІДИНАХ (БЕЗ ДЕПРОТЕІНУВАННЯ) 

 
ФОСФОР є одним з найважливіших хімічних елементів для організму людини. 

Близько 85 % фосфору міститься в організмі у вигляді солей фосфату кальцію в неорганічній 
частині кістки. Решта частини фосфору включена в етерифікацію проміжних продуктів 
обміну цукрів, а також входить до складу фосфоліпідів, фосфопротеїнів, нуклеїнових кислот 
і нуклеотидів. Цей макроелемент бере участь практично у всіх хімічних і фізіологічних 
реакціях організму. Він необхідний для здорової структури кісток і зубів. При надлишку 
фосфору в раціоні харчування кальцій створює з ним нерозчинні солі. Засвоєнню цього 
макроелементу сприяє вітамін D. Добова потреба: діти молодшого віку – 300-700 мг; діти 
підліткового віку – 800-1200 мг; дорослі – 800 мг. Потреба у вживанні фосфору зростає при 
інтенсивних фізичних навантаженнях (1500-2000 мг), недостатньому надходженні в організм 
білків. 

 
ДІАГНОСТИЧНЕ ЗНАЧЕННЯ 
Концентрація фосфору в сироватці характеризується циркадним ритмом (найвищі 

значення пізно вранці, найнижчі ввечері) і схильна до швидких змін, вторинних стосовно 
таких чинників, як дієта (вуглеводна), присутність антацидів, що фосфат зв’язують, і зміна 
рівнів СТГ, інсуліну і функції нирок. Існують сезонні коливання з максимальним рівнем у 
травні і червні (найнижчі рівні зимою). 

Гіпофосфатемія може бути викликана переходом фосфору із позаклітинної рідини у 
внутрішньоклітинну, підвищеною екскрецією крізь нирки (дефекти канальців нирок, 
гіперпаратиреоз) або втратою через ЖКТ (пронос, блювота), і зниженим всмоктуванням в 
кишечнику. Гіперфосфатемія зазвичай виникає в результаті ниркової недостатності або 
гіпопаратиреозу. 

 
РЕФЕРЕНТНІ ВЕЛИЧИНИ  

Сироватка  
Новонароджені:            1,45 - 2,91 ммоль/л 
Діти, 10 діб-24 міс.:       1,45 - 2,16 ммоль/л 
Діти, 24 міс. – 12 років: 1,45 - 1,78 ммоль/л 
Дорослі 12-60 років:      0,87 - 1,45 ммоль/л 
Чоловіки старше 60 років: 0,74 - 1,20 ммоль/л 
Жінки старше 60 років: 0,90 - 1,32 ммоль/л 

Сеча 
Дорослі:                         29 - 48 ммоль/доб 
 
ПРИНЦИП МЕТОДУ 
Неорганічний фосфат утворює із молібденовою кислотою, у сильно кислому 

середовищі, фосфомолібденову кислоту, яка відновлюється в присутності заліза (ІІ) у 
молібденову синь. Білки, які осаджуються індикаторним реагентом, розчиняються при 
додаванні стабілізатора - триетаноламіну. Оптична щільність реакційного розчину 
пропорційна концентрації неорганічного фосфору в пробі. 

 
ОБЛАДНАННЯ 

1. Фотометричне обладнання, здатне вимірювати оптичну щільність розчинів при довжині 
хвилі 620 нм та довжині оптичного шляху 10 мм. 
2. Пробірки місткістю 10 мл. 
3. Піпетки, які дозволять точно відміряти об’єми0,05 та 1 мл. 
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РЕАКТИВИ 
1. Індикаторний реагент. Цей розчин містить 40 мМ молібдат амонію приготовлений на 
1,1 н сульфатній кислоті. 
2. Розчин стабілізатора. Цей розчин містить 3,42 М триетаноламін. 
3. Стандартний розчин фосфору. Концентрація фосфору в даному розчині становить 1,615 
ммоль/л (або 5 мг/дл). 
4. Проба. Свіжа сироватка крові, гепаринізована плазма (натщесерце, не допускати гемолізу), сеча, 
спиномозкова рідина.  
 

ПРОВЕДЕННЯ АНАЛІЗУ 
Аналіз проводиться у відповідності зі схемою, наведеною в таблиці: 

 

Відміряйте реактиви у зазначеній послідовності у відповідні пробірки, попередньо 
позначені як Б – бланк, К – контрольний зразок; Т – тестовий зразок. У ході дослідження 
дотримуйтеся описаних умов:   

Пробірки Реактиви Бланк (Б) Контроль (К) Тест (T) 
1. Проба (сироватка) 
2. Стандартний розчин фосфору 
3. Дистильована вода 
4. Індикаторний реагент 

- 
- 
0,05 мл 
1 мл 

- 
0,05 мл 
- 
1 мл 

0,05 мл 
- 
- 
1 мл 

Обережно перемішайте вміст пробірок.  
Залиште пробірки при кімнатній температурі (від  + 20 °С до  + 25 °С) на 15 хв. 
Додайте до пробірок: 
5. Розчин стабілізатора 1 мл 1 мл 1мл 
Обережно перемішайте вміст пробірок. 
 

Виміряйте оптичну щільність дослідної проби (Етест) і контрольної проби (Еконтроль) при 
довжині хвилі 620 нм проти холостої проби (Бланк).  
Важливо! Кінцеве забарвлення стабільне протягом 15 хв. 

 

Запишіть результати вимірювань: 

    Eконтроль   _________________ 

        Eтест       ___________ 
 

 

РОЗРАХУНОК РЕЗУЛЬТАТІВ 
                                                                       Eтест           

Концентрація фосфору, ммоль/л  =    ________________     × 1,615;    де 
                                                                     Eконтроль
 

Еконтроль і Етест  –  оптичні щільності контрольної і дослідної проби відповідно,  
1,615 – концентрація фосфору в стандартному розчині (ммоль/л). 
 
 

ВИСНОВОК 
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________ 
________________________________________________________________________________ 
 
 
     ____________________________            __________________            ___________________ 
                            ПІБ викладача                                                   підпис                                                  дата 
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Лабораторна робота 10                                                    Дата виконання __________________ 
 
 

ВИЗНАЧЕННЯ КОНЦЕНТРАЦІЇ ГЕМОГЛОБІНУ У КРОВІ 

ГЕМОГЛОБІН – основна складова частина еритроцитів. Складається гемоглобін з 
білку глобіну (96%) й простетичної частини – гема (4% молекули). Гем предстваляє собою 
координаційну сполуку атому заліза з циклічною сполукою протопорфирином. В склад гему 
входить Fе2+. В склад молекули гемоглобіну входить 4 гема, атом заліза координаційно 
зв’язаний з 4 атомами азоту пірольних кілець. Гем для всіх гемоглобінів однаковий і 
структурні зміни цього хромопротеїду зумовлені структурою білкової частини – глобіну. 
Глобіни можуть мати різний склад, розрізнятися складом аміноксилот та їх послідовністю в 
поліпептидному ланцюзі, а також співвідношенням поліпептидних лінцюгів (α і β).  

ДІАГНОСТИЧНЕ ЗНАЧЕННЯ 
Вміст гемоглобіну в організмі людини залежить від статі, віку, фізичних навантажень, 

психічного стану, а також від наявності патологічних процесів. Патологічно низькі рівні 
гемоглобіну виявляються при анемії, уповільненні утворення червоних кров’яних тілець, 
надмірній втраті крові і уповільненні доставки червоних кров'яних клітин в периферійні 
області організму. Підвищений вміст гемоглобіну виявляється при поліцитемії, 
еритроцитозі, дегідратації у новонароджених, при природженому або набутому ціанозі, 
хронічних захворюваннях серця і легенів, нирковій кісті і деяких еритропоетин-похідних 
пухлин. 

 
РЕФЕРЕНТНІ ВЕЛИЧИНИ  

0,5 – 5 років – (110 – 140) г/л;  
5 – 9 років – (115 – 145) г/л; 
9 – 12 років – (120 – 150) г/л; 
 

 чоловіки: жінки: 
12 – 14 років (120 – 160) г/л; Ж: – (115 – 150) г/л; 
15 – 17 років 
18 – 44 роки, 
45 – 64 роки 
65 – 74 роки 

(117 – 166) г/л;  
(132 – 173) г/л; 
(131 – 172) г/л; 
(126 – 174) г/л; 

(117 – 153) г/л;  
(117 – 155) г/л;  
(117 – 160) г/л;  
(117 – 161) г/л. 

 

ПРИНЦИП МЕТОДУ 
Гемоглобін в присутності окислювача та цiанід аніонів утворює у водному розчині 

цiанметгемоглобін, забарвлення якого пропорційне концентрації гемоглобіну у крові. Цей 
метод дозволяє визначити всі похідні гемоглобіну за винятком сульфогемоглобіну. 

 
ОБЛАДНАННЯ 

1. Фотометричне обладнання, здатне вимірювати оптичну щільність розчинів при довжині 
хвилі 540 нм та довжині оптичного шляху 10 мм. 
2. Пробірки місткістю 10 мл. 
3. Піпетки, які дозволять точно відміряти об’єми0,01 та 1 мл. 

 
РЕАКТИВИ 

1. Трансформуючий розчин. Цей розчин містить окислювальний реагент та 
ацетонцiангідрин. 
2. Розчин геміглобінцiаніду. Даний розчин використовується як калібрувальний розчин, 
який відповідає пробі крові з концентрацією гемоглобіну 150 г/л  
3. Проба. Цільна кров (можливо застосовувати ЕДТО- етилендіамінтетраоцтову кислоту, гепарин, 
оксалати).   
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ПРОВЕДЕННЯ АНАЛІЗУ 
Аналіз проводиться у відповідності зі схемою, наведеною в таблиці: 
 

Відміряйте реактиви у зазначеній послідовності у відповідні пробірки, попередньо 
позначені як Б – бланк, К – контрольний зразок; Т – тестовий зразок. У ході дослідження 
дотримуйтеся описаних умов: 

Пробірки Реактиви Бланк (Б) Контроль (К) Тест (T) 
1. Проба (цільна кров) 
2. Трансформуючий розчин 
3. Розчин геміглобінцiаніду 

- 
2,5 мл  
- 

- 
- 
2,5 мл 

0,01 мл 
2,5 мл 
- 

Обережно перемішайте вміст пробірок.  
Залиште пробірки при кімнатній температурі (від  + 20 °С до  + 25 °С) на 15 хв. 
 
Виміряйте оптичну щільність дослідної проби (Етест) і контрольної проби (Еконтроль) при 
довжині хвилі 540 нм проти холостої проби (Бланк).  
Важливо! Кінцеве забарвлення стабільне протягом 2 годин. 

 

Запишіть результати вимірювань: 

    Eконтроль   _________________ 

        Eтест       ___________ 
 

 

РОЗРАХУНОК РЕЗУЛЬТАТІВ 
                                                                   Eтест           

Концентрація гемоглобіну, г/л  =    ________________     × 150;    де 
                                                                 Eконтроль
 

Еконтроль і Етест  –  оптичні щільності контрольної і дослідної проби відповідно,  
150 – концентрація гемоглобіну в стандартному розчині (г/л). 
 
 
ВИСНОВОК 
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________ 
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________ 
 
 
 
 
 
 
 
 
     ____________________________            __________________            ___________________ 
                            ПІБ викладача                                                   підпис                                                  дата 
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Лабораторна робота 11                                                    Дата виконання __________________ 
 

ВИЗНАЧЕННЯ ЗАГАЛЬНОГО ТА ПРЯМОГО БІЛІРУБІНУ  
У СИРОВАТЦІ КРОВІ (ЗА МЕТОДОМ ЕНДРАШИКА) 

 
БІЛІРУБІН є продуктом розпаду темної частини гема, що вивільняється із старіючих 

або пошкоджених еритроцитів, які руйнуються в ретикулоендотеліальній системі. Потім 
білірубін транспортується в печінку з альбуміном. Усередині гепатоцитів білірубін 
зв'язується з глюкуроновою кислотою і екскретує в жовч. 

 
ДІАГНОСТИЧНЕ ЗНАЧЕННЯ 
Існують спадкові і набуті захворювання, при яких порушується синтез, зв'язування, 

метаболізм і екскреція білірубіну, які призводять до гіпербілірубінемії. Гіпербілірубінемія 
незв'язаного білірубіну спостерігається у новонароджених (фізіологічна жовтуха), при 
підвищеному руйнуванні еритроцитів (гемолітична анемія, обширні гематоми), при 
неефективному еритропоезі і при деяких рідкісних генетичних захворюваннях (синдром 
Жільбера, Синдром Кріглера-Найяра). Гіпербілірубінемія зв'язаного білірубіну викликана 
зниженою екскрецією жовчі при ураженні печінки (гепатит, цироз) або 
внутрішньопечінкового або позапечінкового холестазу. 

 
РЕФЕРЕНТНІ ВЕЛИЧИНИ в сироватці крові: 

Загальний білірубін: 
діти 0-1 день від народження: 24 – 149 мкмоль/л 
        1-2 дні від народження: 58 – 197 мкмоль/л 
        3-5 днів від народження: 26 – 205 мкмоль/л 
         більше ніж 5 днів від народження: 5 – 21 мкмоль/л 
дорослі молодше 60 років: 5 – 21 мкмоль/л 
дорослі 60-90 років: 3 – 19 мкмоль/л 

Непрямий білірубін: 6,3 – 15,4 мкмоль/л 
Прямий білірубін: 2,2 – 5,13 мкмоль/л. 

 
ПРИНЦИП МЕТОДУ 
В присутності кофеїнового реактиву діазотована сульфанілова кислота утворює з 

непрямим та зв’язаним (прямим) білірубіном азобілірубін рожево-фіолетового кольору. 
Інтенсивність забарвлення дослідного розчину прямопропорційна концентрації загального 
білірубіну у пробі. У відсутності кофеїнового реактиву до реакції вступає лише прямий 
білірубін. По різниці між загальним та прямим білірубіном визначають концентрацію 
непрямого (вільного) білірубіну. 

 
ОБЛАДНАННЯ 

1. Фотометричне обладнання, здатне вимірювати оптичну щільність розчинів при довжині 
хвилі 540 нм та довжині оптичного шляху 10 мм. 
2. Пробірки місткістю 10 мл. 
3. Піпетки, які дозволять точно відміряти об’єми 0,05, 0,1 та 1 мл. 

 
РЕАКТИВИ 

1. Кофеїновий реактив. Цей розчин містить 50 г/л кофеїну, 0,5 М бензоат натрію та 
1,5 М ацетат натрію. 
2. Діазосуміш. Даний реагент готується шляхом змішування двох розчинів: 
25 М сульфанілової кислоти та 0,35 М нітриту натрію в співвідношенні 100 : 3, відповідно. 
3. Проба. Сироватка, плазма крові. Гемоліз неприпустимий. Сироватки, з концентрацією 
білірубіну більше 200 мг/л, розводять дистильованою водою. Результат визначення множать 
на показник розведення. 



ПРОВЕДЕННЯ АНАЛІЗУ 
Аналіз проводиться у відповідності зі схемою, наведеною в таблиці: 
 

 

Відміряйте реактиви у зазначеній послідовності у відповідні пробірки, попередньо 
позначені як Б – бланк, Т – тестовий зразок. У ході дослідження дотримуйтеся описаних 
умов:   

Пробірки 
Загальний білірубін Прямий білірубін Реактиви 

Бланк (Бзаг.) Тест (Tзаг.) Бланк (Бпрям.) Тест (Tпрям.) 
1. Проба (сироватка) 
2. Кофеїновий реактив 
3. NaCl, 0,9% 
4. Діазосуміш 

0,5 мл 
1,75 мл  
0,25 мл 
- 

0,5 мл 
1,75 мл 
- 
0,25 мл 

0,5 мл 
- 
2 мл 
- 

0,5 мл 
- 
1,75 мл 
0,25 мл 

Обережно перемішайте вміст пробірок.   
 Залиште пробірки при 

кімнатній температурі  
(20 - 25 °С) на 20 хв. 

Залиште пробірки при 
кімнатній температурі  
(20 - 25 °С) на 5 хв. 

 
Виміряйте оптичну щільність дослідних проб (ЕТзаг.) і (ЕТпрям.) при довжині хвилі 540 нм 
проти відповідної холостої проби (Бзаг. чи Бпрям.).  
Важливо! Для визначення прямого білірубіну фотометрування слід проводити максимум через 10 хв 
після додавання діазосуміши (при температурі 18-25 °С), так як при довгочасній дії до реакції вступає 
вільний (непрямий) білірубін. Для визначення загального білірубіну пробу для розвинення забарвлення 
витримують мінімум 20 хв (при температурі 18-25 °С), після чого фотометрують. При подальшій 
експозиції забарвлення не змінюється. 
 

Запишіть результати вимірювань: 

        ЕТпрям       ___________ 

      ЕТзаг.             _________________

 
РОЗРАХУНОК РЕЗУЛЬТАТІВ 

Використовуючи калібрувальну криву, наведену нижче, встановіть концентрації 
загального та прямого білірубіну (мкмоль/л).  

Отримані значення використовуйте для обрахунку концентрації непрямого білірубіну, 
який розраховується як різниця показників концентрацій загального та прямого білірубіну. 
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Запишіть отримані результати: 

Загальний білірубін __________________________; 

Прямий білірубін ____________________________; 

Непрямий білірубін __________________________. 

 
ВИСНОВОК 
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________ 
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________ 
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________ 
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     ____________________________            __________________            ___________________ 
                            ПІБ викладача                                                   підпис                                                  дата 



 28

Лабораторна робота 12                                                    Дата виконання __________________ 
 

ВИЗНАЧЕННЯ СПІВВІДНОШЕННЯ БІЛКОВИХ ФРАКЦІЙ 
СИРОВАТКИ КРОВІ 

 
ОСНОВНІ БІЛКОВІ ФРАКЦІЇ: Альбуміни: беруть участь у підтримці онкотичного 

тиску крові; у транспорті вуглеводів, ліпідів, гормонів, пігментів; можуть виконувати 
резервну та пластичну функції. Глобуліни - це гетерогенна сумішбілків, в якій виділяють α-, 
β- та γ- глобуліни. Кожна з цих фракцій містить специфічні білки, які виконують певні 
біохімічні функції. α-Глобуліни за допомогою електрофорезу на папері виділяють дві фракції 
α1- та α2- глобуліни. До α1-глобулінів належать α1-антитрипсин, α1-кислий глікопротеїн, 
альфа-фетопротеїн та інші. До α2-глобулінів належать гаптоглобін, α2-макроглобулін, 
церулоплазмін, С-реактивний білок. β-Глобуліни: до складу цієї фракції входять трансферин, 
гемопексин, β2-мікроглобулін, ліпопротеїди низької щільності, компоненти системи 
комплементу (С3). γ-Глобуліни: ця фракція містить основну масу антитіл (імуноглобулінів), 
що забезпечують гуморальну захисну реакцію організму.  

 
ДІАГНОСТИЧНЕ ЗНАЧЕННЯ 
У нормі альбуміно-глобулінове співвідношення (А/Г коефіцієнт) складає 1,2 - 2. 

Розмір цього показника значно знижується при хронічних дифузійних поразках печінки 
(хронічному гепатиті і цирозі), а також при інфекційних захворюваннях, запаленнях, 
лихоманці, пневмонії, плевритах, туберкульозі, ендокардиті, злоякісних процесах, 
плазмацитомі, амілоїдозі. 
 
СПІВВІДНОШЕННЯ БІЛКОВИХ ФРАКЦІЙ У СИРОВАТЦІ ЗДОРОВИХ ЛЮДЕЙ 
 

Білкові фракції Середні показники за А. А. Покровським* (відносний вміст, %) 
Альбуміни 56,6-66,8 
Глобуліни  

α1 3,0-5,6 
α2 6,9-10,5 
β 7,3-12,5 
γ 12,8-19,0 

 
ПРИНЦИП МЕТОДУ  
Заснований на тому, що фосфатні розчини визначеної концентрації осаджують різні 

білкові фракції сироватки крові з утворенням дуже дрібної суспензії. За ступенем 
каламутності розчинів роблять висновок про співвідношення білків у дослідному матеріалі. 

 
ОБЛАДНАННЯ 

1. Фотометричне обладнання, здатне вимірювати оптичну щільність розчинів при довжині 
хвилі 640 нм та довжині оптичного шляху 10 мм. 
2. Пробірки місткістю 10 мл. 
3. Піпетки, які дозволять точно відміряти об’єми 0,5 та 1 мл. 
 

РЕАКТИВИ 
1.   Основний фосфатний буфер «О» - 3,347 М, рН 6,5; 
2.   Фосфатний буфер (ФБ №1) - 3,084 М, рН 6,5; 
3.   Фосфатний буфер (ФБ №2) - 2,496 М, рН 6,5; 
4.   Фосфатний буфер (ФБ №3) - 2,359 М, рН 6,5; 
5.   Фосфатний буфер (ФБ №4) - 1,959 М, рН 6,5; 
6.   Фосфатний буфер (ФБ №5) - 1,622 М, рН 6,5; 
7.   Проба. Розчин сироватки крові, який готують безпосередньо перед експериментом згідно 
процедури описаної нижче (див. розділ «Проведення аналізу»).  
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ПРОВЕДЕННЯ АНАЛІЗУ 
Попередня підготовка проби: 

У чистій сухій пробірці змішайте наступні реагенти: 
- 0,75 мл дистильованої води,  
- 3,75 мл основного фосфатного буферу «О» 
- 0,5 мл сироватки.  

Вміст пробірки перемішайте 5-6-кратним перевертанням її, уникаючи утворення при 
цьому бульбашок повітря.  

Отриманий розчин використовують у подальших стадіях експерименту як «Пробу». 
 
Важливо! Перед додаванням «Проби» до кожної наступної пробірки дану суміш ще раз 

ретельно перемішують, від цього залежить точність вимірювань. 
 

Аналіз проводиться у відповідності зі схемою, наведеною в таблиці: 
 
 

Відміряйте реактиви у зазначеній послідовності у відповідні пробірки, попередньо 
позначені як Б – бланк, 1-5– тестові зразки. У ході дослідження дотримуйтеся описаних 
умов:  

Пробірки Реактиви Б 1 2 3 4 5 
1. Дистил. вода  
2. ФБ 1-5 
3. Проба  

5 mL 
- 
0,5 мл 

- 
5 мл ФБ1 
0,5 мл 

- 
5 мл ФБ2 
0,5 мл 

- 
5 мл ФБ3 
0,5 мл 

- 
5 мл ФБ4 
0,5 мл 

- 
5 мл ФВ5 
0,5 мл 

Обережно перемішайте вміст пробірок.  
Залиште пробірки при кімнатній температурі (від  + 20 °С до  + 25 °С) на 15 хв. 
 
Важливо! Ретельно перемішуйте вміст кожної пробірки безпосередньо перед 
вимірюванням.  
  
Виміряйте оптичну щільність дослідних проб (Е1-5) при довжині хвилі 640 нм проти 
холостої проби (Бланк).  
 

 

Запишіть результати вимірювань: 
 

                       E1_______________ 

                       E2_______________ 

                       E3_______________ 

                       E4_______________ 

                       E5_______________ 
 

 
Приклад розрахунку: для простоти розрахунку отримані значення оптичних щільностей 

множимо на 100, одержуємо (Е) “1”-ї проби - 78, (Е) “2”-ї - 35, (Е) “3”-ї - 30, (Е) “4”-ї - 24, (Е) “5”-ї - 
13. Обчислюємо фракцію альбумінів 78 - 35 = 43, глобулінів: α1 35 - 30 = 5, α2 30 - 24 = 6, β 24 - 13 = 
11, γ = 13. Отриману суму фракцій 43 + 5 + 6 + 11 + 13 = 78 приймаємо за 100 %, 43 - за Х %, тоді Х 
= (100 · 43) / 78 = 55,1 % альбумінів і тд. 

Для вираження результату в абсолютних відсотках суму фракцій приймаємо за концентрацію 
загального білку в г %, визначеного біуретовим методом, тоді вміст кожної фракції буде відповідати її 
концентрації в г %. 
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РОЗРАХУНОК РЕЗУЛЬТАТІВ 

Обрахуйте відносний вміст білкових фракцій, використовуючи алгоритм, наведений у 
таблиці. Запишіть до таблиці свої розрахунки, а також кінцевий результат. 
 

Протеїнова 
фракція 

Формула 
для 

розрахунку 

Результат 
обрахунку 

Загальна сума 
для всіх 
фракцій 

Загальну суму фракцій 
прийміть за 100% і 

розрахуйте відносний 
вміст (%) для кожної 
окремої фракції 

альбуміни E1-E2   

α1-глобуліни E2-E3   

α2-глобуліни E3-E4   

β-глобуліни E4-E5   

γ-глобуліни E5  

 

 
 
 

 
ВИСНОВОК 
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________ 
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     ____________________________            __________________            ___________________ 
                            ПІБ викладача                                                   підпис                                                  дата 
 



 31

Лабораторна робота 13                                                    Дата виконання __________________ 
 

ВИЗНАЧЕННЮ КРЕАТИНІНУ У СИРОВАТЦІ КРОВІ ТА СЕЧІ 
 

КРЕАТИНІН – кінцевий продукт розпаду креатину (фосфоркреатину). Кількість 
креатиніну, що виробляється щодня, залежить від м'язової маси. Креатинін вільно 
фільтрується через клубочковий апарат нирок (невелика кількість реабсорбується і потім 
виділяється нирковими канальцями). Визначення креатиніну використовується виключно 
для оцінки функції нирок (порушенні перфузії в нирках, зниження кількості функціонуючих 
нефронів) і для моніторингу ниркового діалізу. 
 

ДІАГНОСТИЧНЕ ЗНАЧЕННЯ 
При зниженні швидкості клубочкової фільтрації на кожних 50% рівень креатиніну в 

сироватці подвоюється. При хронічних захворюваннях нирок рівень креатиніну в плазмі 
може бути чутливішим до зміни функції клубочків, ніж кліренс креатиніну, який може бути 
фактично вище за дійсні значення. Креатинін не є чутливим показником захворювання нирок 
в ранній стадії. На рівень креатиніну в плазмі у меншій мірі, ніж на сечовину, впливає 
характер їжі. 
 

РЕФЕРЕНТНІ ВЕЛИЧИНИ  
в сироватці крові: 

Підлітки - (44-88) мкмоль/л; 
Дорослі  - (80-115) мкмоль/л (чоловіки); 
                 - (53-97) мкмоль/л (жінки);  

у сечі: 
Підлітки - (71 -265) мкмоль/кг/добу; 
Дорослі  - (124 - 230) мкмоль/кг/добу (чоловіки); 
                - (97 - 177) мкмоль/кг/добу (жінки).  

 
ПРИНЦИП МЕТОДУ 
Пікринова кислота у лужному середовищі утворює з креатиніном продукт жовто- 

червоного кольору (похідне 2,4,6-три-нітроциклогексадієну). Інтенсивність забарвлення 
дослідного розчину прямопропорційна концентрації креатиніну у пробі. У сироватці крові 
креатинін досліджується після депротеїнування розчином трихлороцтової кислоти, у сечі - 
після розведення. Визначенню креатиніну у сироватці крові заважають речовини з активною 
метиленовою групою, кетони та відновники (глюкоза і т.п.). 

 
ОБЛАДНАННЯ 

1. Фотометричне обладнання, здатне вимірювати оптичну щільність розчинів при довжині 
хвилі 505 нм та довжині оптичного шляху 10 мм. 
2. Низько-швидкісна центрифуга, що може забезпечити 3000 об./хв. 
3. Пробірки місткістю 10 мл. 
4. Піпетки, які дозволять точно відміряти об’єми 0,5 та 1 мл. 
 

РЕАКТИВИ 
1. Розчин пікринової кислоти. Концентрація пікринової кислоти у даному розчині 
складає 0,04 моль/л; 
2. Розчин гідроокису натрію. Концентрація NaOH у даному розчині –  4,6% (або 1,15 н); 
3. Стандартний розчин креатиніну. Концентрація креатиніну у даному розчині 
становить 50мг/л (або 442,5 мкмоль/л) 
4. Трихлороцотова кислота. Концентрація ТХО кислоти у даному розчині 
становить 1,220 моль/л; 
5. Проба. Сироватка крові або сеча. Сечу необхідно розвести в 100 разів дистильованою 
водою. 
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ПРОВЕДЕННЯ АНАЛІЗУ 
Аналіз проводиться у відповідності зі схемою, наведеною в таблиці: 

 
Відміряйте реактиви у зазначеній послідовності у відповідні пробірки, попередньо 
позначені як Б – бланк, К – контрольний зразок; Т – тестовий зразок. У ході дослідження 
дотримуйтеся описаних умов: 

Пробірки Реактиви Бланк (Б) Контроль (К) Тест (T) 
1. Проба (сироватка) 
2. Дистильована вода 
3. Стандартний розчин креатиніну 
4. Розчин ТХО кислоти 

- 
1,5 мл  
- 
0,5 мл 

- 
1,0 мл 
0,5 мл 
0,5 мл 

0,5 мл 
1,0 мл 
- 
0,5 мл 

Обережно перемішайте вміст пробірок. 
За необхідності відцентрифугуйте пробірки при 3000 об./хв протягом 5-10 хв. 
Використовуйте отриманий супернатант у подальших стадіях експерименту. 
5. Супернатант 
6. Розчин NaOH 
7. Розчин пікринової кислоти 

1,0 мл 
0,5 мл  
0,5 мл 

1,0 мл 
0,5 мл 
0,5 мл 

1,0 мл 
0,5 мл 
0,5 мл 

Обережно перемішайте вміст пробірок.  
Залиште пробірки при кімнатній температурі (від  + 20 °С до  + 25 °С) на 20 хв. 
 
Виміряйте оптичну щільність дослідної проби (Етест) і контрольної проби (Еконтроль) при 
довжині хвилі 505 нм проти холостої проби (Бланк).  
Важливо! Кінцеве забарвлення стабільне протягом 20 хв. Якщо у розчинах з’явився осад, 
їх необхідно підігріти в теплій воді до повного розчинення. 

 

Запишіть результати вимірювань: 

    Eконтроль   _________________ 

        Eтест       ___________ 
 

 

РОЗРАХУНОК РЕЗУЛЬТАТІВ 
                                                                             Eтест           

Концентрація креатиніну, мкмоль/л  =    ________________     × 442,5;    де 
                                                                           Eконтроль
 

Еконтроль і Етест  –  оптичні щільності контрольної і дослідної проби відповідно,  
442,5 – концентрація креатиніну в стандартному розчині (мкмоль/л). 
 
 
 

ВИСНОВОК 
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________ 
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________ 
 
 
     ____________________________            __________________            ___________________ 
                            ПІБ викладача                                                   підпис                                                  дата 
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Лабораторна робота 14                                                    Дата виконання __________________ 
 
 

ВИЗНАЧЕННЯ АКТИВНОСТІ АЛАНІНАМІНОТРАНСФЕРАЗИ  
У СИРОВАТЦІ КРОВІ (МЕТОД РАЙТМАНА-ФРЕНКЕЛЯ) 

 
 

АМІНОТРАНСФЕРАЗИ (АлАТ) каталізують утворення глутаминової кислоти з 2-
оксoглутарата шляхом перенесення аміногруп. У нормі АлАТ присутній в багатьох 
тканинах, але найбільші концентрації визначаються в печінці і нирках. 
 

ДІАГНОСТИЧНЕ ЗНАЧЕННЯ 
Рівень сироваткової АлАТ підвищується при гепатиті та інших захворюваннях печінки, 

що супроводжуються некрозом гепатоцитів: інфекційному мононуклеозі, холестазі, цирозі, 
метастатичній карциномі печінки, білій лихоманці і при призначенні різних лікарських 
засобів, таких як опіати, саліцилати або ампіцилін. 

Серцевий м’яз містить незначну кількість АлАТ порівняно з АсАТ. Тому рівень 
активності АлАТ у сироватці крові при інфаркті міокарда звичайно залишається в межах 
норми, якщо тільки в результаті застійних явищ повторно не уражається печінка. 
 

РЕФЕРЕНТНІ ВЕЛИЧИНИ в сироватці крові: 
Активність аланінамінотрансферази – (0,1-0,68) мкмоль/(год×мл) при плюс 37 °С. 

 
ПРИНЦИП МЕТОДУ 
Внаслідок амінування 2-оксоглутарової кислоти L-аланіном, яке відбувається під дією 

аланінамінотрансферази, утворюються L-глутамінова та піровиноградна кислоти. 
Визначення базується на вимірюванні оптичної щільності 2,4-дінітрофенілгідразонів 2-
оксоглутарової та піровиноградної кислот в лужному середовищі. Оскільки гідразон 
піровиноградної кислоти має більш високий коефіцієнт молярної екстинції, то 
спостерігається прямо пропорційна залежність оптичної щільності реакційного розчину від 
активності фермента. 

 
ОБЛАДНАННЯ 

1. Фотометричне обладнання, здатне вимірювати оптичну щільність розчинів при довжині 
хвилі 546 нм та довжині оптичного шляху 10 мм. 
2. Водяний термостат або баня, яка забезпечує інкубацію пробірок при температурі +37 оС. 
Можливо використання сухоповітряного термостата з механічною циркуляцією повітря.  
3. Пробірки місткістю 10 мл. 
4. Піпетки, які дозволять точно відміряти об’єми 0,02, 0,2 та 1 мл. 
 

РЕАКТИВИ 
1. Субстратно-буферний розчин. Цей розчин містить наступні компоненти 0,2 М L-аланін 
та 2-оксоглутарат, приготовані на 0,1 М фосфатному буфері; 
2. Розчин гідроокису натрію. Концентрація NaOH у даному розчині становить 4 моль/л; 
3. Стоп-реагент. Цей розчин містить 2,4-динітрофенілгідразин з концентрацією 1 ммоль/л; 
4. Проба. Сироватка. Матеріал стабільний протягом 3 діб при температурі від плюс 2 оС до 
плюс 8 оС. Якщо зберігати сироватку при кімнатній температурі, активність ферментів 
знижується. Активність ферменту в сироватці знижується після 3 діб зберігання при 
температурі від плюс 18 °С до плюс 25 °С - на 10%. Сироватку слід зберігати при 
температурі від мінус 8 °С до мінус 20 °С. УНИКАТИ ГЕМОЛІЗУ! 
 

 



ПРОВЕДЕННЯ АНАЛІЗУ 
Аналіз проводиться у відповідності зі схемою, наведеною в таблиці: 

 

Відміряйте реактиви у зазначеній послідовності у відповідні пробірки, попередньо 
позначені як Б – бланк, Т – тестовий зразок. У ході дослідження дотримуйтеся описаних 
умов: 

Пробірки Реактиви Бланк (Б) Тест (T) 
1. Субстратно-бцферний розчин 0,2 мл 0,2 мл 

Помістіть пробірки у водяний термостат (+37±1 °C) на 3 хв.  
2. Стоп реагент 
3. Проба (сироватка) 

0,2 мл 
0,04 мл  

- 
0,04 мл 

Помістіть пробірки у водяний термостат (+37±1 °C) на 30 хв. 
4. Стоп реагент -  0,2 мл 

Залиште пробірки при кімнатній температурі (від  + 20 °С до  + 25 °С) на 20 хв. 
4. Розчин NaOH 2,0 мл 2,0 мл 

Залиште пробірки при кімнатній температурі (від  + 20 °С до  + 25 °С) на 20 хв. 
 
Виміряйте оптичну щільність дослідної проби (Етест) при довжині хвилі 546 нм проти 
холостої проби (Бланк).  
Важливо! Кінцеве забарвлення стабільне протягом 60 хв. 

 

Запишіть результат вимірювань: 

        Eтест       ___________ 
 

 

РОЗРАХУНОК РЕЗУЛЬТАТІВ 

Використовуючи калібрувальну криву, наведену нижче, встановіть активність АлАт  у 
сироватці крові (мкмоль/(год×мл)).  

 
 
ВИСНОВОК 
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________ 
 
 
     ____________________________            __________________            ___________________ 

 34
                            ПІБ викладача                                                   підпис                                                  дата 
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Лабораторна робота 15                                                    Дата виконання __________________ 
 
 

ВИЗНАЧЕННЯ АКТИВНОСТІ АСПАРТАТАМІНОТРАНСФЕРАЗИ 
У СИРОВАТЦІ КРОВІ (МЕТОД РАЙТМАНА - ФРЕНКЕЛЯ) 

 
 

АСПАРТАТАМІНОТРАНСФЕРАЗИ (АсАТ) каталізують утворення глутамінової 
кислоти з 2-оксоглутарата шляхом перенесення аміногрупи від аспарагінової кислоти. У 
нормі АсАТ присутня в багатьох тканинах, але найбільші концентрації визначаються в 
печінці, серцевих м’язах, а також в нирках і підшлунковій залозі. 
 

ДІАГНОСТИЧНЕ ЗНАЧЕННЯ 
Рівень сироваткової АсАТ підвищується при гепатиті та інших захворюваннях печінки, 

що супроводжуються некрозом гепатоцитів: інфекційному мононуклеозі, холестазі, цирозі, 
метастатичній карциномі печінки, білій лихоманці і при призначенні різних лікарських 
засобів, таких як опіати, саліцилати або ампіцилін, після інфаркта міокарду, при важкій 
коронарній недостатності, після нападів параксизмальної тахікардії, при захворюваннях 
скелетних м’язів (наприклад, що прогресує мускульна дістрофія), при гострому панкриотиті 
та інших захворюваннях 
 

РЕФЕРЕНТНІ ВЕЛИЧИНИ в сироватці крові: 
Активність аспартатамінотрансферази (0,1-0,45) мкмоль/(год×мл) при плюс 37 °С. 
 

ПРИНЦИП МЕТОДУ 
Внаслідок амінування 2-оксоглутарової кислоти L-аспарагіновою кислотою, яке 

відбувається під дією аспартатамінотрансферази, утворюються L-глутамінова та 
щавелевооцтова кислоти, остання самовільно декарбоксилюється з утворенням 
піровиноградної кислоти. Визначення базується на вимірюванні оптичної щільності 2,4- 
дінітрофенілгідразонів 2-оксоглутарової та піровиноградної кислот в лужному середовищі. 
Оскільки гідразон піровиноградної кислоти має більш високий коефіцієнт молярної 
екстинцiї, то спостерігається прямо пропорційна залежність оптичної щільності реакційного 
розчину від активності фермента. 

 
ОБЛАДНАННЯ 

1. Фотометричне обладнання, здатне вимірювати оптичну щільність розчинів при довжині 
хвилі 546 нм та довжині оптичного шляху 10 мм. 
2. Водяний термостат або баня, яка забезпечує інкубацію пробірок при температурі +37 оС. 
Можливо використання сухоповітряного термостата з механічною циркуляцією повітря.  
3. Пробірки місткістю 10 мл. 
4. Піпетки, які дозволять точно відміряти об’єми 0,02, 0,2 та 1 мл. 
 

РЕАКТИВИ 
1. Субстратно-буферний розчин. Цей розчин містить наступні компоненти: 0,1 М L-
аспарагінову кислоту та 2 М 2-оксоглутарат, приготовані на 0,1 М фосфатному буфері; 
2. Розчин гідроокису натрію. Концентрація NaOH у даному розчині становить 4 моль/л; 
3. Стоп-реагент. Цей розчин містить 2,4-динітрофенілгідразин з концентрацією 1 ммоль/л; 
4. Проба. Сироватка. Матеріал стабільний протягом 3 діб при температурі від плюс 2 оС до 
плюс 8 оС. Якщо зберігати сироватку при кімнатній температурі, активність ферментів 
знижується. Активність ферменту в сироватці знижується після 3 діб зберігання при 
температурі від плюс 18 °С до плюс 25 °С - на 10%. Сироватку слід зберігати при 
температурі від мінус 8 °С до мінус 20 °С. УНИКАТИ ГЕМОЛІЗУ! 
 



ПРОВЕДЕННЯ АНАЛІЗУ 
Аналіз проводиться у відповідності зі схемою, наведеною в таблиці: 

 

Відміряйте реактиви у зазначеній послідовності у відповідні пробірки, попередньо 
позначені як Б – бланк, Т – тестовий зразок. У ході дослідження дотримуйтеся описаних 
умов: 

Пробірки Реактиви Бланк (Б) Тест (T) 
1. Субстратно-бцферний розчин 0,2 мл 0,2 мл 

Помістіть пробірки у водяний термостат (+37±1 °C) на 3 хв.  
2. Стоп реагент 
3. Проба (сироватка) 

0,2 мл 
0,04 мл  

- 
0,04 мл 

Помістіть пробірки у водяний термостат (+37±1 °C) на 30 хв. 
4. Стоп реагент -  0,2 мл 

Залиште пробірки при кімнатній температурі (від  + 20 °С до  + 25 °С) на 20 хв. 
4. Розчин NaOH 2,0 мл 2,0 мл 

Залиште пробірки при кімнатній температурі (від  + 20 °С до  + 25 °С) на 5-10 хв. 
 
Виміряйте оптичну щільність дослідної проби (Етест) при довжині хвилі 546 нм проти 
холостої проби (Бланк).  
Важливо! Кінцеве забарвлення стабільне протягом 60 хв. 

 

Запишіть результат вимірювань: 

        Eтест       ___________ 
 

 

РОЗРАХУНОК РЕЗУЛЬТАТІВ 

Використовуючи калібрувальну криву, наведену нижче, встановіть активність АсАт у 
сироватці крові (мкмоль/(год×мл)).  

 
 

ВИСНОВОК 
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________
________________________________________________________________________________ 
________________________________________________________________________________ 
 

 
     ____________________________            __________________            ___________________ 
                            ПІБ викладача                                                   підпис                                                  дата 
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