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НАЗНАЧЕНИЕ

Нлбор п р едн азн ач ен  для  к ол и ч еств ен н ого  оп ределен ия х о л ест ер и ­
на ( ХС ) в сы воротке крови в к л и н и к о-ди агн ости ч еск и х  и биохимиче­
ск и х л абор атор и я х и н а у ч н о -и ссл ед о в а гел ь ск о й  п р ак ти к е.

Набор р ассч и тан  на п р ов еден и е 100 оп ределен ий  при р а с х о д е  
р а б о ч его  р еа ген та  I  мл на одно о п р едел ен и е и п ригоден  для  
различны х вариангов ш к р о а н а л и за .

Х ранение набора -  в тёмном м ест е  при т е ш е р а т у р е  ( 2 - 8 )  “̂ С.

Инструкция с о ст а в л ен а  В .И .П уп ковой , В ,г;.С таростино15, к . х . н . ,  
з а в .л а б о р а т о р и я ж  -  сотрудникам и гМЮ "В и остарт" , и л,Б. Кудряв­
ц евой  -  з а в .  КДД О бластной клинической больницы г.Н овоси би р ск а*
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ПРШЩШ МЕТОДА

Принцип определения общего холестерина в сыворотке крови с по­
мощью предлагаемого набора основан на использовании сопряженных фер-* 
ментативных реакций, катализируемых: а) холестеролэстеразой, катали­
зирующей гидролиз эфиров холестерина до свободного холестерина^ 
б) холестеролоксидазой, катализирующей превращение холестерина в хо- 
лестенон с образованием перекиси водорода; в) пероксидазой, катали­
зирующей окисление перекисью водорода %-аминоантипирина (4-ААП) и 
фенола с образованием окрашенного продукта розово-малинового цвета 
с максимумом поглощения при 500 нм« Интенсивность окраски образовав­
шегося продукта пропорциональна концентрации холестерина,

РЕАКТИВЫ
!•  Реагент I -  фосфатный буферный раствор с фенолом*
2 . Реагент 2 -  смесь лиофильно высушенных ферментов холестерол- 

эстеразы, холестеролоксидазы и пероксидазы, 4-ААП и стабилизатора.
3 , Калибратор -  калибровочный раствор холестерина 4 ,65 ммоль/л, 

готовый для использования»
4* Контрольная сыворотка с известным содержанием холестерина*
Конечные концентрации Реагента I и Реагента 2 в объеме пробы

I мл:
-  фосфатный буфер -  0 ,1  ммоль;
~ холестеролэстераза -  0 ,20  ед#;
-  холестеролоксидаза -  О»10 ед#;
-  пероксидаза -  0 ,0 8  ед*;
-  фенол -  0,564 мг;
-  4-ААП -  0 ,103 мг

ПРИГОТОВЛЕНИЕ РАБОЧЕГО РЕАГЕНТА
Содержимое флакона Реагента 2 растворяют в 20 мл воды дистилли­

рованной и прокипяченой и количественно переносят в мерную колбу 
вместимостью 50 мл. Туда же количественно переносят содержимое фла­
кона Реагента !• Объем колбы доводят до метки дистиллированной и про­
кипяченой водой, перемешивают и переносят раствор в склянку из темно­
го стекла.

Рабочий реагент хранят при температуре ч2-8) ®С. Раствор годен 
в течение I месяца.

Оптическая плотность рабочего реагента при 500 нм должна быть 
не более 0 ,1 0 .

ПРИГОТОВЛЕНИЕ РАСТВОРА КОНТРОЛЬНОЙ СЫВОРОТКИ
Содержимое флакона с контрольной сывороткой растворяют в мл 

дистиллированной и прокипяченой воды.
Раствор сыворотки хранят при температуре (2--6) ^С. Раствор го­

ден в течение 7 суток.



С пектрофотом етр, регистрирующий оптическую  плотность б  в и д и ­

м о й  области  с п е к т р а J ф отоэлектрок олорим етр , биохимические п о л у - и 

автом атические анализаторы , т ер м о ст а т , поддерживающий тем пературу  
37 °С .

MEPd ПРЕДОСТОРОШОСТИ
При р аботе с наборами с л е д у е т  одев а т ь  одноразовы е резиновые 

перчатки, т .к .  данный наоор содерж ит производны е ч ел овеч еск ой  крови, 
которые сл ед у ет  р а ссм атр и в ать , как потенциально инфекционные, в св я­
зи с тем , что до настоящ его времени ни один м етод обработки крови 
не д а е т  гарантии т о г о ,  что используем ы е производны е крови человек а  
не способны п ер ед а в а т ь  ВИЧ, вирус геп а т и т а  или любой др угой  в о з б у ­
дитель вирусной инфекции.

Производные ч ел о в еч еск о й  крови, используем ы е в данном н а б о р е ,
были исследованы  на вышеуказанные в о зб у д и т е л и , результаты  ан ализов  
были отрицательны ми, но тем не м енее с л ед у ет  соблю дать вышеуказан­
ные п р едостор ож н ости ,

ПРОВЕДЕНИЕ АНАЛИЗА

I .  О пределение концентрации хо л естер и н а  на спектроа)отометре  
и ф отоэлеК Т роколорим етре.

Компоненты реакционной смеси для оп р едел ен и я  концентрации  
хол естер и н а  в сы воротке крови отбирают в к о л и ч ест в а х , указанных 
Б т а б л Л .

Таблица I
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О БО РУ Д О В А Н И Е

Компоненты реакционной! Опытная ! К алибровочная! Холостая
смеси 1 п р о б а , мл ! п р о б а , мл ! проба, мл

Сыворотка крови 0 ,0 3  ч 0 ,0 1 ) - -

Дистиллированная вода - - 0 ,0 3  1^0,U i)
Калибратор - 0 ,и 3  $ 0 ,0 1 ) “

Рабочий р еа ген т 3 ,и 0  C l,u u ) 3 ,и 0  ( 1 ,0 0 ) 3 ,0 0  Л ,^ 0 )

В скобках указаны  объемы р еа ген т о в  при проведении микро­
анализа в объем е реакционной смеси I мл.

Реакционную см есь  перемешивают и выдерживают в течение  
ЕО минут при тем п ер атур е 37 Измеряют оптическую  плотность  
р астворов  опытной и калибровочной проб против хо л о сто й  пробы 
при длине волны 500  нм. Окраска раствора стаби л ьн а в течени е I ч
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РАСЧЕТ КОНЦЕНТРАЩИ ХОЛЕСТЕРИНА

1 . Содержание х о л ест ер и н а  в сы воротке крови ( х )  в ммоль/л  
определяют по формуле

X =  A j / A ^  .  4 , 6 5

г д е  A j -  оп ти ч еск ая  плотность  р аств ор а  и ссл едуем ой  пробы;

А2  -  оп ти ч еск ая  п л отность  р аств ор а  калибровочной пробы;

4 ,6 5  -  концентрация х о л ест ер и н а  в к ал и бр атор е, м м оль/л .

2 .  О пределение концентрации х о л ест ер и н а  на биохимическом  

автом атическом  а н а л и за т о р е .
В к а ч ест в е  примера описано о п р едел ен и е концентрации х о л е с ­

терина на ан а л и за то р е йги̂Ьл_ С .Р .А . ,  Франция,
Измерения п роводят по заданн ой  программе в автом атическом  

режиме. Объемы компонентов приведены в т а б л ,2 .
Таблица 2

Компоненты реакционной! Опытная ! К алибровочная! Х олостая
смеси ! п р о б а , мл ! п р о б а , мл ! п р оба , мл

Дистиллированная вода - - 0 ,0 0 5
Калибратор - 0 ,0 0 5 -

И сследуем ая проба  
(сы воротка крови)

0 ,0 0 5 — —

Рабочий р еаген т 0 ,2 9 0 0 ,2 9 0 0 ,2 9 0

Расчет концентрации х о л ест ер и н а  п ров оди тся  м икропроцессором .

АНАЛИТИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ НАБОРА

Специфичность н абора о бусл ов л ен а  и спользованием  х о л е с т е р о л -  
эст ер а зы , гидролизую щ ей эфиры ХС, хол естер ол ок си дазы  и п ер о к си -  
дазы , окисляющих х о л естер и н  и субстраты  п ер ок си дазы .

Линейная о б л а ст ь  оп ределен ия концентрации х о л ест ер и н а -д о  
20 м м оль/л , отклонение от линейности не превышает 6

К ачество н абора контролируют по контрольной сыворотке с 
и зв ест н о й  концентрацией х о л ест ер и н а , входящ ей в со с т а в  н а б о р а . 
В оспроизводим ость р езу л ь т а т о в  не м енее 94 правильность оп ре­
делени я 100+6



с

Нормальные величины концентрации х о л ест ер и н а  б  сыворотке 
крови для различных в о зр а ст о в  составляю т:

-  2 0 -2 9  л ет  -  3 , 7 0 - 6 ,5 1  ммоль/л
-  3 0 -3 9  л ет  -  4 , 2 5 - 7 ,0 4  ммоль/л
-  4 0 -4 9  л ет  -  4 ,3 7 - 7 ,7 0  ммоль/л
-  50 и б о л ее  -  4 , 5 5 - 3 ,2 4  ммоль/л
Р ек ом ен дуется  в каждой л аборатории  уточнить ди ап азон  зн а ч е­

ний нормальных величин.

По воп росам , касающимся к ач еств а  н а б о р а , сл ед у ет  обращ аться  
по а д р есу : 6 3 0 0 9 1 , Н овосибирск, у л .Г о г о л я , 1 4 , ШПО "Биостарт"; 
т е л .7 4 - 3 1 - 4 1 ;  3 5 - 7 5 - 2 3 .
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