


Инфра-Инженерия
Мос³ва
2013

РОССИЙСКАЯ�АКАДЕМИЯ�НАУК
ИнститÀт�проблем�э³оло�ии�и�эволюции

им.�А.Н.�Северцова

А.Б.�Киладзе,�Н.К.�ДжемÀхадзе

КВАЛИМЕТРИЯ
В�ГИСТОХИМИИ
ФЕРМЕНТОВ

на� примере� ±ожных� желез� мле±опитающих



2

А.Б.�Киладзе,�Н.К.�Джем¾хадзе.�Квалиметрия�в��истохимии�ферментовУДК�611.018.72�+�611.773�+�611.774
ББК�28.6�+�30.607я73

К39

О�т�в�е�т�с�т�в�е�н�н�ы�й���р�е�д�а�³�т�о�р:
О.Ф.� Чернова� –� д-р� биол.� наÀ³,� зав.� лаб.� морфоло�ичес³их� адаптаций

позвоночных�ИнститÀта�проблем�э³оло�ии�и�эволюции�им.�А.Н.�Северцова�РАН.

Р�е�ц�е�н�з�е�н�т�ы:
Г.Г.�Аз�альдов�–�д-р�э³он.�наÀ³,�профессор,��лавный�наÀчный�сотрÀд-

ни³�Центрально�о�э³ономи³о-математичес³о�о�инститÀта�РАН;
В.В.�Деле±торс±ая�–�д-р�мед.�наÀ³,�зав.�лаб.��истохимии�и�эле³тронной

ми³рос³опии�Российс³о�о�он³оло�ичес³о�о�наÀчно�о�центра�им.�Н.Н.
Блохина�РАМН;

А.В.�С¾ров�–�д-р�биол.�наÀ³,�зав.�лаб.�сравнительной�этоло�ии�и
био³оммÀни³аций,�зам.�дире³тора�по�наÀчной�работе�ИнститÀта�проблем
э³оло�ии�и�эволюции�им.�А.Н.�Северцова�РАН.

Киладзе�А.Б.,�ДжемÀхадзе�Н.К.
К�39 Квалиметрия�в��истохимии�ферментов�(на�примере

³ожных�желез�мле³опитающих).�–�М.:�Инфра-Инженерия,
2013.�–�128�с.
Илл.�26.�Табл.�25.�Библ.�114.

ISBN�978-5-9729-0068-8

Моно�рафия�содержит�введение�методов�³валиметричес-
³о�о� анализа� в� �истоэнзиматичес³ие� исследования� ³ожных
желез� мле³опитающих.� Рас³рыта� сÀщность� био³валиметрии
³а³�наÀ³и.�ОбсÀждается�значение�³валиметрии�в��истохимии
ферментов.�Приведена�биометричес³ая�обработ³а�цифровых
анало�ов��истоэнзиматичес³ой�а³тивности�³ожных�желез�мле-
³опитающих�с�использованием�методов�дес³риптивной�стати-
сти³и,�³орреляционно-ре�рессионно�о�и�дисперсионно�о�ана-
лизов,�а�та³же�рядов�динами³и.�Приведены�³он³ретные�при-
меры�использования�методов� био³валиметрии� и� биометрии
при�оцен³е��истоэнзиматичес³ой�а³тивности�³ожных�желез�на
примере��рызÀнов�и�насе³омоядных.

Работа�выполнена�при�финансовой�поддерж±е��ранта�Президента�РФ
для�вед¾щих�на¾чных�ш±ол�(прое±т�НШ-5928.2012.4).

©�Киладзе�А.Б.,�ДжемÀхадзе�Н.К.,�авторы,��2013
©�Издательство�«Инфра-Инженерия»,�2013

ISBN�978-5-9729-0068-8



12

А.Б.�Киладзе,�Н.К.�Джем¾хадзе.�Квалиметрия�в��истохимии�ферментов

ГЛАВА�1
ОСНОВНЫЕ�ПОНЯТИЯ
И�ОПРЕДЕЛЕНИЯ
ГИСТОЭНЗИМАТИЧЕСКОЙ
КВАЛИМЕТРИИ

1.1.�БИОКВАЛИМЕТРИЯ�КАК�НАУКА

Современные� Àспехи� общей� биоло�ии� и� биотехноло�ии
немыслимы� без� инновационной� составляющей,� ³оторая� во
мно�ом�базирÀется�на�междисциплинарном�плацдарме,�позво-
ляющем�расширить�методоло�ичес³ие�приемы�наÀ³и.�Одним
из� та³их� перспе³тивных� направлений� является� ³валиметрия
[лат.�qualis�-�³а³ой�по�³ачествÀ�+��р.�metrio�-�измеряю],�³оторая
изначально�была�создана�³а³�чисто�техничес³ая�наÀ³а�и�заня-
ла�нишÀ�на�сты³е�стандартизации�и�метроло�ии.�Одна³о�поз-
же�объе³ты�³валиметричес³о�о�анализа�были�сÀщественным
образом�расширены,�а�се�одня�пра³тичес³и�все�области�зна-
ния,��де�необходимо�³оличественно�оценить�³ачество�иссле-
дÀемо�о� объе³та,� использÀют� достижения� ³валиметрии.� Во
мно�ом� Àниверсальный� хара³тер� ³валиметрии� обÀсловлен
общенаÀчным�понятием�"³ачество",�³оторое�присÀще�объе³-
там�любо�о�наÀчно�о�знания.�СледÀет�отметить,�что�³валимет-
рия�³а³�наÀ³а�появилась�совсем�недавно.�Основоположни³ом
данно�о�наÀчно�о�направления�является�отечественный�Àче-
ный�Г.Г.�Аз�альдов,�³оторый�в�1968��одÀ�вместе�с�³олле³ти-
вом� единомышленни³ов� опÀбли³овал� статью,� посвященнÀю
обоснованию�создания�новой�наÀ³и�-�³валиметрии,�À³азав�на
возможное�использование�³валиметричес³их�подходов�в�био-
ло�ии,�а�та³же�в�дрÀ�их�фÀндаментальных�наÀ³ах�(Аз�альдов�и
др.,�1968;�Аз�альдов�и�др.,�2011).

С�точ³и�зрения�общей�биоло�ии�³валиметрия�ставит�своей
целью�на�³оличественном�Àровне�оценить�³ачество�объе³тов
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живой� природы,� дости�нÀв� при� этом� единства� измерений� и
необходимой�сопоставимости�резÀльтатов.

До�сих�пор�э³спериментальная�деятельность�по�мно�им�био-
ло�ичес³им�направлениям�дале³а�от�инстрÀментально�о� воп-
лощения,�поэтомÀ�методичес³ие�приемы�во�мно�ом�базирÀют-
ся�на�эвристичес³ой�основе.�Та³ое�положение�дел�настоятель-
но� ди³тÀет� применение� ³валиметрии,� позволяющей� решить
мно�ие� биоло�ичес³ие� проблемы.�Очевидно,� что� э³спертные
оцен³и,� ³оторые� сопÀтствÀют� исследованиям� любо�о� Àровня
ор�анизации�живой�материи,�необходимо�подвер�ать�³валимет-
ричес³омÀ�анализÀ.�Без�этой�завершающей�процедÀры�все�ос-
тальные�действия�во�мно�ом�являются�недостоверными,�та³�³а³
основаны�на�сÀбъе³тивном�подходе.�Вместе�с�тем�Àже�сÀще-
ствÀют�примеры�положительной�³ооперации�двÀх�наÀ³.

Квалиметрия�может�быть�востребована�во�мно�их�биоло-
�ичес³их�исследованиях,�а�именно:

1)�в��истоло�ии�при�оцен³е�Àравненности�морфометричес-
³их� параметров� ми³рострÀ³тÀр� различных� т³аней� и� ор�анов
(Киладзе,�2012);

2)�в�ми³робиоло�ии�при�оцен³е�степени�обсемененности
ми³роор�анизмами;

3)�в�биохимии�при�оцен³е�стабильности�липидно�о�³омпо-
нента�³ожно�о�по³рова�рыб�(Киладзе,�2007);

4)�при�оцен³е�степени�биоповреждений�различных�техно�ен-
ных�объе³тов,�испытывающих�а�рессивное�воздействие�биоти-
чес³их�фа³торов�внешней�среды�(например,�морс³ое�обраста-
ние�твердых�сÀбстратов)�(Ильин,�2008;�КовальчÀ³�и�др.,�2008);

5)�в�э³оло�ии�при�оцен³е�степени�встречаемости�(обилия)
различных�видов�животных�и�растений�в�э³осистемах.

Вели³о� значение� ³валиметрии� и� в� при³ладных� аспе³тах
биоло�ии.�Мно�ие�проблемы�биоло�ичес³о�о�материаловеде-
ния�и� товароведения�животно�о�и�растительно�о�сырья,� �де
объе³том�изÀчения�является�сырье�животно�о�и�растительно-
�о�происхождения,�мо�Àт�быть�эффе³тивно�решены�с�помо-
щью�³валиметрии�(Киладзе,�2012).

Одна³о�наиболее�весомые�резÀльтаты�от�внедрения� ³ва-
лиметричес³о�о�подхода�дости�нÀты�в�та³ой�довольно�Àз³ой
биоло�ичес³ой�дисциплине,� ³а³� �истохимия�ферментов.�По-
лÀченные� данные,� основанные� на� ³валиметричес³ой� интер-
претации,�Àдалось�применить�в�та³сономичес³их�ре³онстрÀ³-
циях,� хемо³оммÀни³ации,� являющейся� одним� из�фÀндамен-

ГЛАВА� 1.�Основные� понятия� и� определения� �истоэнзиматичес³ой� ³валиметрии
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тальных� направлений� этоло�ии� и� зоопсихоло�ии,� а� та³же� в
оцен³е�половой,�возрастной�и�сезонной�изменчивости��исто-
энзиматичес³ой� а³тивности� ³ожных� желез� животных.� Этот
довольно� ло³альный� пример� по³азывает� тÀ� познавательнÀю
широтÀ,�³оторой�распола�ает�³валиметрия�³а³�наÀ³а,�ибо,�яв-
ляясь�своеобразным�"трамплином"�в�наÀчном�поис³е,�она�по-
зволила�вс³рыть�новые�взаимосвязи,�необходимые�для�чисто
биоло�ичес³о�о�анализа.

Методичес³ие� подходы� ³валиметрии,� использÀемые� для
решения��истохимичес³их�проблем,�сводятся�³�стандартным
процедÀрам� определения� действительных� и� базовых� значе-
ний�по³азателей�³ачества�и�их�сопоставления,�что�позволяет
выявить�относительный�Àровень�³ачества�исследÀемо�о�объе³-
та.�В�слÀчае�отсÀтствия�базовых�по³азателей�³ачества�нами
был� апробирован� расчет� ³оэффициента� вариации,� ³оторый
отражает�степень�Àравненности�призна³а.�Та³ой�подход�À³ла-
дывается�в�³валиметричес³Àю�системÀ,�пос³оль³À�естествен-
ная�вариация,�свойственная�биоло�ичес³им�объе³там,�выстÀ-
пает�³а³�мера�от³лонения�от�средне�о�значения,�имеюще�о�в
данном�³онте³сте�смысл�базово�о�значения�по³азателя�³аче-
ства�(более�подробно�-�см.�раздел�2.2.).

Та³им�образом,�преимÀщества�использования�³валиметрии
налицо.�Во-первых,�эвристичес³ий�резÀльтат,�обработанный�с
помощью�³валиметричес³о�о�подхода,�приобретает�более�стро-
�Àю�и�формальнÀю�формÀ,� а,� во-вторых,� становится�возмож-
ным�дальнейшая�интерпретация�полÀченных�резÀльтатов�в�тра³-
тов³е�той�наÀ³и,��де�была�использована�³валиметрия.�В�та³ом
³онте³сте�³валиметрия�приобретает�призна³и�наддисциплинар-
ной� наÀчно-исследовательс³ой� области,� давая� возможность
пра³тичес³и�любой�наÀ³е�добиться�еще�больше�о,�чем�она�Àже
добилась�с�помощью�собственно�о�набора�методов.

Пола�аем,�что�в�рам³ах�содрÀжества�³валиметрии�и�биоло-
�ии�со�временем�возни³нет�новое�наÀчное�направление�-�био-
³валиметрия,�³оторая�бÀдет�решать�не�толь³о�Àз³ие�проблемы
отдельных�биоло�ичес³их�наÀ³,�но�и,�в�³онечном�счете,�начнет
оперировать�всеми�Àровнями�ор�анизации�живой�материи,�на-
чиная�от�моле³Àлярно�о�и�за³анчивая�биосферным,�создавая
предпосыл³и� ³� решению� �лобальных� проблем� человечества.
Дефиницию�предложенно�о�наÀчно�о�направления�можно�оп-
ределить�следÀющим�образом.�Био³валиметрия�-�это�раздел
³валиметрии,�занимающийся�³оличественной�оцен³ой�³ачества
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ор�анизации�живой�материи�на�любом�Àровне,�а�та³же�сырья
животно�о�или�растительно�о�происхождения.�Очевидно,�что�в
дальнейшем� в� рам³ах� био³валиметрии� бÀдÀт�формироваться
собственные� разделы� соответственно� различным� объе³там
исследования�и�применяемомÀ�методичес³омÀ�аппаратÀ,�адап-
тированномÀ�³�³он³ретной�проблеме,�требÀющей�³валиметри-
чес³о�о�решения.�Та³,�объе³тно-предметное�поле��истоэнзи-
матичес³ой�³валиметрии�³а³�наÀчной�дисциплины�представле-
но�на�рис.�1,�из�³оторо�о�видно,�что�био³валиметрия�создает
необходимый�методичес³ий� задел,� а� �истохимия�ферментов
предоставляет�объе³ты�для�исследования.

Всё�вместе�формирÀет�новÀю�область�знания,�хара³тери-
зÀющÀюся�определенным�предметом�исследования,�требÀю-
щим�³валиметричес³ой�трансформации.�СÀбъе³тами�био³ва-
лиметрии�мо�Àт�выстÀпать�³а³�биоло�и�разных�специальнос-
тей�(в�нашем�слÀчае�-��истохими³и),�та³�и�представители�тех-
ничес³их� наÀ³,� в� том� числе� и� ³валиметроло�и.�В� настоящее
время� био³валиметрия� толь³о� начинает� очерчивать� свою
предметнÀю�область,�одна³о�Àчитывая,�что�атрибÀтивные�ха-
ра³теристи³и� свойственны� любой� биосистеме,� перспе³тив-
ность�данно�о�направления�становится�очевидной.�Во�мно�ом
био³валиметрия�при�выработ³е�собственно�о�методичес³о�о
инстрÀментария�может�опираться�на�та³ое�наÀчное�направле-
ние,�³а³�сенсорный�анализ,�или�ор�анолепти³а,�в�рам³ах�³ото-
ро�о�разработаны�подходы�³�формированию�различных�ш³ал
и�э³спертных�оцено³.

Вместе�с�тем�перед�биоло�ами�встает�та³ая�ответственная
задача,� ³а³� ранжирование�биоло�ичес³их� свойств,� что� имеет
сÀщественное�значение�при�определении�³оэффициентов�ве-
сомостей� исследÀемо�о� набора� по³азателей.� Эта� процедÀра
особенно� важна� при� определении� инте�рально�о� по³азателя
³ачества,�³омпле³сно�хара³теризÀюще�о�биосистемÀ.�Опреде-
леннÀю�трÀдность�представляет�та³же�разработ³а�аде³ватно�о
методичес³о�о�аппарата�³�³валиметричес³омÀ�анализÀ�биообъ-
е³тов,�что�связано�с�естественной�изменчивостью�свойств�(по-
ловой�диморфизм,� сезон,� возраст,�физиоло�ичес³ое� состоя-
ние� и� др.),� одна³о,� ³а³� по³азывает� пра³ти³а,� использование
инде³сно�о�подхода�вполне�решает�поставленные�задачи.

Считаем,�что�данное�наÀчное�направление�требÀет�всемер-
ной�поддерж³и�³а³�со�стороны�наÀчно�о�сообщества,�та³�и�со
стороны� профильных� министерств,� заинтересованных� в� ин-

ГЛАВА� 1.�Основные� понятия� и� определения� �истоэнзиматичес³ой� ³валиметрии
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новационном�развитии�фÀндаментальных�биоло�ичес³их�до³-
трин�(Киладзе,�2010,�2012).

1.2.�КВАЛИМЕТРИЯ�В�ГИСТОХИМИИ
ФЕРМЕНТОВ:�ВОЗМОЖНОСТИ
И�ПЕРСПЕКТИВЫ�ПРИМЕНЕНИЯ

Современная�биоло�ичес³ая�наÀ³а�в�настоящее�время�все
больше� вовле³ает� в� свой� инстрÀментарий� математичес³ие
методы�анализа,�³оторые�позволяют�по-дрÀ�омÀ�вз�лянÀть�на
биоло�ичес³Àю�сÀть�живой�материи.�Еще�в�1901��одÀ�один�из
известнейших�биоло�ов-статисти³ов�Карл�Пирсон�(1857–1936)
вместе�с�антрополо�ом�Фрэнсисом�Гальтоном�(1822–1911)�и
зооло�ом� Уэльдоном� (1860–1906)� основал� наÀчный� жÀрнал
"Biometrika",�в�³отором�пÀбли³овали�исследования�по�приме-
нению�статистичес³их�методов�в�биоло�ии�та³ие�Àченые,�³а³
Рональд�Фишер�(1890–1962)�и�Уильям�Госсет,�более�извест-
ный�под�псевдонимом�Стьюдент�(1876–1937)�(Ла³ин,�1990).�Из
моно�рафичес³их�работ�следÀет�À³азать�на�³апитальный�трÀд
Д'Арси�Томпсона�"О�росте�и�форме"�(1917),�на�мно�ие��оды
определивший� интерес� ³� методоло�ичес³им� проблемам� ис-
пользования�математичес³их�оснований�в�биоло�ичес³ой�пра³-
ти³е�(Thompson,�2007).

Гистохимия,�являясь�частью�морфоло�ичес³ой�наÀ³и�о�хи-
мичес³их�свойствах�т³аней,�постепенно�приобщается�³�мате-
мати³о-статистичес³омÀ�мировоззрению�и�подходит�³�осозна-
нию�эпистемоло�ичес³ой�пользы,�³оторÀю�может�дать�приме-
нение�этой��рÀппы�методов�исследования.

Из��истохимии�ферментов�известно,�что�мно�ие��истоэнзи-
матичес³ие�по³азатели�мо�Àт�слÀжить�дополнительным�³рите-
рием�в�³омпле³сном�та³сономичес³ом�анализе�форм�(ДжемÀ-
хадзе,�2001).�Вместе�с�тем�на�се�одняшний�день�пра³тичес³и
отсÀтствÀют�данные�статистичес³ой�обработ³и�та³их�по³азате-
лей,�что,�естественно,�о�раничивает�возможности�их�наÀчной
интерпретации�(Берстон,�1965).�Исследование��истохимичес-
³их�по³азателей�тех�или�иных�видов�решает�мно�ие�вопросы
³лассичес³ой� та³сономии,� носящие� в� настоящее� время� при-
оритетно-проблемный�хара³тер,�формирÀя�"точ³и�роста"�совре-
менной�биоло�ии.�ПобÀдительным�мотивом�³�появлению�дан-
ной�работы�³а³�раз�и�послÀжила�полеми³а�на�темÀ�та³сономи-
чес³ой�ценности��истохимичес³их�по³азателей�в�системати³е,
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хотя�полезность�этих�интерьерных�призна³ов�не�вызывает�со-
мнения,� та³� ³а³� они� проявляют� стой³Àю� видоспецифичность,
что�подтверждено�множеством�пÀбли³аций.�Одна³о�использо-
вание�полÀченных�резÀльтатов�в�та³сономичес³ой�работе�в�виде
стандартных� обозначений� было� проблематично,� ³орреляции
сильно�затÀшевывались,�все�обоснование�строилось�толь³о�на
словесном�описании,�что�было�³райне�неÀдобно�и�не�давало
возможности�представить��истоэнзиматичес³ие�данные�с�по-
зиций�системати³и.�Ведь�толь³о�в�новой�тра³тов³е��истохими-
чес³ие�по³азатели�можно�рассматривать�³а³�фены.�В�настоя-
щий� момент� появилась� возможность� воспользоваться� всем
на³опленным� инстрÀментарием� системати³и,� позволяющим
обоснованно�использовать�данные��истохимии.

Ранее�при�построении��рафи³ов�на�основе�различий�в�а³-
тивности� ферментов� были� введены� цифровые� обозначения
степеней� а³тивности� нес³оль³их� ферментов,� названные� Àс-
ловными�единицами�(ДжемÀхадзе,�БраÀде,�1969).�Для�более
обширных� наÀчных� выводов� необходимо� дополнительное
вовлечение�в��истохимичес³ие�исследования�³валиметричес-
³их�методов,�Àже�отработанных�при�изÀчении�липидно�о�³ом-
понента�³ожно�о�по³рова�рыб�(Киладзе,�2007),�а�та³же�на�при-
мере�анализа�ш³Àр�животных�и�³ожевенно�о�полÀфабри³ата,
использÀемо�о� в� ³ожевенной� и� меховой� промышленности
(Киладзе,�2004,�2005�а,�б).�БытÀющие�се�одня�в��истохимии
вариабельность�обозначения�а³тивности�ферментов�и�разно-
чтения�в�³оличестве��радаций�степени��истоэнзиматичес³ой
а³тивности� с� точ³и� зрения� единства� подходов� ³� пониманию
химичес³их� свойств� ферментов� нельзя� признать� эффе³тив-
ными.� Вот� почемÀ� постанов³а� исследований,� обращенных� ³
Àнифи³ации��истоэнзиматичес³о�о�анализа,�хара³теризÀется
а³тÀальностью�и�имеет�весомое�наÀчное�значение.

Современная�³валиметрия�³а³�отрасль�³валитоло�ии�[лат.
qualis�-�³а³ой�по�³ачествÀ�+��р.�logia�-�Àчение],�то�есть�наÀ³и�о
³ачестве,� распола�ает� методоло�ичес³ими� возможностями
³оличественно�о�анализа�³ачественных�состояний�биосистем,
что,�по�сÀти,�можно�рассматривать�³а³�биоло�ичес³Àю�тра³-
тов³À�³валиметричес³их�методов�(Аз�альдов�и�др.,�1968;�Гис-
син,�2000).�При³ладная�³валиметрия�помо�ла�биоло�ам�нащÀ-
пать� определенные� пÀти� решения� проблемы� аде³ватно�о
представления� резÀльтатов� �истоэнзиматичес³о�о� анализа,
сводящиеся�³�переходÀ�от�³лассичес³о�о�зна³ово�о�³�цифро-
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вомÀ�выражению�а³тивности,�обладающемÀ�рядом�известных
�носеоло�ичес³их�преимÀществ,�формирÀющихся�за�счет�пол-
ноценно�о� использования� статистичес³о�о� инстрÀментария,
позволяюще�о�выявить�множество�с³рытых�на�первый�вз�ляд
за³ономерностей,�имеющих�важное�биоло�ичес³ое�значение.

Квалиметрия�дает�возможность�перейти�на�цифровое�пред-
ставление�резÀльтатов,�имея�толь³о�³ачественнÀю�составляю-
щÀю��истоэнзиматичес³ой�а³тивности,�³оторÀю�исследователь
ре�истрирÀет�визÀально�под�ми³рос³опом.�Это�свое�о�рода�э³-
спертная�оцен³а��истоэнзиматичес³ой�а³тивности.�Если�рань-
ше�э³спертные�оцен³и�в�области��истохимии�ферментов�ре�и-
стрировали� с� помощью� традиционных� зна³ов� "+"� или� "–",� то
сейчас�сделана�попыт³а�отойти�от�это�о,�пос³оль³À�поис³�средств
подтверждения��ипотезы�о�систематичес³ой�роли��истоэнзи-
матичес³их�хара³теристи³�³ожных�желез�ставит�задачÀ�ре³он-
стрÀ³ции�фенетичес³о�о�древа,�позволяюще�о�в�³а³ой-то�мере
интерпретировать�фило�енетичес³ое�родство.�Очевидно,�что�с
помощью�зна³ов�"+"�или�"–"�это�сделать�проблематично,�ибо
ре³онстрÀ³ция�предпола�ает�применение�³ластерно�о�анализа,
базирÀюще�ося�на�статистичес³ой�информации.�Именно�в�свя-
зи�с�этими�посылами�и�возни³ла�идея�³валиметричес³о�о�пред-
ставления��истохимичес³их�резÀльтатов.

СÀть�работы,�о�³оторой�расс³азывается�в�данном�разделе,
сводится�³�переводÀ�стандартных��истохимичес³их�обозначе-
ний�а³тивности�ферментов�в�цифровые�анало�и,�³оторые�по-
зволяют�более� точно�оценивать� степень�ферментной�а³тив-
ности.� ПолÀченные� на� примере� ³валиметричес³о�о� анализа
�истоэнзиматичес³их�по³азателей�³ожных�желез�мле³опита-
ющих� резÀльтаты� до³азывают� наличие�широ³их� возможнос-
тей� использования� ³валиметричес³о�о� подхода� ³� решению
цело�о�ряда�биоло�ичес³их�задач.

Определение��радации�(степени)��истоэнзиматичес³ой�а³-
тивности�ре�истрирÀется�ор�анолептичес³им�методом�под�ми³-
рос³опом,�что�придает� �истохимичес³омÀ�исследованию�э³с-
пертный�хара³тер�и��оворит�о�³ачественном�Àровне�полÀчен-
но�о�резÀльтата.�В�³ачестве�основопола�ающей�номен³латÀры
�истоэнзиматичес³их�по³азателей�³ожных�желез�можно�пред-
ложить� на� рассмотрение�ферментнÀю� а³тивность� КФ,�ЩФ�и
АТФазы.�Физиоло�ичес³ое�значение�этих�фосфатаз�известно
и�подробно�изложено�в�фÀндаментальных�свод³ах,�посвящен-
ных� �истохимии�ферментов� (Берстон,�1965).�Необходимо�от-
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метить,�что�названные�ферменты�хара³теризÀются�неразрыв-
ной�взаимной�сопряженностью�фÀн³циональной�на�рÀз³и�в�рам-
³ах�одной�³лет³и,�обеспечивая�ее�жизнедеятельность.

Финальным�этапом�любо�о� �истохимичес³о�о�исследова-
ния�является�ре�истрация�реа³ции,�при�этом�следÀет�придер-
живаться�той�пра³ти³и�ре�истрации�интенсивности�реа³ции,
³оторая�сложилась�для�данной�отрасли��истохимии�(световая
энзимоло�ия,� эле³тронная� �истохимия,� иммÀно�истохимия� и
т.д.).�Подчер³ивая�а³тÀальность�это�о�методичес³о�о�подхода,
приведем�выс³азывание�одно�о�из�известнейших��истохими-
³ов�Ханса�ЛÀппы�(Hans�Luppa),�³оторый�писал:�"Выражаемая�в
относительных�единицах�интенсивность��истохимичес±ой�реа±ции
представляет�собой�более�объе±тивн¾ю�оцен±¾�рез¾льтатов�опы-
та,�чем�простое�наблюдение"�(ЛÀппа,�1980).

В� настоящее� время� �истохимия,� преодолев� чисто� описа-
тельный� ал�оритм� исследований,� вошла� полноправным� чле-
ном� в� фÀндаментальные� дисциплины,� способные� объяснять
физиоло�о-биохимичес³ие�процессы,�происходящие�на�³ле-
точно-т³аневом� Àровне,� а� та³же� внедряет� �истохимичес³ие
данные�в�зооло�ию,�э³оло�ию,�системати³À�и�этоло�ию.�Вот
почемÀ�проблема�способа�выражения�³ачественной��истохи-
мичес³ой�реа³ции,�ре�истрирÀемой�на�Àровне�светооптичес-
³ой�ми³рос³опии,�выходит�на�первый�план.

Пола�аем,� что� необходимо� провести� не� толь³о� Àнифи³а-
цию�и�систематизацию�для�разработ³и�единообразия�выраже-
ния��истохимичес³ой�реа³ции,�но�и�Àстановления�оптималь-
но�о�числа� �радаций.�Применяемый�способ�выражения�дол-
жен�быть�понятен�заинтересованным�специалистам�в�разных
областях�биоло�ии,�то�есть�необходимо�обеспечить�"совмес-
тимость"��истохимии�с�дрÀ�ими�биоло�ичес³ими�наÀ³ами.

Проблема�Àнифи³ации�является�первоочередной�для��ис-
тохими³ов,� ³оторые� в� силÀ� специфи³и� решаемых� наÀчных
задач�(в�он³оло�ии,�зооло�ии,�техноло�ии�и�др.),�базирÀясь�во
мно�ом�на�эвристичес³ом�подходе,�создали�множество�ори-
�инальных�способов�выражения��истохимичес³их�реа³ций.

Например,�оцен³À�а³тивности�ЩФ�лей³оцитов�проводят�для
серии�нейтрофилов�из�³аждо�о�маз³а�периферичес³ой�³рови,
³оторым� на� основе� интенсивности� визÀально� наблюдаемо�о
цитоплазматичес³о�о�продÀ³та�реа³ции�(табл.�2)�присваивают
соответствÀющие�баллы,�варьирÀющие�в�пределах�0–4+�(0,�1+,
2+,�3+,�4+)�(рис.�2).
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При�этом�оцен³а�основана�на�том,�что�сÀммарная��истохи-
мичес³ая�а³тивность�отражает�а³тивность�ЩФ�100�нейтрофи-
лов,�³оторая�может�варьировать�в�пределах�0–400�баллов.�Рас-
чет� ведÀт� та³им� образом,� что� сначала� перемножают� ³оличе-
ство�нейтрофилов,�попавших�в�тÀ�или�инÀю��радацию�а³тивно-
сти�фермента,� на� соответствÀющий� балл,� затем� полÀченные
произведения�сÀммирÀют,�полÀчая�обобщеннÀю�а³тивность�ЩФ
для�100�нейтрофилов.�На�следÀющем�этапе�проводят�сÀмми-
рование�повторений,�после�че�о�для�нахождения�средней�а³-
тивности� полÀченнÀю� сÀммÀ� баллов� делят� на� ³оличество� по-
вторений� (Kaplow,�1955;�Tamburlin,�Glomski,� 1988),� то�есть

m n

i i
j 1 i 1

A K
LAP

m
 


,

�де�LAP –�средняя�сÀммарная�а³тивность�ЩФ,�хара³терная

для�100�нейтрофилов�для�m-повторений�(m��1,�j�=�1,…,�m);�K
i

–� ³оличество� нейтрофилов,� имеющих� определеннÀю� �рада-
цию�а³тивности�ЩФ�(n�� 0,� i� =�1,…,�n�=�100);�A

i
� –� �радация

а³тивности�ЩФ�(n��0,�i�=�1,…,�n�=�4).

Т�а�б�л�и�ц�а��2
Степень� осаждения� азо³расителя� в� цитоплазме

нейтрофила� ³а³� полÀ³оличественная� оцен³а� а³тивности
ЩФ� (Tanaka� et� al.,� 1984;� Alkaline� Phosphatase,� 2003)

Градация 
активности 

Доля объема 
цитоплазмы, 
занимаемая 
осадком 

азокрасителя, 
% 

Размер гранул Интенсивность 
окрашивания 

Цитоплазматический 
фон 

0 Нет - Отсутствует Отсутствует 
1+ < 50 Мелкие Слабая От бесцветного до 

слабо бледно-
розового или бледно-
синего 

2+ 50-80 От мелких до 
средних 

Умеренная От бесцветного до 
бледно-розового или 
бледно-синего 

3+ 80-100 От средних до 
крупных 

Сильная От бесцветного до 
розового или синего 

4+ 100 От средних до 
крупных 

Интенсивная Не отображается 
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