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К методике определения активности щелочной фосфатазы сыворотки 
крови собак

Бокарев А.В., Стекольников А.А.
In  the  given  publication  the  data  of  research  on  influence  levamisole  on activity  of  an  alkaline 
phosphatase of serum of dogs blood are submitted. The distinction of kind in levamisole suppression 
of activity of an alkaline phosphatase in serum of blood obtained from an animal with diseases of 
bone, hepatobiliary and endocrine systems are investigated. The capability of differentiated definition 
of  activity  bone,  liver  and  Corticosteroid-induced isoenzymes  in  non-fractionated  serum of  dogs 
blood  with the help of levamisole test is analysed. The methodical recommendations for application 
of the test with levamisole for diagnostics hyperadrenocorticism at dogs are given.

Введение
Щелочная фосфатаза (ALP - Alkaline phosphatase) - фосфогидролаза моноэфиров орто-

фосфорной кислоты (К.Ф. 3.1.3.1,) фермент относящийся к семейству фосфатаз, класса гидро-
лаз. ALP действует на различные моноэфиры ортофосфорной кислоты, как алифатические, так 
и ароматические, вследствие чего вызывает их расщепление на ортофосфорную кислоту и раз-
личные спирты и фенолы. Фермент выполняет свою физиологическую активность в щелочной 
среде с оптимумом 9.2 – 9.8 рН (1, 10, 17, 22).  Современная клиническая биохимия различает, 
по  крайней  мере,  5  тканеспецифичных  изоферментов  щелочной  фосфатазы:  печеночный 
(LALP-  Liver  Alkaline  phosphatase),  костный (BALP-  Bone Alkaline  phosphatase),  кишечный 
(IALP- Intestinal Alkaline phosphatase), плацентарный (PALP- Placenta Alkaline phosphatase) и 
почечный (RALP- Renal Alkaline phosphatase) (10, 11, 22, 24, 25, 27). У собак встречается ше-
стой  кортикостеройд-индуцированный  изофермент  (CALP-  Corticosteroid-induced  Alkaline 
phosphatase),  который не присутствует  в крови здоровых собак,  но появляется у животных 
больных гиперадренокортицизмом или принимающих глюкокортикостеройды (11, 22, 26, 28). 
Данные лабораторного анализа активности общей сывороточной щелочной фосфатазы (TALP) 
носят неконкретный характер, так как активность фермента может повышаться как при очень 
многих заболеваниях, так и при некоторых физиологических состояниях, а так же при приеме 
некоторых лекарств (1, 3, 11, 13, 19, 21, 22, 23). Напротив, информация о том, какой из изо-
ферментов ALP ответственен за подъем TALP, может давать точное указание на то, какой ор-
ган является источником патологического процесса (4, 11, 16, 18, 20, 22, 24). Определить изо-
ферментный профиль ALP сыворотки крови можно разными методами, в том числе иммуно-
ферментным, или электрофоретически с последующей денситометрией (1, 11, 13, 22). Однако 
в условии небольших клиник и (или) для экспресс диагностики удобнее пользоваться полуко-
личественным методом, основанным на использовании селективных физических, химических 
или фармакологических ингибиторов (10, 11, 13, 17, 22). Принцип метода заключается в том, 
что различные физические, химические или фармакологические факторы не одинаково подав-
ляют активность различных изоферментов ALP. Исходя из этого, вклад конкретного изофер-
мента в общую сывороточную активность ALP можно оценить на основании изменения кине-
тических характеристик ферментативной реакции до, и после применения селективного инги-
битора.

Однако следует заметить, что прикладное использование данных по биологии ALP, не-
посредственно, в клинической биохимии  обусловлено объективным различием  методических 
подходов, которое выражается в том, что, фундаментальная биохимия работает с очищенными 
ферментами и (или) их изоформами (1, 17, 28). В то время как клиническая биохимия чаще ра-
ботает с нативными биологическими материалами (сыворотка, плазма, ликвор, моча, выпоты 
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и т.д.) в которых энзимы соседствуют с огромным количеством балластных веществ, некото-
рые из которых могут оказывать влияние на каталитические свойства фермента (19, 20, 21). 
Кроме того, ферменты в данных биологических жидкостях, присутствуют в виде суммы изо-
ферментов, суммарная каталитическая активность которых может затруднять визуализацию 
специфических каталитических свойств конкретного изозима (3, 4, 11, 16, 19, 24). С клиниче-
ской точки зрения крайне важно, что некоторые изоферменты ALP, имеют не количественное, 
а качественное диагностическое значение, т.е.,  появляются только при наличии конкретной 
патологии (4, 11, 22, 25, 28). Но их активность не обязательно должна быть столь велика, что 
бы  доминировать  над  суммарной  активностью имманентно  присутствующих  физиологиче-
ских изоформ ALP.

Исходя из этого, следует предположить, что степень и вид ингибирования активности 
ALP цельной сыворотки крови, будет зависеть не только от доминирующего изофермента, но 
и от присутствия и соотношения сопутствующих физиологических и патологических изоформ 
энзима, от их индивидуальной чувствительности к ингибитору, а так же от эндогенных акти-
ваторов и ингибиторов.

Поэтому механический перенос условий и результатов эксперимента фундаментальной 
биохимии в клиническую, не совсем корректен и требует перепроверки. И именно этим, види-
мо, можно объяснить, то что, во первых,  результаты исследований в области ALP- изофер-
ментной диагностики болезней собак, проведенной с помощью селективных ингибиторов но-
сят скорее научный нежели чем клинический характер. Во вторых, такие данные значительно 
варьируют, а иногда и противоречат друг другу (19, 21). И, в третьих, методика определения 
изоферментного статуса сывороточной ALP, основанная на применении селективных ингиби-
торов не находит широкого применения в лабораториях и отсутствует в методических пособи-
ях по клинической биохимии. Негативным следствием выше описанной ситуации является то, 
что достаточно часто, авторы клинических и научных исследований, вопреки реальной воз-
можности, использовать для постановки объективного диагноза, метод изоферментного тести-
рования ALP, тем не менее, в основу диагностического заключения ставят  столь косвенные 
биохимические показатели, которые при желании могут быть истолкованы совершенно иначе 
(6, 7).

Одним из селективных ингибиторов ALP является препарат левамизол (L-2,3,5,6-тетра-
гидро-6-фенилимидазо-{2,1-b}-тиазол).  Считается  что  левамизол  в  дозе  10-5 М ингибирует 
ферментативную активность костного (BALP), печеночного (LALP) и почечного изофермен-
тов (причем  LALP более чувствителен, чем BALP и RALP) и не ингибирует активность ки-
шечного (IALP) и кортикостеройд-индуцированного (CALP) (2, 5, 9, 11, 12, 14, 17, 26, 27, 28). 
Теоретически подобная избирательная ингибирующая активность левамизола должна, напри-
мер,  позволить легко дифференцировать алиментарный рахит от стеройдной остеодистрофии 
или гепатит от энтерита, так как в одном случае высокая активность ТALP обусловлена подъ-
емом активностей  BALP или LALP, которая подавляется левамизолом. А в другом случае за 
счет активности CALP или IALP которые к левамизолу нечувствительны. Однако, как уже 
было сказано выше, данные, полученные на препаратах очищенных ферментов невозможно 
механически перенести в клиническую биохимию. А результаты исследований по клиниче-
ской биохимии животных либо часто не совпадают с ожидаемыми, либо их невозможно срав-
нивать из за методических различий в проведении анализов.

Таким образом, очевидно, что для  получения клинически достоверной информации по 
активности доминирующего или вновь появившегося изофермента, и последующей интерпре-
тации и трансформации полученных данных в конкретный клинический диагноз,  методику 
определения изоферментной активности ALP в сыворотке крови собак с помощью селектив-
ного  ингибиторования  левамизолом  необходимо  унифицировать.  Кроме  того,  необходимо 
определить границы её диагностической возможности и точности. 
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Цель исследования
1. Изучить  условия,  механизм  и кинетику  ингибирования  левамизолом общей активности 

ALP различных сывороток крови,  взятых от собак имеющих в анамнезе точно установле-
ные заболевания, при которых сывороточная активность ALP превышает физиологический 
референт за счет активности BALP, LALP или CALP изофермента.

2. Сопоставить полученные данные по влиянию исследуемого ингибитора (левамизола) на 
ферментативную активность ALP нефракционированной сыворотки крови с конкретными 
заболеваниями. 

3. Соотнести полученные данные с уже известными данными по изоферментной активности 
ALP в образцах  сыворотки крови аналогичных исследуемым.

4. Определить, может ли тип ингибирования ALP левамизолом служить объективным диа-
гностическим маркером доминирования в крови животного определенного изофермента 
ALP при конкретном заболевании.

5. Изучить биохимические и методические особенности ингибирования активности ALP ле-
вамизолом.

6. Определить оптимальные дозы ингибитора для использования с целью экспресс диагно-
стики доминирующего изофермента ALP в сыворотке крови собак.

7. Дать методические рекомендации по использованию левамизола в биохимическом опреде-
лении активности изоферментов ALP у собак.

Материалы и методы исследования
1. Объект исследования - сыворотки или плазмы крови взятые от собак имеющих в анамнезе 

костную патологию (рахит), патологию печени (гепатит), нарушение обмена глюкокорти-
костеройдов (спонтанный или ятрогенный гиперадренокортицизм).

2. Активности щелочной фосфатазы в биологических жидкостях определяли «по конечной 
точке» методом Бессея-Лоури-Брока. Оптическую плотность растворов измеряли на ми-
крофотоколориметре МКМФ-02 при светофильтре 420 nm., и на микрофотоколориметре 
МКМФ-02М при светофильтре 405 nm.

3. В качестве селективного ингибитора активности щелочной фосфатазы использовали лева-
мизол фирмы «SIGMA». Сухой препарат разводили стерильным физиологическим раство-
ром и доводили до необходимой концентраций рабочим буфером. Ингибитор вносили в 
инкубационную смесь в обьеме 0,005 мл., что составляло всего 0,4% от общего объема 
(1,25 мл.) инкубационной смеси.

4. Полученную величину оптической плотности “Е” , для удобства, не переводили в единицы 
активности  мкмоль/мл/час или Ед/л, а выражали через Е х 103.

5. Статистическую  обработку  результатов  проводили  при  помощи  программы  «Hrimer 
Biostatistics» версия 4,03.

6. Построение  графиков проводили с использованием программы «Microsoft  Graph» (1997 
год).

Результаты исследования
Исследовали влияние дозы левамизола и на степень подавления каталитического дей-

ствия ALP, в зависимости от исходной активности фермента. Результаты экспериментов, про-
веденных отдельно на сыворотках собак с доминирующей активностью BALP, LALP и CALP 
изоферментов ALP представлены на рисунках  № 1,  № 2 и  № 3, соответственно. Материал 
представленный на рисунках  № 1 и № 2 наглядно демонстрирует, что в сыворотках крови 
имеющих доминантную активность BALP и LALP изоферментов,  конечная активность фер-
мента зависит как от его исходной активности так и от концентрации ингибитора. Подобная 
зависимость наблюдается, практически во всех исследованных источниках (сыворотках) фер-
мента.  Сыворотки,  демонстрирующие высокую  активность  CALP изофермента  (Рис.  № 3), 
напротив, показывает полное отсутствие или крайне низкую 

Ветеринарная патология..№ 1 (20) 2007 Стр. 65 – 74 3



Ветеринарная патология..№ 1 (20) 2007 Стр. 65 – 74 4

0
50

100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700

0,00 0,50 1,00 2,00 4,00 8,00 16,00 32,00
концентрация левамизола в инкубационной культуре

 (моль х 10-5/л)

ак
ти

вн
ос

ть
 A

LP
 (Е

 х
 1

0 
3 )

1
2
3
4
5
6

  Рис. 1. Динамика подавления активности сывороточной ALP левамизолом  в  зависимости 
от исходной активности фермента. Представлены сыворотки шести (1 – 6) щенков больных 
рахитом.                                                                                                        
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Рис. 2.  Динамика подавления активности сывороточной ALP левамизолом  в  
зависимости от исходной активности фермента. Представлены сыворотки шести (1 – 6) 
взрослых собак больных острым гепатитом.                                                                             
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Рис. 3.  Динамика подавления активности сывороточной ALP левамизолом  в  зависимости 
от исходной активности фермента. Представлены сыворотки пяти  взрослых собак с 
гиперадренокортицизмом. № 1, № 2 и № 5  сыворотки от собак со спонтанным 
гиперадренокортицизмом.  № 3 и № 4 сыворотки от собак с ятрогенным 
гиперадренокортицизмом индуцированным приемом глюкокортикойдов. Сыворотка № 2 
разбавлена в 5 раз.
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Рис.4. Динамика подавления активности сывороточной ALP левамизолом  в  зависимости 
от соотношения BALP и CALP активностей. Активность сывороток с доминирующими 
BALP и CALP изоферментами, методом разведения, доведены до Е х 103  = 280. Исходные 
BALP и CALP активности смешаны в соотношении № 1 – 2/1, № 2 – 1/1, № 3 – 1/2.
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Рис. 5. Влияние концентрации субстрата ALP на ингибирующие свойства левамизола. А, В 
и С - сыворотки с доминирующими BALP, LALP и BALP + LALP в соотношении 1/1 
активностями, соответственно. 1 – исходная ALP активность сыворотки без ингибитора с 
обычной концентрацией субстрата. 2 - активность  ALP сыворотки в присутствии 
ингибитора (концентрация 4 х 10-5  моль/л.) с обычной концентрацией субстрата. 3 - 
активность  ALP сыворотки в присутствии ингибитора (концентрация 4 х 10-5  моль/л.) с 
двойной концентрацией субстрата.
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Рис. 6. Влияние очередности внесения ингибитора на последующую активность 
сывороточной ALP.  Диаграмма № 1отражает активность ALP при добавлении плазмы 
крови к смеси ингибитора с субстратом. Диаграмма № 2 отражает активность  ALP при 
добавлении раствора субстрата к предварительно смешанным плазме крови с 
ингибитором.



чувствительность  к   ингибирующему влиянию левамизола.  Может  ли на  остаточную 
чувствительность к левамизолу, у ALP сывороток собак со спонтанным или индуцированным 
гиперадренокортицизмом,  влиять  присутствие   изофермента  отличного  от  CALP  проде-
монстрировано в эксперименте со смешанными сыворотками (Рис. 4).

Результаты этого эксперимента наглядно демонстрируют, что количественное соотноше-
ния левамизолчувствительного (BALP) и левамизолнечувствительного (CALP) изоферментов 
в сыворотке крови влияет на величину дозозависимого ингибирования общей сывороточной 
активности ALP.

Как показывают следующие эксперименты, на величину дозозависимого ингибирования 
общей сывороточной активности ALP не влияет концентрация субстрата (n-нитрофенилфос-
фата) (Рис. 5). Это правило распространяется как на BALP так и на LALP изоферменты сыво-
роточной ALP.  Однако очередность смешивания таких компонентов биохимической реакции 
как сыворотка, ингибитор и раствор субстрата в рабочем буфере, отражается на степени по-
давления активности фермента ингибитором, не зависимо оттого, что конечная концентрация 
всех компонентов реакции остается прежней. Внесение  сыворотки  крови  в смесь субстрата с 
 ингибитором дает более высокую активность ALP, чем добавление субстрата к смеси сыво-
ротки с ингибитором (Рис. 6). 

Обсуждение результатов
Из материалов исследования видно,  что способность левамизола ингибировать  актив-

ность сывороточной ALP при костной и печеночной патологии зависит от концентрации инги-
битора в инкубационной среде, с одной стороны, и от исходной активности фермента, с дру-
гой (Рис. 1, Рис. 2). А учитывая, что, исходная активность ALP у разных собак может значи-
тельно варьировать, не смотря на сходный диагноз и  одинаковую степень развития патологи-
ческого процесса, очевидно, что абсолютная величина активности сывороточной ALP изме-
ренная в присутствии ингибитора  не может являться диагностически значимой. 

Однако математическая обработка материалов исследования выявляет и другую законо-
мерность. Т.е. процент остаточной активности сывороточной ALP, так же как и абсолютная 
величина, линейно зависим от концентрации левамизола в инкубационной культуре, но отно-
сительно независим от исходной активности фермента (Рис. 7., Табл. 1). 

Подобная закономерность четко выражена в отношении сывороток собак с костной и пе-
ченочной патологией, т.е. с доминирующей активностью BALP и LALP изоферментов ALP, 
соответственно. Однако, она отсутствует в отношении сывороток взятых от собак со спонтан-
ным или индуцированным гиперадренокортицизмом, так как доминирующий в них CALP изо-
фермент нечувствителен, или слабо чувствителен,  к ингибирующему действию левамизола. 
Различие в графичиской зависимости процента остаточной активности, от концентрации инги-
битора, BALP и LALP  изоферментов с одной стороны и CALP изофермента, с другой,  столь 
существенно (при концентрации левамизола 4 х 10–5 моль/л.  Р=0,001 и далее стремиться к 
нулю), что данный способ анализа данных может быть использован для определения наличия 
(или отсутствия) CALP изофермента в нефракционированных сыворотках собак. Однако сле-
дует обратить внимание на то, что дозозависимая динамика подавления ALP активности в ин-
дивидуальных сыворотках взятых от собак со спонтанным или индуцированным гиперадрено-
кортицизмом может отличаться. Графики, представленные на рисунке № 3, демонстрируют, 
по крайней мере три варианта чувствительности ALP к левамизолу в сыворотках полученных 
от собак с гиперадренокортицизмом. Один вариант (сыворотки № 3 и № 4), это, хоть и слабое, 
но линейное уменьшение активности фермента при повышении дозы ингибитора. Второй ва-
риант (сыворотки № 1 и № 5), расщепление активностей фермента на ингибируемую левами-
золом и нечувствительную к левамизолу, чья активность, после элиминации первой остается 
неизменной вне зависимости от дозы ингибитора. И третий вариант (сыворотка  № 2), полное 
отсутствие чувствительности ALP к ингибирующему действию как малых, так и больших доз 
левамизола.  Гипотетически, отличие первых двух вариантов чувствительности от третьего, 
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можно объяснить  с позиции того,  что в некоторых сыворотках крови могут  одновременно 
присутствовать как левамизолчувствительные - BALP или LALP изоферменты так и левамизо-
лустойчивый – CALP изофермент, количественное соотношение которых и определяет графи-
ческий вариант дозозависимого ингибирования. Что подтверждается экспериментально в опы-
тах со смешанными сыворотками Рис. 4. Однако, может быть и другое объяснение, которое 
сводиться к тому, что CALP изофермент не является продуктом особого гена, а является след-
ствием посттрансляционной биохимической модификации предсуществующих левамизолчув-
ствительных  изоформ ALP,  вследствие  которой  устойчивость  фермента  к  ингибирующему 
действию левамизола повышается постепенно в конечном итоге переходя в полную нечув-
ствительность. Практическая сторона этой проблемы состоит в том, что в конкретной исследу-
емой сыворотке крови доля активности левамизолустойчивого CALP изофермента может ока-
заться столь низкой, что чувствительность метода при использовании только одной дозы ин-
гибитора может оказаться  недостаточной.   Поэтому методику следует  повторять в  присут-
ствии такой дозы ингибитора,  при которой активность BALP и LALP изоферментов стано-
виться почти не определяемой. К примеру, искусственная сыворотка, в которой только одна 
третья часть активности  ALP приходиться на CALP изофермент (Рис. 4. Сыворотка № 1) де-
монстрирует  58 % остаточной активности при дозе левамизола 4 х 10-5 моль/л., что мало от-
личается от того, что демонстрируют усредненные данные по сывороткам с BALP и LALP ак-
тивностями, 46.41±3.38 % и 41,95±3,71% соответственно (Таблица 1). Однако при дозе инги-
битора 33 х 10-5 моль/л., это отличие становиться существенным 38 % в случае исследуемой 
сыворотки по сравнению с 11.05±3.80 % и 9,50±1,67 % контрольных измерений.

Положительным методическим моментом следует считать, то, что левамизол не является 
конкурентным ингибитором ALP,  и увеличение концентрации субстрата  в инкубационной 
среде не увеличивает остаточную активность фермента (Рис. 5). Это дает основание предпола-
гать, что основные диагностическизначимые закономерности описанные в данной работе, бу-
дут соблюдаться вне зависимости от избранной исследователями методики определения ак-
тивности сывороточной ALP. С другой стороны, из материалов исследования  следует,  что 
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Рис. 7. Процент остаточной активности ALP сывороток крови  собак, с доминирующей 
активностью BALP, LALP или CALP изофермента,  в зависимости от концентрации 
ингибитора. Диаграмма построена на основании средних величин нескольких измерений. 
BALP n=6, LALP n=6, CALP n=8. (Смотреть таблицу № 1.)



если при постановке эксперимента сыворотка, исследуемая на активность ALP, в начале, сме-
шивается с ингибитором, и уже затем добавляется субстратная смесь, то остаточная актив-
ность фермента оказывается на 14 – 30 процентов ниже, чем в случае добавления сыворотки в 
готовую смесь субстрата с ингибитором.  (Рис. 6).  Такое уменьшение активности фермента 
связанное с изменением порядка смешивания ингредиентов инкубационной смеси обусловле-
но тем, что в случае первоначального смешивания сыворотки крови с ингибитором, молекулы 
ALP контактируют с концентрацией левамизола более чем в 9 раз более высокой, чем в случае 
добавления сыворотки в уже готовую смесь субстрата с ингибитором. Вероятно, высокие кон-
центрации левамизола способны вызвать незначительные, но необратимые структурные изме-
нения в молекуле ALP понижающие её каталитическую активность, либо эти конформацион-
ные изменения обусловлены стойким взаимодействием некоторых молекул ингибитора с мо-
лекулой фермента, которые не разрушаются даже после уменьшения концентрации левамизо-
ла путем добавления субстратной смеси. В любом случае, описанные выше методические осо-
бенности следует обязательно учитывать при проведении клинических и научных исследова-
ний. В противном случае, имеет место реальная опасность получения таких результататов экс-
перимента, которые обусловлены не объективными свойствами изучаемого объекта, а являют-
ся следствием особенностей исполнения применяемой методики.

Выводы
1. Левамизол не конкурирует с субстратом ALP за ее активный центр и не вызывает необра-

тимого подавления активности фермента. Однако в случае первичного  контакта молекул 
ALP c очень высокими дозами левамизола,  и последующим уменьшением концентрации 
ингибитора путем разбавления, незначительная часть активности фермента оказывается 
утеряной.

2. ALP сыворотки крови собак с костной и печеночной патологией проявляют высокую чув-
ствительность к ингибированию левамизолом. Абсолютная величина остаточной активно-
сти сывороточной ALP после ингибирования зависит как от концентрации левамизола так 
и от исходной активности фермента. Процент остаточной  активность сывороточной ALP 
после ингибирования зависит только от концентрации левамизола. 

3. ALP активность сывороток собак с патологией печени более чувствительна к ингибирова-
нию левамизолом, чем ALP активность сывороток крови собак с нарушением метаболизма 
костной ткани. Однако это различие проявляется только при статистической обработке 
данных по большой выборке и не может быть использовано для дифференциации BALP и 
LALP активностей в отдельно взятом биологическом материале.

4. ALP активность сывороток собак со спонтанным или индуцированным гиперадренокорти-
цизмом либо полностью не чувствительна к ингибированию левамизолом, либо данная 
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Таблица 1.  Процент ( % ) остаточной активности АLP нефракционированной плазмы 
крови собак в зависимости от концентрации левамизола и доминирующего изофермента. 
 

Концнетрация левамизола в инкубационной культуре (моль/литр) Доминир
ующий 
изофер-
мент ALP 

0 0.5 х 10-5 1 х 10-5 2 х 10-5 4 х 10-5 8 х 10-5 16 х 10-5 33 х 10-5 

BALP 
(M±m) 

100 89.4± 
2.40 

77.60± 
6.36 

60.34± 
4.58 

46.41± 
3.38 

27.99± 
3.24 

19.56± 
2.77 

11.05± 
3.80 

LALP 
(M±m) 

100 85,47± 
4,80 

76,97± 
2,76 

65,88± 
3,2 

41,95± 
3,71 

26,95± 
4,20 

12,20± 
3,21 

9,50± 
1,67 

CALP 
(M±m) 

100 93,83± 
6,17 

86,97± 
5,47 

85,32± 
5,60 

86,45± 
7,54 

84,70± 
6,58 

83,72± 
7,03 

84,30± 
7,86 

 



чувствительность очень низкая, что зависит от соотношения активностей CALP и других 
изоферментов.

5. Тест на  устойчивость ALP сыворотки крови к ингибирующему влиянию левамизола дает 
объективную информацию о длительном и перманентном повышении в организме собак 
гормонов коры надпочечников, поэтому может быть использован для диагностики гипе-
радренокортицизма как в экспериментальных, так и в клинических целях.

6. Тест следует проводить путем определения процента остаточной  активность сывороточ-
ной ALP  после ингибирования средними и высокими дозами левамизола.

7. В клинической биохимии, тест на гиперадренокортицизм следует считать положительным, 
если процент остаточной  активность сывороточной ALP остается близким к 100%  после 
ингибирования средними дозами левамизола (4 х 10-5 моль/литр) или если остается более 
20%  активность сывороточной ALP при использовании высоких доз ингибитора (33 х 10-5 

моль/литр) при определении активности сывороточной ALP по методу Бессея-Лоури-Бро-
ка. Аналогичные дозы ингибитора могут быть использованы при определении активность 
сывороточной ALP кинетическим методом.

8. При использовании теста с научной целью, для более точного определения количества 
CALP активности по отношению к общей активности сывороточной ALP следует исполь-
зовать не менее 7 – 8 различных концентраций левамизола для построения графика зависи-
мости активности фермента от дозы ингибитора и определения выхода графика на плато.

9. Клиническим и научным лабораториям следует адоптировать вышеописанную методику с 
учетом используемой аппаратуры и реактивов и отработать ее на контрольных биологиче-
ских материалах.

Заключение
Как следует из материалов исследования, с помощью теста на  устойчивость ALP сыворотки 
крови к ингибирующему влиянию левамизола можно  легко и быстро (в отличии от таких ме-
тодов как иммуноферментный или радиоизотопный анализ гормонов коры надпочечников) 
диагностировать гиперадренокортицизм у собак.  При использовании кинетического метода 
определения активности сывороточной ALP, предварительные данные можно получить уже 
через 15 – 20 минут после взятия крови, что позволяет, к примеру, уже в процессе первичного 
приема выяснить является ли синдром полиурии-полидепсии следствием гиперадренокорти-
цизма или нет. Однако данный метод в представленном выше исполнении не в состоянии ука-
зать на причину (которых может быть несколько) перманентного повышения в организме жи-
вотного гормонов коры надпочечников.
Классическая диагностика причин гиперадренокортицизма (болезнь Иценко – Кушинга, син-
дром Иценко – Кушинга, функциональный или лекарственный гиперадренокортицизм)  и его 
следствий (синдром полиурии-полидепсии, ожирение, гепатомегалия, диабет, остеопороз) 
складывается из таких сложных и рутинных методов диагностики, как биохимический анализ 
крови, иммуноферментный или радиоизотопный анализ гормонов коры надпочечников и ги-
пофиза, УЗИ надпочечников, рентгеновская или ЯМР томограмма головного мозга и т.д. Со-
вершенно очевидно, что современна отечественная ветеринарная медицина не в состоянии 
предложить клиентам весь этот перечень необходимых диагностических услуг. 
Однако, на сегодняшний день, есть основание предполагать, что CALP изофермент ALP пред-
ставляет собой не один, а несколько различных изоферментов, отличающихся по чувствитель-
ности к ингибирующему влиянию левамизола. Соотношение этих субизоферментов, по види-
мому, может быть различным как в зависимости от причины заболевания так и  претерпевать 
изменение в процессе прогрессирования гиперадренокортицизма. Поэтому,  дальнейшие ис-
следования в этой области следует считать перспективными. Результатом работы может стать 
разработка простых и доступных для широкого применения методов диагностики этиологии 
заболевания и мониторинга за вовлечением в патологический процесс других органов и си-
стем организма. 
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	Поэтому механический перенос условий и результатов эксперимента фундаментальной биохимии в клиническую, не совсем корректен и требует перепроверки. И именно этим, видимо, можно объяснить, то что, во первых,  результаты исследований в области ALP- изоферментной диагностики болезней собак, проведенной с помощью селективных ингибиторов носят скорее научный нежели чем клинический характер. Во вторых, такие данные значительно варьируют, а иногда и противоречат друг другу (19, 21). И, в третьих, методика определения изоферментного статуса сывороточной ALP, основанная на применении селективных ингибиторов не находит широкого применения в лабораториях и отсутствует в методических пособиях по клинической биохимии. Негативным следствием выше описанной ситуации является то, что достаточно часто, авторы клинических и научных исследований, вопреки реальной возможности, использовать для постановки объективного диагноза, метод изоферментного тестирования ALP, тем не менее, в основу диагностического заключения ставят  столь косвенные биохимические показатели, которые при желании могут быть истолкованы совершенно иначе (6, 7).
	Одним из селективных ингибиторов ALP является препарат левамизол (L-2,3,5,6-тетрагидро-6-фенилимидазо-{2,1-b}-тиазол). Считается что левамизол в дозе 10-5 М ингибирует ферментативную активность костного (BALP), печеночного (LALP) и почечного изоферментов (причем  LALP более чувствителен, чем BALP и RALP) и не ингибирует активность кишечного (IALP) и кортикостеройд-индуцированного (CALP) (2, 5, 9, 11, 12, 14, 17, 26, 27, 28). Теоретически подобная избирательная ингибирующая активность левамизола должна, например,  позволить легко дифференцировать алиментарный рахит от стеройдной остеодистрофии или гепатит от энтерита, так как в одном случае высокая активность ТALP обусловлена подъемом активностей  BALP или LALP, которая подавляется левамизолом. А в другом случае за счет активности CALP или IALP которые к левамизолу нечувствительны. Однако, как уже было сказано выше, данные, полученные на препаратах очищенных ферментов невозможно механически перенести в клиническую биохимию. А результаты исследований по клинической биохимии животных либо часто не совпадают с ожидаемыми, либо их невозможно сравнивать из за методических различий в проведении анализов.
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	Как показывают следующие эксперименты, на величину дозозависимого ингибирования общей сывороточной активности ALP не влияет концентрация субстрата (n-нитрофенил­фос­фата) (Рис. 5). Это правило распространяется как на BALP так и на LALP изоферменты сыво­роточной ALP.  Однако очередность смешивания таких компонентов биохимической реакции как сыворотка, ингибитор и раствор субстрата в рабочем буфере, отражается на степени по­давления активности фермента ингибитором, не зависимо оттого, что конечная концентрация всех компонентов реакции остается прежней. Внесение  сыворотки  крови  в смесь субстрата с 
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