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ЭНЗИМОДИАГНОСТИКА ПАТОХИМИЧЕСКИХ СДВИГОВ
В БИОСРЕДАХ ДЕТЕЙ, ПРОЖИВАЮЩИХ

В ПРОМЫШЛЕННОМ РЕГИОНЕ

Аннотация. Обследовано 110 детей 7–11-летнего возраста 1-й и 2-й групп здоровья, прожи-
вающих в двух районах с разной техногенной нагрузкой. Исследовалась свободная актив-
ность ферментов плазмы крови и мочи, ассоциированных с микросомами и лизосомами. В 
плазме крови у детей происходит повышение активности малатдегидрогеназы (маркерный 
фермент митохондрий) и щелочной фосфатазы (индикаторный энзим микросом и пока-
затель экскреторной функции гепатоцитов) при одновременном увеличении активности в 
моче ацетилэстеразы и β–галактозидазы, что свидетельствует о лабилизации мембран со-
ответствующих субклеточных структур, приводящей к развитию цитопатогенного эффекта. 
Установлено, что под действием промышленных выбросов у детей младшего школьного 
возраста создаются условия для повреждения биологических мембран.
Ключевые слова: донозологическая диагностика, малатдегидрогеназа, щелочная фосфа-
таза, ацетилэстераза и β–галактозидаза.
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ENZYMODIAGNOSTICS OF PATHOCHEMICAL SHIFTS IN BIOMEDIUMS
OF CHILDREN LIVING IN THE INDUSTRIAL REGION

Abstract. We have examined 110 children at the age from 7 to 11 of the 1st and 2nd health 
groups who live permanently in two districts with different technogenic stress levels. The free 
activity of enzymes of blood plasma and urine localized in microsomes and lisosomes is inves-
tigated. The activity of malate dehydrogenase (mitochondrial enzyme) and alkaline phosphatase 
(microsomal enzyme and an indicator excretory functions of hepatocytes) in blood plasma of 
children is found to increase with increasing the activity of urine acetylesterase and β–galac-
tosidase, which indicates labilization of membranes of corresponding subcellular structures 
leading to development of a cytopathic effect. It is established that industrial plant emissions 
contribute to biological membrane damaging among the children of the lower school age.
Key words: donosological status, malate dehydrogenase, alkaline phosphatase, acetylesterase, 
β–galactosidase.1
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Экологическая ситуация во многих 

промышленных городах Российской 

Федерации обусловливает повышен-

ный риск развития патологических 

процессов прежде всего в детских 

контингентах. Известно, что детский 

организм обладает несовершенными 

адаптационными возможностями на 

фоне снижения сопротивляемости и 

резистентности [2, с.6; 4, с. 106; 14, p. 

248]. Важная роль при оценке воздей-

ствия негативных экологических фак-

торов отводится изучению предболез-

ненных (донозологических) состояний 

в организме и установлению ранних 

индикаторов экопатогенного воздей-

ствия на субклеточном, клеточном и 

органном уровнях, с учетом влияния 

на мембранные комплексы клеток. 

При этом необходимо рассматривать 

возможность цитопатогенного дей-

ствия комплекса неблагоприятных 

экологических факторов вследствие 

лабилизации (увеличения проницае-

мости) мембран субклеточных струк-

тур и «выхода» структурированных в 

органеллы и мембраны молекул фер-

ментов во внеклеточное пространство 

[9, с. 20; 10, с. 25].

Методика

Биохимическое исследование было 

проведено среди 110 детей 7-11 лет-

него возраста 1-й и 2-й групп здоро-

вья (57 мальчиков и 53 девочки). Ро-

дители детей дали информированное 

письменное согласие на участие своих 

детей в исследованиях. Дети были раз-

делены на две группы, различающиеся 

по месту проживания. Обследовалось 

80 детей, обучающихся в школе-интер-

нате № 1 г. Стерлитамака, расположен-

ного в селитебной зоне городской за-

стройки вблизи промышленной зоны. 

Контрольную группу составили 30 

детей, обучающиеся в среднеобразо-

вательной школе пос. Шахтау, находя-

щейся в 11 км от города. Данный район 

имеёт благоприятное эколого-геогра-

фическое положение с позиции сред-

негодовой розы ветров и не подвержен 

действию промышленных выбросов г. 

Стерлитамака. Спектрофотометриче-

ским методом в плазме крови прово-

дились исследования активности ма-

латдегидрогеназы (МДГ) (КФ 1.1.1.37) 

[15, p. 64–65], щелочной фосфатазы 

(ЩФ) (КФ 3.1.3.1) с использованием 

наборов ЗАО «Вектор-Бест», в моче – 

ацетилэстеразы (АЭ) (КФ 3.1.1.6) [11, 

с. 1203–1205] и β-галактозидазы (ГАЛ) 

(КФ 3.2.1.23 ) [13, p. 559–572]. 

В основе метода определения МДГ 

лежит измерение интенсивности про-

текания ферментативной реакции 

окисления малата: малат + НАД + ↔ 

оксалоацетат + НАДН + Н+. Энзима-

тическую реакцию проводили в ще-

лочной среде, что способствует сдви-

гу равновесия в сторону окисления 

яблочной кислоты. В лунку специаль-

ного лабораторного планшета вносили 

микропипеткой последовательно: 40 

мкл. плазмы, 40 мкл. 60 мМ раствора 

НАД+, 120 мкл. 0,2 М глицин-NaOH 

буфера (pH 10,0) и 40 мкл. 1 М раство-

ра L-малата натрия. Восстановленный 

НАД, образующийся при данной реак-

ции, определялся количественно спек-

трофотометрическим методом при 

длине волны 340 нм.

Результаты и обсуждение

Состояние митохондриальных мем-

бран оценивали с использованием та-

кого биохимического показателя, как 
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уровень активности свободной МДГ в 

плазме крови. Фермент локализован в 

матриксе митохондрий и участвует в 

качестве необходимого звена в реакци-

ях цикла трикарбоновых кислот. Рост 

активности МДГ в крови, относитель-

но базального уровня, свидетельствует 

о дестабилизации мембран митохон-

дрий и повышении их проницаемости 

с «выходом» во внеклеточное про-

странство данного фермента.

В популяционных исследованиях 

с целью ранней диагностики гепато-

тропного и нефротоксического воз-

действия антропогенных факторов 

окружающей среды рекомендуется 

исследование активности мембрано-

стуктурированных ферментов микро-

сомальной фракции [6, с. 82]. С учетом 

данного обстоятельства, нами прово-

дилось одновременное изучение ак-

тивности свободной АЭ в моче и ЩФ в 

плазме крови. Повышенный уровень в 

биосредах указанных ферментов отра-

жает изменения мембранных комплек-

сов на уровне субклеточных структур 

эндоплазматической сети (микросо-

мальная фракция). Также проводили 

изучение активности в моче фермен-

та матрикса лизосом – ГАЛ. Данный 

энзим целесообразно использовать 

в оценке повреждающего действия 

антропогенных факторов на субкле-

точные структуры – лизосомы, и, со-

ответственно, оценивать органоспе-

цифический цитопатогенный эффект 

этих воздействий [8, с.61].

Установлено (табл. 1), что актив-

ность свободной МДГ у детей, про-

живающих в городе, превышала кон-

трольные значения болеё чем в 1,5 

раза, в то время как в контрольной 

группе значения этого показателя 

оставались в пределах нормы (рис. 1). 

Активность данного энзима превос-

ходила верхнюю границу нормы для 

данного параметра (0,42-0,53 мкмоль/

мл/мин) у 59 % обследованных детей 

из опытной группы [9, с.20]. В группе 

контроля значения данного показате-

ля оставались в пределах референтных 

значений.

Таблица 1

Активность малатдегидрогеназы и щелочной фосфатазы
в плазме крови детей основной и контрольной групп, мкмоль/мл/мин

Показатели
Группы детей

t 
st

Р
Контрольная (n=30) Основная (n=80)

Малатдегидрогеназа, 0,45 ± 0,01 0,76 ± 0,01 17,22 < 0,001

Щелочная фосфатаза 0,22 ± 0,01 0,30 ± 0,01 5,37 < 0,001

Полученные результаты свидетель-

ствуют об увеличении проницаемости 

и дестабилизации мембран митохон-

дрий с выходом МДГ в кровь, а также 

о нарушении общих катаболических 

процессов энергопродукции в мито-

хондриальном матриксе, с вовлечением 

реакций цикла лимонной кислоты [9, 

с.20; 10, с.25]. Также установлено ста-

тистически достоверное (Р < 0,001) уве-

личение в 1,4 раза активности в плазме 

крови ЩФ – маркерного фермента мем-

бран эндоплазматического ретикулума 

(микросом) в основной группе детей 
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относительно контрольной. Чаще все-

го активация данного энзима в крови 

отражает нарушения целостности ге-

патоцитов и функционального статуса 

гепатобилиарной системы [6, с. 84]. Та-

ким образом, повышенный уровень ак-

тивности ЩФ в плазме крови («выход» 

в биосреды фермента, структурирован-

ного в мембраны) отражает процессы 

дестабилизации эндоплазматических 

мембран, приводящие к развитию не-

специфического цитопатогенного эф-

фекта, с вовлечением в патологический 

процесс мембранных структур специ-

ализированных клеток-гепатоцитов и, 

в конечном счете, основного органа, 

осуществляющего детоксикацию ксе-

нобиотиков – печени.

Одновременно в тех же группах 

детей в моче определяли показате-

ли активности ацетилэстеразы и 

β-галактозидазы (табл. 2). Уровни ак-

тивности данных энзимов мочи в ос-

новной группе детей были достоверно 

выше аналогичных показателей в кон-

трольной группе.

Таблица 2

Активность ацетилэстеразы и β–галактозидазы в моче детей
основного и контрольного районов, нмоль/мл/мин

Показатели

Группы детей

t 
st

РКонтрольная 

(n = 30)

Основная 

(n = 80)

Ацетилэстераза 30,5 ± 1,8 49,3 ± 1,7 2,46 < 0,02

β-галактозидаза 2,22 ± 0,10 2,55 ± 0,07 2,69 < 0,01
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Рис. 1. Активность МДГ и ЩФ в плазме крови у детей контрольной и основной групп
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Повышение в моче ферментатив-

ной активности маркерного фермента 

микросомальной фракции – АЭ у де-

тей основной группы, по сравнению с 

показателями контрольной группы, а 

также с верхней границей нормы (15-

25 нмоль/мл/мин) [9, с.19], свидетель-

ствует о структурной дестабилизации 

мембран микросом, и, вероятно, яв-

ляется свидетельством индукции про-

цессов микросомальных окислитель-

ных реакций в почечной ткани. Вполне 

вероятно, что подобная активация ми-

кросомального окисления вызывается 

веществами–индукторами, например 

водорастворимыми ксенобиотиками, 

выводимыми с мочой, а также токси-

ческими веществами липофильной 

природы, которые подвергаются ча-

стичной модификации в органах де-

токсикации (легкие, кишечная стенка, 

почки, печень), приобретая при этом 

гидрофильные свойства.

Также было установлено, что у по-

давляющего числа детей (95%), прожи-

вающих в индустриальном городе, был 

превышен верхний предел норматив-

ных колебаний активности АЭ в моче; 

доля детей с превышением границы 

нормы данного показателя в группе 

контроля составила 30%. Статистиче-

ский анализ активности ацетилэсте-

разы в основной группе детей (г. Стер-

литамак) показал почти 2-кратное 

превышение верхнего значения рефе-

рентной нормы по показателю медиа-

ны (рис. 2), что может свидетельство-

вать о лабилизации микросомальных 

мембран клеток тубулярного эпителия 

нефрона и «выходе» в цитозоль и в 

мочу структурированного в микросо-

мальные мембраны фермента, а также 

об активации микросомального окис-

ления, вызываемого растворимыми в 

воде ксенобиотиками.
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Рис. 2. Активность ферментов в моче (медиана и пределы колебаний): 1 –литературные 

данные, 2 –контрольная группа, 3 –основная группа.
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На наш взгляд, двукратное повыше-

ние активности АЭ в основной группе 

детей по сравнению с верхней грани-

цей номы обусловлено хроническим 

неблагоприятным воздействием фак-

торов среды промышленного города. 

Это воздействие, по-видимому, в мень-

шей степени выражено в контрольном 

(пригородном) районе. В целом высо-

кие уровни свободной активности АЭ 

в моче детей свидетельствуют о вы-

раженной нагрузке ксенобиотиками 

на детский организм, а также о воз-

можном нефротоксическом действии 

факторов городской среды (индукция 

микросомальных ферментов).

Описанные сдвиги биохимических 

показателей свидетельствуют о хро-

ническом неблагоприятном нефроток-

сическом воздействии антропогенных 

факторов. В пользу данного заклю-

чения свидетельствует повышенное 

содержание молекул средней массы в 

крови и частое выявление нефропа-

тологии во всех возрастных когортах 

популяции г. Стерлитамака, особен-

но в группах жителей проживающих 

в селитебной зоне, расположенной 

вблизи северной промышленной зоны 

[5, с.  26]. Молекулы средней массы 

являются белковыми токсинами и 

представляют собой продукты дегра-

дации белков с молекулярной массой 

300-5000 Д. Они отвечают за возник-

новение местных патологических эф-

фектов эндогенной интоксикации при 

возникновении многих видов патоло-

гий, например, при почечной недоста-

точности [3, с.138-140; 7, с. 4-8].

В моче у детей, проживающих в зоне 

воздействия химического комплекса г. 

Стерлитамака, установлено повыше-

ние активности и другого фермента 

матрикса лизосом – β-галактозидазы. 

Это подтверждает заключение о де-

структивном действии антропогенных 

факторов на биомембраны, которое 

было установлено в результате иссле-

дования активности ацетилэстеразы. 

Повышенная активность фермента 

объясняется лабилизацией лизосо-

мальных мембран тубулярного эпи-

телия почек [1, с.  12; 16, p.  261] и по-

ступлением ферментов во вторичную 

мочу в результате хронического воз-

действия агрессивных химических 

факторов, активирующих процессы 

свободнорадикального окисления в 

различных тканях.

Выводы

Таким образом, для оценки нефро-

токсического действия антропогенных 

факторов среды индустриального го-

рода в качестве чувствительных био-

химических индикаторов неспецифи-

ческой резистентности целесообразно 

определять свободную активность АЭ 

и ГАЛ в моче. Молекулы ферментов 

высвобождаются из соответствующих 

органелл в результате лабилизации 

мембран микросом и лизосом, соот-

ветственно. К характерным особен-

ностям метаболических изменений 

можно также отнести сдвиги исследо-

ванных биохимических параметров 

неспецифической резистентности 

на фоне повышенной выработки ак-

тивных форм кислорода и других ра-

дикалов, усиления прооксидантной 

активности, образования продуктов 

липопероксидации при дисбалансе 

антирадикальной защиты. 

Также повышается вероятность 

дестабилизации и увеличения прони-

цаемости биомембран с нарушением 

их структурно-функциональной орга-

низации, что может приводить к «вы-
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ходу» во внеклеточное пространство и 

биосреды (моча, кровь) крупных бел-

ковых молекул, например, энзимов, 

локализованных в таких субклеточных 

структурах, как эндоплазматический 

ретикулум (микросомы), лизосомы и 

митохондрии.

Несомненно, что при этом важней-

шие органы выделения и детоксика-

ции ксенобиотиков (почки и печень) 

подвергаются и наибольшему воз-

действию. О негативном влиянии ан-

тропогенных факторов окружающей 

среды на органы выделения свидетель-

ствуют повышенные уровни содержа-

ния молекул средней массы в перифе-

рической крови и активизация в моче 

ацетилэстеразы и β-галактозидазы 

– энзимов тубулярного эпителия не-

фрона. Об аналогичном действии на 

печень свидетельствует повышение в 

плазме крови активности щелочной 

фосфатазы.

В работе В.П. Савина и Н.П. Сетко 

[12, с. 26] рассматривались вопросы 

влияния выбросов нефтехимических 

предприятий в атмосферу на здоро-

вье детей-школьников. Авторы опи-

сали и выделили ряд предпатологиче-

ских нарушений здоровья на основе 

корреляционного анализа взаимоза-

висимостей гематологических, энзи-

моцитохимических и антропометри-

ческих показателей. Авторы отнесли 

ряд выявленных отклонений, таких  

как дезорганизация ферментативной 

активности в лейкоцитах (кислая и 

щелочная фосфатазы, цитохромок-

сидаза), лабилизация лизосомальных 

мембран в этих клетках, наряду с изме-

нениями свертываемости крови и эри-

троцитарной системы, возникновение 

соматических диспропропорций – к 

предпатологическим нарушениям.

Таким образом, у детей, проживаю-

щих в условиях высокой антропоген-

ной нагрузки, создаются условия для 

повреждения биомембран, нарушения 

их естественной микроархитектони-

ки и функциональных характеристик 

с повышенным «выходом» во внекле-

точное пространство ферментов суб-

клеточных структур. В плазме крови 

у детей происходит повышение актив-

ности малатдегидрогеназы (маркер-

ный фермент митохондрий) и щелоч-

ной фосфатазы (индикаторный энзим 

микросом и показатель экскреторной 

функции гепатоцитов) при одновре-

менном увеличении активности в моче 

ацетилэстеразы и β–галактозидазы, 

что свидетельствует о лабилизации 

мембран соответствующих субклеточ-

ных структур и приводит к развитию 

цитопатогенного эффекта.
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