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Цель. Оценить влияние формалина на активность ЩФ in vitro с помощью электрохимического метода. 
Материалы и методы. Разработан метод, основанный на оценке активности щелочной фосфатазы по 
продуктам распада субстрата (1'нафтил'фосфата), который обладают электрохимической активностью. 
Смешивали образцы растворов щелочной фосфатазы с забуференным формалином (концентрация 10%) 
в соотношении 50:50 и держали их от 10 до 240 минут при комнатной температуре. Контролем служили 
образцы щелочной фосфатазы без добавления формалина. Затем проводили хроноамперометрическое 
измерение активности фермента после добавления субстрата (1'нафтил фосфат). 
Результаты. Установлено, что активность щелочной фосфатазы значительно снижается уже через 
2 часа после контакта с забуференным формалином. 
Выводы. Это подтверждает, что целесообразно определять активность ЩФ в нефиксированных 
биологических тканях или при их фиксации в 10%'ном нейтральном формалине в течение не более 
двух часов. 
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Aim.  To assess the effect of formalin on the activity of alkaline phosphatase in vitro using electrochemical 
method.  
Materials and methods. The method based on assessment of alkaline phosphatase activity by its substrate 
decay products (1'naphthyl phosphate) possessing electrochemical activity was developed. Alkaline 
phosphatase solution samples were mixed with buffered formalin (10% concentration) in the ratio of 50:50 
and stored during 10–240 minutes at the room temperature. Alkaline phosphatase samples free of formalin 
served as the control. Then, chronoamperometric measurement of enzyme activity after addition of substrate 
(1'naphthyl phosphate) was performed.  
Results. It was established that alkaline phosphatase activity is significantly reduced already in 2 hours after 
its contact with buffered formalin.  
Conclusion. It is recommended to determine AP activity in nonfixed biological tissues or in 10% neutral 
formalin fixed tissues for not more than two hours. 
Key words. Alkaline phosphatase, formalin, chronoamperometry.  

 

ВВЕДЕНИЕ 

Щелочная фосфатаза (ЩФ) – фермент 
из класса гидролаз, обеспечивающий про'
цессы дефосфорилирования многих макро'
молекул (белков, нуклеотидови др.). ЩФ 
представлена в тканях животных и человека 
тремя основными изоферментами: кишечная 
(ALPI), плацентарная (ALPP) и неспецифиче'
ская (ALPL). Концентрация неспецифиче'
ской ЩФ наивысшая в эпителии почечных 
канальцев, в остеобластах, эпителии молоч'
ной и предстательной желез, в гепатоцитах и 
эпителии желчных протоков. Определение 
ЩФ имеет большое значение в диагностике 
заболеваний печени, сопровождающихся 
холестатическим синдромом (гепатиты, цир'
роз печени, желчно'каменная болезнь), а так'
же болезни Педжета костей и других заболе'
ваний. Кишечная щелочная фосфатаза обна'
руживается в основном в эпителии щеточной 
каемки слизистой оболочки кишки [2]. Пла'
центарная ЩФ – в цитоплазматической 
мембране синцитиотрофобласта ворсинок 
хориона, играет важную роль в метаболизме 
в системе «мать–плацента–плод». В настоя'
щее время кишечная щелочная фосфатаза 
рассматривается как важный маркер диффе'
ренцировки кишечного эпителия [3, 9, 11].  
В проведенном исследовании мы обнаружи'
ли различие в концентации ЩФ в нормаль'
ном эпителии и злокачественных эпители'

альных опухолях толстой кишки [1]. Это, 
вероятнее всего, связано с тем, что со сни'
жением степени дифференцировки эпите'
лия в опухоли изменяются и его функцио'
нальные свойства: одним из проявлений 
функционального атипизма является сниже'
ние синтеза щелочной фосфатазы. Посколь'
ку в стандартных условиях образцы тканей, 
полученные при проведении эндоскопиче'
ского исследования, фиксируют в 10%'ном 
нейтральном формалине, представляет ин'
терес изучение влияния формалина на ак'
тивность щелочной фосфатазы. Данные ли'
тературных источников по устойчивости 
гидролаз, в частности ЩФ, к воздействию 
альдегидов расходятся. По данным одних 
источников, ЩФ устойчива к действию мно'
гих фиксаторов, в частности альдегидов [2], 
однако при длительном воздействии неко'
торые интенсивно реагирующие альдегиды 
инактивируют фермент в ряде органов [4]. 
По данным других исследователей, многие 
гидролазы (кислая и щелочная фосфатаза, 
каталаза, АТФ'аза и другие ферменты) через 
2–24 часа фиксации в формалине сохраня'
ют свою ферментативную активность [5–8, 
10]. Таким образом, выявление изменения 
активности ЩФ под действием формалина 
представляет интерес для исследования как 
в клинике, так и в эксперименте. 

Цель работы – оценить влияние фор'
малина на активность ЩФ in vitro с помо'
щью электрохимического метода. 
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ  
ИССЛЕДОВАНИЯ 

Использовали ЩФ, полученную из сли'
зистой оболочки тонкой кишки быка (Sigma, 
Великобритания). Готовили опытные образцы 
раствора ЩФ: фермент смешивали с фосфат'
ным буфером до получения раствора с кон'
центрацией ЩФ 3 мг/мл буфера. Также гото'
вили контрольный образец раствора ЩФ. 
Концентрация ЩФ в контрольном растворе 
составляла 1,5 мг/мл буфера. Всего было 
приготовлено 6 опытных и 1 контрольный 
образец раствора ЩФ. Опытные образцы 
смешивали с забуференным формалином  
в соотношении 50:50 и хранили при ком'
натной температуре в течение 10, 20, 30, 60, 
120, 240 минут каждый опытный образец 
соответственно. Затем все образцы раство'
ров помещали в камеры с 225 мкл фосфат'
ного буфера (по 25 мкл каждого раствора 
в отдельную камеру), которые были обору'
дованы в нижней части электрода. Общий 
объем раствора в каждой камере составлял 
250 мкл. Конструкция кремниевой электро'
химической ячейки содержала планарный 
золотой рабочий электрод, золотой проти'
воэлектрод и хлорсеребряный электрод 
сравнения, изготовленные методами фото'
литографии, напыления (золотые) и гальва'
ностегии (хлорсеребряный). Все электроды 
соединялись восьмиканальным мультиплек'
сором и работали в непрерывном режиме  
в условиях перемешивания. Потенциал отно'
сительно хлорсеребряного электрода сравне'
ния составлял 300 мВ. После короткого вре'
мени установления равновесия, необходимого 
для стабилизации системы и определения 
фонового сигнала, обусловленного фоновы'
ми электрохимическими и биохимическими 
реакциями (200 секунд), добавляли субстрат – 
1'нафтил фосфат (далее 1'НФ) (Sigma, Вели'
кобритания) в количестве 25 мкл. Конечная 
концентрация 1'НФ в каждой камере состав'
лял 0,1 мг/мл. Конечная концентрация ЩФ 

 

Рис. 1. Субстрат (п:аминофенилфосфат) 
подвергается дефосфорилированию под 

действием ЩФ (а); образовавшийся  
п:аминофенол окисляется на электроде  
с потенциалом 0,22 В, создавая ток (б) 

в каждой камере составляла 0,136 мг/мл.  
Измерения проводились в течение 2000 се'
кунд. При наличии фермента (кишечной 
щелочной фосфатазы) добавленный 1'НФ 
претерпевает дефосфорилирование до пара'
аминофенола (ПАФ). Образовавшийся ПАФ 
далее окисляется на рабочем электроде при 
низком положительном потенциале относи'
тельно хлорсеребряного электрода сравне'
ния (0,3 В) до иминохинона. Затем образо'
вавшийся иминохинон подвергается гидро'
лизу до хинона. Продукты химической 
реакции обладают электрохимической ак'
тивностью. Электрохимическая реакция, за 
которой следует ферментативный катализ, 
показана на рис. 1. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Полученные результаты отражены на 
рис. 2. 

Из рис. 2 видно, что имеются различия в 
силе получаемого тока при исследовании 
разных образцов. При расщеплении ЩФ без 
наличия формалина сила тока нарастает, 
достигая максимального пика 4,61 мкА в ин'
тервале с 600'й по 800'ю секунду, затем по'
степенно снижается. Это обусловлено тем, 
что 1'НФ расщепляет ЩФ, и в дальнейшем 
происходит частичная деградация электро'
химически активных продуктов распада 1'НФ. 
Величина силы тока отличается при исследо'
вании образцов ЩФ, которые были смешаны  
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Рис. 2. Результаты хроноамперометрического 
исследования активности ЩФ при добавлении 
1:НФ без воздействия формалина (А) и после 

воздействия формалина в течение 10 (B),  
30 (C), 60 (D), 120 (E) и 240 (F) минут 

с формалином. Данные, полученные при ис'
следовании образцов ЩФ, которые содержа'
ли формалин в течение 10 и 30 минут, прак'
тически не отличаются, и максимальная сила 
тока составляет здесь соответственно 1,52 
и 1,56 мкА. При исследовании остальных 
образцов ЩФ также видно, что происходит 
снижение величины получаемой макси'
мальной силы тока, и она составляет 0,96, 
0,1 и 0,039 мкА при исследовании образцов 
ЩФ с формалином соответственно 60, 120 
и 240 минут. Полученные данные свиде'
тельствуют о том, что количество электро'
химически активных продуктов химической 
реакции становится меньше, что связано  
с преждевременной инактивацией ЩФ фор'
малином. По величине силы полученного 
тока мы можем судить, что активность ЩФ 
снижается в 3 раза от изначальной при ин'
кубации в формалине в течение 30 минут, 
в 4,8 раза – в течение 60 минут, в 46 раз – 
в течение 120 минут и в 118 раз – в течение 
240 минут. Эти данные говорят о том, что 
образцы биологических тканей и опухолей, 
которые в дальнейшем будут исследованы 
с целью выявления ЩФ электрохимически'
ми и иными методами, нежелательно фик'
сировать в забуференном формалине (кон'
центрация 10%) или фиксировать в нем 
в течение максимально короткого времени 
и учитывать это при дальнейшем исследова'
нии содержания ЩФ. 

ВЫВОДЫ 

1.  Активность ЩФ при смешивании 
с нейтральным формалином в соотношении 
50:50 снижается. 

2.  Целесообразно определять активность 
ЩФ в нефиксированных биологических 
тканях или при их фиксации в 10%'ном 
нейтральном формалине в течение не более 
двух часов. 
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