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ОПТИМИЗАЦИЯ РЕЖИМА ОСАЖДЕНИЯ БЕЛКОВ ПРИ ОПРЕДЕЛЕНИИ 
МОЛЕКУЛ СРЕДНЕЙ МАССЫ КАК МАРКЕРА ЭНДОГЕННОЙ ИНТОКСИКАЦИИ

Термин «интоксикационный синдром» был 
введен К.С. Симоняном в 1971 году и означал 
избыточное содержание в крови токсичных про-
дуктов и биологически активных веществ [1]. В 
современном понимании синдром эндогенной 
интоксикации (СЭИ) относится к числу наибо-
лее распространенных в клинической практи-
ке и наблюдается при разнообразных, этиологи-
чески и патогенетически различных состояни-
ях [2-5]. СЭИ включает в себя проявления пато-
логического состояния, возникающего в резуль-
тате действия на организм токсических веществ 
эндогенного происхождения [6], и характеризу-
ется интенсификацией катаболизма, нарушени-
ем функционирования механизмов естествен-
ной детоксикации, развитием депрессии им-
мунной системы [7]. СЭИ широко используется 
в качестве одного из основных критериев, опре-
деляющих тяжесть состояния больного и про-
гноз болезни. 

Некоторые исследователи рассматривают 
эндогенную интоксикацию как этиологический 
фактор в контексте синдрома системного вос-
палительного ответа («systemic infl ammatory re-
sponse syndrome» – SIRS) [8]. Воспалительная ре-
акция организма развивается согласно общим 
закономерностям в ответ на инфекцию, трав-
му, тканевую деструкцию, гипоксию тканей, ин-
фекционные процессы и, в том числе, интокси-
кацию. Эта реакция зачастую сопутствует СЭИ 
и является адаптационной функцией организ-
ма, направленной на уничтожение вызвавше-
го процесс агента и восстановление поврежден-
ных систем. 

Обобщая различные точки зрения относи-
тельно эндогенной интоксикации, можно сде-
лать вывод, что в начале процесса эндотокси-
ны поступают в кровь, лимфу, интерстициаль-
ную жидкость из патологического очага (воспа-
ление, травмированные ткани, опухоли и т.д.). 
Если организм в состоянии элиминировать эти 
вещества, клинической симптоматики может и 
не возникнуть. При декомпенсации защитных 
и регуляторных систем – выделительной, де-

токсикационной (микросомального окисления, 
конъюгации), мононуклеарно-макрофагальной 
– начинается накопление эндогенных токсинов 
в организме, способное привести к тяжелому со-
стоянию, вплоть до летального исхода [4]. 

Для определения лечебной тактики и выбора 
оптимальной программы интенсивной терапии 
СЭИ необходимо обеспечить диагностику вы-
раженности эндотоксикоза. Многокомпонент-
ность факторов агрессии, которые лежат в осно-
ве эндотоксикоза, и индивидуальность адапта-
ционных реакций организма конкретного па-
циента создают трудности для прямого монито-
ринга выраженности СЭИ по алгоритму «фактор 
– уровень интоксикации» или «фактор – стадия 
эндотоксикоза». Важное значение имеет функ-
циональный фон организма, на котором разви-
вается эндотоксикоз, например, состояние по-
раженного органа и связанной с ними функ-
циональной системы детоксикации [9]. Попыт-
ка опереться в решении вышеописанных задач 
только на маркеры интоксикации недостаточно 
результативна, однако такое исследование, не-
сомненно, дает информацию о первичном про-
явлении интоксикации, ориентирует в ее источ-
никах и механизмах. 

Существует множество классификаций эн-
дотоксинов, в частности разделение на продук-
ты жизнедеятельности патогенных микроорга-
низмов, не характерных для метаболизма чело-
века [10, 11], чрезмерное накопление естествен-
ных метаболитов в сверхфизиологических кон-
центрациях [12], в том числе продуктов катабо-
лизма и протеолиза белков [13], а также различ-
ных медиаторов воспаления [14]. 

Многообразие современных лабораторных 
критериев, характеризующих тяжесть СЭИ, а 
также позволяющих определять динамику ток-
сичности компонентов внутренней среды и ста-



47

Университетская Клиника | 2021, № 1 (38)

дию эндотоксикоза, не всегда доступны в широ-
кой клинической практике по причине сложно-
сти и высокой стоимости исполнения. Поскольку 
тяжелое течение СЭИ в краткосрочной перспек-
тиве может привести к негативным последстви-
ям, особо актуальным вопросом остается выбор 
достоверного, быстрого и недорогого критерия 
оценки тяжести данного синдрома. 

В данном ключе часто используют общепри-
нятый интегральный маркер метаболических 
нарушений – молекулы средней массы (МСМ). 
На данный момент упоминание о МСМ в науч-
ной электронной библиотеке elibrary.ru превы-
шает 100000 и сопряжено с изучением разноо-
бразнейших патологических состояний и болез-
ней, частью клинической картины которых яв-
ляется эндотоксикоз. В работах, рассматриваю-
щих накопление МСМ, ссылаются на методики 
определения по Н.И. Габриэляну [15], а также на 
методически сходные модификации А.Н. Кова-
левского [16] и М.Я. Малаховой [17]. Результаты 
определения МСМ представляют как отражение 
накопления пептидных, нуклеиновых и арома-
тических фракций веществ [15, 16] или же нако-
пления веществ низкой и средней молекуляр-
ных масс катаболического и анаболического пу-
лов с выраженной биологической активностью 
[17]. Динамика содержания МСМ в плазме крови 
является критерием эффективности проводи-
мых мероприятий по детоксикации и применя-
емой терапии. При этом изменения концентра-
ции других общепринятых маркеров СЭИ (мо-
чевина, креатинин и др.) не всегда соответству-
ют динамике уровня МСМ, хоть и отражают осо-
бенности их метаболизма, транспорта или ре-
тенции [13].

Анализ накопления МСМ – довольно ориги-
нальный подход к мониторингу метаболиче-

ских нарушений. Спектр поглощения плазмы 
крови каждого человека определяется количе-
ством кислоторастворимых веществ (низкомо-
лекулярных метаболитов) по величине погло-
щения света в ультрафиолетовой области спек-
тра (230-300 нм). В клинической практике ис-
пользуют способы оценки уровня МСМ в биоло-
гических образцах, отвечающие требованиям, 
предъявляемым к скрининговым методам. При 
этом различия в некоторых методических при-
емах и использование трихлоруксусной кисло-
ты (ТХУ) могут приводить к проблемам в интер-
претации результатов. С целью повышения ин-
формативности данного диагностического мар-
кера в работе представлено обоснование моди-
фикации общепринятого метода определения 
МСМ. 

М А Т Е Р И А Л  И  М Е Т О Д Ы
Материалом для исследования послужила 

кровь 10 здоровых добровольцев в возрасте 20-
25 лет.

Содержание МСМ определяли спектрофото-
метрически на приборе Specord-200 (AnalytikJe-
na, Германия) по общепринятым методикам [15, 
17], а также в собственной вариации с исполь-
зованием 10-процентной хлорной кислоты (ХК). 
Протокол проведения анализа представлен в 
таб лице 1. В супернатанте также измеряли кон-
центрацию пептидов по методу Лоури [18].

Р Е З У Л Ь Т А Т Ы  И  О Б С У Ж Д Е Н И Е 
В основе общепринятых методических вари-

антов определения МСМ лежит принцип депро-
теинизации исследуемого биологического ма-
териала (сыворотка, плазма, эритроциты, моча) 
с помощью 10-процентной ТХУ с последующим 
определением величины поглощения (A) супер-

Таблица 1.
Ход определения МСМ

Реагент, мл
Исследуемые пробы

Биологический образец  
(плазма или сыворотка) Холостая проба

Плазма/сыворотка 1 -

Дистиллированная вода - 1

Осаждающий агент (10-процентная ТХУ или ХК) 0,5 0,5
Пробы тщательно перемешать, инкубировать 20 при комнатной температуре, затем центрифугировать 
при 8000 об/мин 30.
Супернатант 0,5 0,5

Дистиллированная вода 4,5 4,5

Пробы перемешать, измерить в диапазоне 200-300 нм против дистиллированной воды [15] и против хо-
лостой пробы [16, 17].
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натанта при определенных длинах волн (238, 
240, 254, 280 нм) относительно дистиллирован-
ной воды [15] или «холостой пробы» (табл. 1.) 
[16, 17]. Исходя из принципа проведения дан-
ного анализа, под молекулами средней массы 
подразумеваются кислотоустойчивые неиден-
тифицированные вещества различной химиче-
ской природы (пептиды, нуклеотиды, продук-
ты углеводного, липидного, азотистого обмена), 
поглощающие свет в ультрафиолетовом диапа-
зоне (200-300 нм) с молекулярной массой от 300 
до 5000 Д. 

На рисунке 1 представлены средние значе-
ния спектров поглощения МСМ здоровых до-
бровольцев по общепринятым методам, а так-
же спектр поглощения «холостой пробы» про-
тив дистиллированной воды. 

На рисунке изображены спектры поглоще-
ния – распределение величины абсорбции (А) 
всех находящихся в растворе веществ в зави-
симости от длины волны поглощаемого света. 
Уровни МСМ определяют на 4 длинах волн и вы-
ражают в E (в единицах оптической плотности, 
нормированных на оптический путь – см-1), ре-
ферентные показатели: МСМ- 238 нм – 0,56-
0,76 E; МСМ- 254 нм – 0,18-0,24 E; МСМ- 260 
нм – 0,16-0,28 E; МСМ -280 нм – 0,18-0,30 E [19]. 
Данные референтные значения основаны на ва-
рианте метода определения МСМ по Н.И. Габри-
эляну [15] и не в полной мере совпадают с та-

ковыми по М.Я. Малаховой [17]: «нормальная 
спектрограмма плазмы крови при длинах волн 
238 и 242 нм имеет сопряжение с осью абсцисс 
(нулевые значения экстинкции)» [9]. 

Как видно из рисунка 1, экстинкции раство-
ров сходны в диапазоне 260-300 нм для обоих 
используемых методов определения. В диапа-
зоне 220-260 нм результаты определения МСМ 
значительно разнятся в зависимости от вариан-
та исполнения анализа. 

Этап пробоподготовки в общепринятых ме-
тодах регистрации МСМ одинаков, существен-
ное различие наблюдается на этапе спектро-
фотометрирования. В первом варианте (рис.1., 
график 1) регистрацию оптического поглоще-
ния депротеинизированного с помощью 10-
процентной ТХУ супернатанта в опытной кю-
вете проводят против контрольной кюветы, со-
держащей дистиллированную воду. Соответ-
ственно, спектр поглощения исследуемого об-
разца, согласно закону аддитивности светопо-
глощения [20], будет состоять из суммарного по-
глощения МСМ и ТХУ, которая, как органиче-
ская кислота, имеет высокий коэффициент экс-
тинкции на длинах волн от 200 до 240 нм (рис. 
1., график 3). Оптическая плотность «холостой 
пробы» против воды составляет 0,803±0,016 E 
при 238 нм и 0,614±0,014 E при 240 нм. Это озна-
чает, что максимум поглощения в диапазоне 
220-260 нм по методике [15] соответствует пику 

Рис. 1. Спектры поглощения МСМ сыворотки крови здоровых добровольцев по методике Н.И. Габриэляна 
(график 1), в вариации методики по А.Н. Ковалевскому и М.Я. Малаховой (график 2) и «холостой пробы» против 
дистиллированной воды (график 3). 
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поглощения ТХУ в исследуемом растворе. По-
скольку величина оптической плотности ТХУ 
при 238 нм приходится на диапазон референт-
ных значений МСМ, любые неточности в приго-
товлении и хранении раствора могут оказывать 
существенное влияние на величину МСМ. Также 
стоит отметить, что в данном варианте измере-
ния МСМ регистрируемая величина поглощения 
исследуемого раствора при 238 нм находится на 
уровне верхней границы оптимального рабоче-
го диапазона спектрофотометрического обору-
дования, что означает более высокую относи-
тельную погрешность измерения [20].

Во втором варианте (рис.1., график 2) изме-
рение оптического поглощения опытной про-
бы проводят против контрольной кюветы с «хо-
лостой пробой»- раствором, содержащим ТХУ в 
той же пропорции, что и опытная проба. Прин-
цип фотометрии подразумевает получение ре-
зультата, состоящего из разницы поглощения 
опытного и контрольного образца. Поскольку 
«холостая проба» (рис.1., график 3) имеет зна-
чительную величину поглощения, в модифика-
ции [17] участок спектра 220-260 нм системати-
чески занижается. 

При проведении анализа МСМ определение 
абсорбции депротеинизированных биологиче-
ских образцов при разных длинах волн прово-
дится с целью условного выделения группы ве-
ществ по максимуму поглощения. Использова-

ние ТХУ в качестве осадителя крупномолеку-
лярных белков дает ложные результаты, завы-
шая [15] или занижая [17] реальную величину 
поглощения в диапазоне 220-260 нм, где мак-
симум поглощения имеют различные вещества, 
имеющие в составе связи N-H [21] и представ-
ляющие диагностическую ценность при оценке 
СЭИ: пептиды, ароматические аминокислоты, 
мочевая кислота, мочевина.

Таким образом, для оценки реального погло-
щения в этом диапазоне и сохранения ориги-
нального подхода к выявлению МСМ необходи-
мо использовать осаждающий агент, не погло-
щающий свет в ультрафиолетовом диапазоне.

Реакции осаждения белков весьма разноо-
бразны, в лабораторной практике в качестве 
осаждающих агентов зачастую используют ор-
ганические и минеральные кислоты, а также 
органические растворители [22]. Органические 
кислоты и растворители вызывают дегидрата-
цию и денатурацию белковых молекул по слож-
ному механизму, включающему как непосред-
ственное воздействие на водородные связи, так 
и блокирование полярных групп. Такой подход 
дает высокую эффективность депротеинизации 
(осаждаются все белковые и пептидные молеку-
лы с массой выше 5 кДа), но имеет ряд недостат-
ков. Как было описано ранее, ТХУ прямо влияет 
на величину поглощения в УФ диапазоне. Мето-
ды депротеинизации органическими раствори-

Рис. 2. Спектры поглощения МСМ сыворотки крови здоровых добровольцев против кюветы с дистиллиро-
ванной водой (график 1), против кюветы с «холостой пробой» (график 2) и «холостой пробы» (график 3).
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телями обычно включают несколько этапов, ме-
тодически более сложны и дорогостоящи в ис-
пользовании. Выбранная нами ХК- широко при-
меняемый осаждающий агент [23], относящийся 
к классу минеральных кислот. Механизм осаж-
дения минеральными кислотами проще: он за-
ключается в разрыве гидратной оболочки бел-
ковых молекул, что означает меньшую степень 
депротеинизации.

На рисунке 2 представлены средние зна-
чения спектров поглощения МСМ контроль-
ной группы, полученные с использованием 10-
процентной ХК.

Использование ХК в качестве осаждающего 
агента позволяет регистрировать реальную ве-
личину поглощения исследуемого раствора во 
всем диапазоне длин волн, поскольку присут-
ствующая в растворе ХК имеет в нем незначи-
тельное поглощение (рис.2., график 3). 

На рисунке 3 можно отметить значительные 
различия поглощения в диапазоне 230-250 нм и 
практически полное совпадение на остальном 
участке. Это свидетельствует о совпадении не-
белкового состава исследуемых проб с исполь-
зованием ТХУ и ХК. В отношении пептидной 
фракции (диапазон 220-260 нм), опираясь на 
величины абсорбции (Е), достоверно оценить 
различия осаждающих агентов не представля-
ется возможным из-за влияния ТХУ. Поскольку 
низкомолекулярные кислоторастворимые пеп-
тиды напрямую связаны с тяжестью прогноза 

для пациента, являясь участниками воспаления 
(ЦИК, белки острой фазы и цитокины), продук-
тами протеолиза [24], а также непосредственно 
выступая в роли «связывающих токсины пепти-
дов» [25], то, с нашей точки зрения, необходи-
мым является определение концентрации пеп-
тидов по методу Лоури. Этот шаг позволит ко-
личественно определить содержание молекул, 
имеющих в своем составе пептидную группу. 
Концентрации пептидов в супернатанте пред-
ставлены в таблице 2.

З А К Л Ю Ч Е Н И Е 
При определении МСМ предложенным нами 

вариантом, с использованием ХК вместо ТХУ, 
в супернатанте обнаруживается в 2 раза боль-
ше соединений, вступающих в цветную реак-
цию для пептидной связи. Эти результаты мож-
но объяснить различием механизмов депроте-
инизации ТХУ и ХК, причем последняя эффек-
тивна в качестве осаждающего агента основных 
крупномолекулярных белков плазмы (альбумин 
и глобулины), за исключением ХК-растворимых 
низкомолекулярных гликопротеинов и щелоч-
ных белков. 

Осаждение ХК уже используется как инстру-
мент пробоподготовки для анализа различных 
малых молекул и гликопротеинов [26]. Это тра-
диционный метод выделения мукопротеинов 
сыворотки – гликозилированных сывороточных 
белков, которые, как и МСМ, рассматривают в 

Рис. 3. Спектры поглощения МСМ сыворотки крови здоровых добровольцев против кюветы с «холостой про-
бой» с использованием ТХУ (график 1) и ХК (график 2).
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качестве потенциальных биомаркеров тяжести 
и прогрессирования некоторых патологических 
состояний и заболеваний.

Качественный состав фракции ХК-раство-
ри мых белков активно исследуется, уже извест-
но, что в нее входят некоторые маркеры воспа-
ления и белки острой фазы (оросомукоид, гап-
тоглобин, гемопексин, альфа-1-анти-трипсин) 
[27]. На текущий момент ХК-растворимые бел-
ки наиболее изучены при злокачественных за-
болеваниях [28, 29, 30]. В качестве потенциаль-
ных биомаркеров прогрессирования заболе-
вания их связывают с диабетом [31], сердечно-
сосудистыми [32] и инфекционными заболева-
ниями [33]. 

Таким образом, в предложенном нами ва-
рианте исследования МСМ пептидно-белковая 
фракция состоит из низкомолекулярных пепти-
дов (ТХУ-растворимых) и ХК-растворимых бел-
ков. Изучение динамики накопления этих ве-
ществ предоставляет клинически значимую ин-
формацию, необходимую для раннего распозна-
вания и мониторинга тяжести широкого спектра 
патологических состояний, в том числе СЭИ.

Различия в содержании низкомолекулярных 
пептидов и ХК-растворимых пептидов на дан-
ный момент слабо изучены, при этом они могут 

иметь большое значение в медицинской лабо-
раторной практике. Оригинальная концепция 
определения МСМ, дополненная фракцией кис-
лоторастворимых маркеров воспаления, вполне 
подходит на роль быстрого и информативного 
интегрального показателя тяжести СЭИ. 

В Ы В О Д Ы
1. Использование в качестве осаждающего 

раствора 10-процентной трихлоруксусной кис-
лоты сопряжено с неадекватными результатами 
оценки спектров в диапазоне 200-260 нм.

2. Раствор хлорной кислоты в концентрации 
10 % может быть использован для осаждения 
белков вместо 10-процентной трихлоруксусной 
кислоты, не внося существенных недостатков в 
спектральное определение содержания молекул 
средней массы.

3. При осаждении хлорной кислотой возмож-
но также определить пептиды и гликопептиды, 
представляющие диагностическую ценность 
при многих патологических состояниях, в том 
числе и СЭИ. 

4. Для более точной оценки концентрации 
белков и пептидов рекомендуется измерять в 
супернатанте их концентрацию по методу Лоу-
ри. 

Таблица 2.
Концентрация пептидов после осаждения крупномолекулярных белков

С белка после ТХУ, мг/мл С белка после ХК, мг/мл

M± 0,562±0,205 1,218±0,080 *

* – различия достоверны между вариантами осадителя (критерий Манна-Уитни p=0,003). 
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ОПТИМИЗАЦИЯ РЕЖИМА ОСАЖДЕНИЯ БЕЛКОВ ПРИ ОПРЕДЕЛЕНИИ МОЛЕКУЛ СРЕДНЕЙ МАССЫ 
КАК МАРКЕРА ЭНДОГЕННОЙ ИНТОКСИКАЦИИ

Синдром эндогенной интоксикации (СЭИ) часто 
встречается в клинической практике, его маркеры ис-
пользуются в качестве критериев, определяющих тя-
жесть состояния больного и прогноз болезни. Много-
образие современных лабораторных критериев, ха-
рактеризующих тяжесть СЭИ, а также позволяющих 
определять динамику токсичности компонентов вну-
тренней среды, не всегда доступны по причине слож-
ности и высокой стоимости исполнения. В данном 
ключе часто используют общепринятый интеграль-
ный маркер метаболических нарушений – молекулы 
средней массы (МСМ). Различия в некоторых мето-
дических приемах и использование трихлоруксусной 
кислоты в качестве осадителя дают ложные результа-
ты, искажая реальную величину поглощения в диапа-
зоне максимума оптического поглощения веществ, 

имеющих в составе связи N-H и обладающих диагно-
стической ценностью при оценке СЭИ. В работе пред-
ставлено обоснование модификации общепринятого 
метода определения МСМ путем изменения осажда-
ющего агента на хлорную кислоту. В предложенном 
нами варианте исследования МСМ предоставляется 
возможным оценивать содержание как низкомоле-
кулярных пептидов, так и гликопептидов. Изучение 
динамики их накопления дает клинически значимую 
информацию, необходимую для раннего распознава-
ния и мониторинга тяжести разнообразных патоло-
гических состояний, в том числе СЭИ. 

Ключевые слова: эндогенная интоксикация, мо-
лекулы средней массы, кислоторастворимые пепти-
ды, гликопептиды. 
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Endogenous intoxication syndrome (SEI) is often 
found in clinical practice; its markers are used as crite-
ria that determine the severity of the patient’s condition 
and the prognosis of the disease. The variety of mod-
ern laboratory criteria characterizing the severity of SEI, 
as well as allowing to determine the dynamics of toxic-
ity of the components of the internal environment, are 
not always available due to the complexity and high cost 
of execution. For this purpose, a generally accepted inte-
gral marker of metabolic disorders is often used – medi-
um mass molecules (MSM). Differences in some method-
ological techniques and the use of trichloroacetic acid as 
a precipitant give false results, distorting the real value 
of absorption in the range where the maximum of optical 

absorption of substances that have an N-H bond in the 
composition and which have diagnostic value in the eval-
uation of EIS is located. The paper presents the rationale 
for modifying the generally accepted method for deter-
mining MSM by changing the precipitating agent to per-
chloric acid. In our proposed version of the study of MSM, 
it is possible to assess the content of both low molecu-
lar weight peptides and glycopeptides. The study of the 
dynamics of their accumulation provides clinically sig-
nifi cant information necessary for early recognition and 
monitoring of the severity of a wide range of pathological 
conditions, including SEI. 

Key words: endogenous intoxication, molecules of 
average weight, acid-soluble peptides, glycopeptides.
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