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Проведено изучение супрамолекулярного комплекса жирной кислоты с гемоглобином как индикатора фосфоли-
полиза на разных стадиях экспериментального острого некротизирующего панкреатита . Установлено, что амплиту-
да разностного спектра гемоглобина в присутствии миристиновой, олеиновой и пальмитиновой кислот или их смеси 
зависит от длины углеводородной цепочки жирной кислоты и наличия в ней двойных связей . Обнаружено полное 
соответствие динамики изменения активности панкреатической фосфолипазы (ФЛА2) патоморфологической карти-
не развития патологии поджелудочной железы и ее лечения . Показано, что тест-система определения активности 
ФЛА2 по измерению дифференциального спектра гемоглобина в диапазоне волн 403–423 нм, возникающего при об-
разовании его супрамолекулярного комплекса с жирными кислотами, может использоваться для диагностики тяже-
лых форм некротизирующего панкреатита в качестве информативного лабораторного теста .
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The study of the supramolecular complex of fatty acid with hemoglobin as an indicator of phospholipolysis at different 
stages of experimental acute necrotizing pancreatitis was carried out . It is found that the amplitude of the differential spectrum 
of hemoglobin in the presence of myristic, oleic and palmitic acids or mixtures thereof depends on the length of hydrocarbon 
chains of fatty acids and on the presence of double bonds . Full compliance of the dynamics of changes in the phospholipase A2 
activity with a pathomorphological picture of the development of pathology of the pancreas and its treatment is found . It is 
shown that the test system for determining the activity of phospholipase A2 through the measurement of the differential 
spectrum of hemoglobin in the wavelength range 403–423 nm during the formation of the supramolecular complex of 
hemoglobin with fatty acids can be used for the diagnosis of severe forms of necrotizing pancreatitis as an informative 
laboratory test .
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Введение. Проведение биохимических исследований на основе новых, принципиально отли-
чающихся от традиционных, ферментативных средств тестирования воспалительных и деструк-
тивных изменений в поджелудочной железе (ПЖ) при моделировании острого панкреатита (ОП) 
является актуальной задачей современной инженерной энзимологии, в частности энзимодиагно-
стики [1] . Ее решение позволит своевременно выявлять степень структурно-функционального 
ущерба от феномена гиперферментемии, наблюдаемого в процессе развития ОП, и возможность 
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его компенсации; предотвратить формирование синдрома полиорганной недостаточности, при 
котором запускаются различные механизмы, реализующиеся на клиническом уровне в виде тя-
желых, чаще всего гнойно-септических осложнений; непредсказуемый и зачастую неблагопри-
ятный исход заболевания, его высокую летальность [2] .

В Институте биоорганической химии НАН Беларуси разработана и предложена для диагно-
стики воспалительных процессов желудочно-кишечного тракта оригинальная тест-система 
ФЛА2-ФОА по выявлению липолитической активности в биологическом материале, основанная 
на реакции превращения гемоглобина в гемихром под действием жирной кислоты, отщепляемой 
фосфолипазой А2 (КФ 3 .1 .1 .4, ФЛA2) от субстрата [3; 4] . Для проведения множественного анализа 
достаточно 50–100 мкл сыворотки крови [5] . Однако возможности тест-системы ФЛА2-ФОА для 
оценки степени тяжести ОП не исследованы .

Цель работы – изучение супрамолекулярного комплекса жирной кислоты с гемоглобином 
как индикатора фосфолиполиза на разных стадиях экспериментального острого некротизирую-
щего панкреатита (ОНП) .

Выбор этой тест-системы в качестве индикатора ОНП обусловлен ее высокой специфично-
стью, быстротой проведения реакции, простотой в исполнении и небольшими объемами анали-
зируемого материала [6] .

Экспериментальная часть. Активность ФЛA2 сыворотки крови крыс определяли по нако-
плению во времени продукта гидролиза экзогенно добавленного димиристоилфосфатидилхоли-
на (ДМФХ, фирмы Sigma) – жирной кислоты, которая взаимодействовала с гемоглобином  
(Hb, фирмы Sigma) как индикатором фосфолиполиза . Об образовании супрамолекулярного ком-
плекса жирной кислоты с гемоглобином судили по характерным изменениям его электронного 
спектра в области полосы Соре . 

Перед началом эксперимента на спектрофотометре Specord uv-vis (Германия) в режиме про-
пускания (Т 75–125 %) в диапазоне 390–450 нм регистрировали нулевую линию, показывающую 
исходное состояние электронного спектра в момент полного тождества кювет с реакционной 
смесью, общим объемом по 2 мл в каждой, включающей 0,05 М трис-HCl-буферный раствор,  
1 мМ СаСl2, и сыворотку крови крыс (конечная концентрация – 10 мкл исходной сыворотки на  
1 мл реакционной смеси) . Для инициации реакции в опытную кювету спектрофотометра, содер-
жащую сыворотку крови (в случае построения калибровочной кривой – жирную кислоту), соль 
кальция (кофактор) и Hb, добавляли 8 мМ раствор смешанных мицелл субстрата (ДМФХ) с дез-
оксихолатом натрия (ДОХ, соотношение 1/3,4 (моль/моль)) . В контрольную кювету, также содер-
жащую сыворотку крови, вместо субстрата добавляли буферный раствор . Кюветы на время ре-
акции помещали в термостат (37 °С) .

Дифференциальные спектры Hb характеризовали в единицах оптической плотности как раз-
ность поглощения (DD) в диапазоне длин волн 403–423 в опытной кювете против контрольной 
через 60 и 100 мин от начала реакции . 

Активность ФЛA2 выражали в международных единицах (МЕ/л) по формуле

 Акт (МЕ/л) = 100DD / kt (мин),

где k – коэффициент линейного уравнения, найденный по калибровочному графику; t – время 
реакции (60 или 100 мин); DD – значение, полученное к этому времени; 100 – пересчет на 1 мл 
сыворотки . 

По принятым критериям одна международная единица активности ФЛА2 (МЕ/л) соответ-
ствует количеству мкмоль продукта (миристиновой кислоты), полученного при гидролизе суб-
страта (синтетического димиристоилфосфатидилхолина, ДМФХ) сывороточной ФЛА2 за 1 мин .

Все полученные данные обрабатывали при помощи общепринятых методов вариационной 
биологической статистики с использованием критерия Стьюдента .

ОНП моделировали путем перевязки панкреатобилиарного протока у места впадения его 
в стенку двенадцатиперстной кишки крыс, производили забор крови для биохимического анализа 
степени фосфолиполиза через одни, двое и трое суток после лапаротомии и сравнивали с груп-
пой контрольных животных . Группу наблюдения составили 70 экспериментальных животных 
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(крысы) . Три группы животных получали лечение ОП ксефокамом, лизином-эсцинатом, лейко-
цимом [1] .

Результаты и их обсуждение. Повышение уровня панкреатической фосфолипазы А2 (КФ 3 .1 .1 .4 ., 
ФЛA2 IB) при патологии желудочно-кишечного тракта считается идеальным показателем де-
структивных процессов ПЖ, поэтому определение в крови ее активности (концентрации) явля-
ется объективным маркером диагностики панкреатитов [7] . 

Ранее нами показано, что во время образования супрамолекулярного комплекса гемоглобина 
с ЖК в процессе фосфолиполиза происходит превращение гемопротеина в окисленную низко-
спиновую форму – гемихром, интенсивность возникающего дифференциального спектра кото-
рого прямо пропорциональна концентрации жирной кислоты в пробе и, следовательно, активно-
сти панкреатической ФЛA2 [8] . 

Каждый дифференциальный спектр Hb характеризовался максимумом (λ = 423), минимумом 
(λ = 403) и расстоянием между ними (ΔТ) . Единицы пропускания ΔТ переводили в единицы по-
глощения ΔD по формуле ΔD = 2 – lg(100 – T / 3) . Откладывая по оси абсцисс время взаимодей-
ствия гемоглобина с ЖК, отщепленной от субстрата ФЛА2, а по оси ординат значение ΔD, получали 
кинетическую кривую, отражающую накопление продукта за единицу времени (V0 = ΔР / Δt),  
т . е . начальную скорость реакции, и характеризующуюся определенным тангенсом угла накло-
на . Повышение концентрации фермента в реакционной смеси приводило к возрастанию угла на-
клона кинетической кривой (тангенса), т . е . увеличению скорости реакции [5; 8] (рис . 1) . 

Имеются данные, что воспалительный процесс в желудочно-кишечном тракте, развивавший-
ся в результате экспериментального перитонита у крыс, сопровождается высвобождением из 
фосфолипидов под действием ФЛА2, главным образом, миристиновой (МК, С14 : 0), пальмити-
новой (ПК, С16 : 0) и олеиновой (ОК, 18 : 1) кислот [9] . Поэтому именно эти ЖК исследовали  
в качестве компонента супрамолекулярного комплекса с гемоглобином и стандарта для калибро-
вочных кривых при создании оптимальных условий использования тест-системы ФЛА2-ФОА 
для оценки воспалительного процесса при моделировании экспериментального ОНП .

Обнаруженные различия в величине тангенса угла наклона кривых, отражающих изменение 
DD (D403–423 = D1(403) + D2(423)) в ответ на внесение мицелл субстрата с разными встроенными жир-
ными кислотами, свидетельствовали о том, что амплитуда разностного спектра Hb зависит от 
длины углеводородной цепочки ЖК и наличия в ней двойных связей (рис . 2, а) . 

До сих пор считалось, что наибольший эффект на спектральные изменения Hb оказывала  
ОК [10] . Однако это преимущество нивелировалось способностью ОК подвергаться перекисному 
окислению вследствие имеющейся ненасыщенной связи, что могло вносить фактор нестабиль-
ности в тест-систему . По полученным нами данным максимальное воздействие на спектральные 
изменения Hb оказывала смесь ОК и ПК в соотношении соответственно 60 и 40 % (моль/моль), 
характерном для природного ФХ (рис . 2, а) . В случае использования ПК обнаружилась ее склон-
ность к агрегированию . МК – кислота с самой короткой углеводородной цепочкой, хотя и харак-
теризовалась меньшей величиной тангенса угла наклона кинетической кривой, но наблюдаемый 

линейный прирост ΔD охватывал более ши-
рокий диапазон концентраций, что обуслав-
ливало выбор в качестве субстрата ДМФХ .

При встраивании в межфазную поверх-
ность смеси жирных кислот в соотношении 
60 % ОК и 40 % ПК (моль/моль), наряду со 
значительным увеличением интенсивности 
разностного спектра Hb в области полосы 
Соре, в отличие от другого продукта фосфо-
липолиза – лизофосфатидилхолина (ЛФХ), 
наблюдается сдвиг частоты («голубой сдвиг»), 
что в совокупности является физической осно-
вой при обнаружении панкреатита, диагно-
стируемого по спектрофотометрическому из-
мерению уровня ФЛА2 в крови (рис . 2, б) .

Рис . 1 . Кинетика липолитической реакции при различ-
ных концентрациях фермента в условиях инициации  
реакции субстратом . Условия реакции: [ФХ] = 0,1 мМ; 
[ДОХ] = 0,3 мМ; [Hb] = 5 мкМ; [Ca2+] = 1 мМ; 0,05М Трис-

НСl буферный раствор, рН 8,0, t комн .
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Добавление липидных эффекторов (ФХ, 
ЛФХ, ЖК) к гемоглобину практически не ска-
зывается на поглощении Hb в области миниму-
ма дифференциального спектра при λ = 405 нм 
(рис . 3, а) .

Измерение поглощения Hb в области мак-
симума при длине волны 423 нм обнаруживает 
существенное увеличение оптической плотно-
сти в присутствии жирной кислоты (рис . 3, б) . 
Это позволяет перейти от использования им-
портного спектрофотометра Specord uv-vis  
к однолучевому отечественному спектрофото-
метру Solar PV 1251 C – традиционному при-
бору клинических диагностических лаборато-
рий для выявления образования супрамолеку-
лярного комплекса Hb с ЖК .

Проведенные патоморфологические иссле-
дования свидетельствовали о поэтапном раз-
витии ОНП подобно происходящему в орга-
низме больного человека: отек, инфильтрация, 
некроз (рис . 4) .

Увеличение по сравнению с контролем 
(рис . 5, столбик 1) активности ФЛА2 в крови 
крыс после лапаротомии (рис . 5, столбик 2), 
дальнейшее ее повышение при развитии ОНП 
(рис . 5, столбик 3) и снижение до исходных ве-
личин при действии лекарственных средств 
(рис . 5, столбики 4–6) обнаружили полное со-
ответствие динамики изменения активности 
ФЛА2 морфологической картине развития па-
тологии ПЖ (рис . 4) и ее лечения [1] .

Исследование активности ФЛА2 показало, 
что, в среднем, статистически достоверная  
(p < 0,05) активация ФЛА2 наблюдается на 
первые (47,7 МЕ/л) и вторые (53,4 МЕ/л) сутки 
после моделирования ОП при контрольных 
значениях – 15,2 МЕ/л . Сыворотка крови отдельных особей характеризовалась максимальным 
увеличением активности ФЛА2 на вторые сутки до 97,4 МЕ/л, что соответствовало данным об 
увеличении в 2–20 раз активности панкреатической ФЛА2 в крови крыс с экспериментальным 
ОП [11] .

Рис . 2 . Зависимость ΔD дифференциального спектра ге-
моглобина от концентрации жирной кислоты . Условия 
реакции: [ФХ] = 0,1 мМ, [ДОХ] = 0,3 мМ, [Hb] = 5 мкМ, 
[Ca+2] = 1 мМ, t = 37 °C (а); «голубой сдвиг» (б) экстремума  
и увеличение интенсивности разностного спектра Hb в об-
ласти полосы Соре при встраивании в межфазную по-
верхность смеси жирных кислот (ЖК = 60 % ОК + 40 % ПК, 
моль/моль) в соотношении, характерном для природного 

фосфатидилхолина (ФХ) яичного желтка

Рис . 3 . Изменение интенсивности поглощения гемоглобина в области минимума (403 нм, а) и максимума (423 нм, б) 
дифференциального спектра под влиянием ФХ и продуктов его ферментативного гидролиза, измеренных на одно-

лучевом отечественном спектрофотометре Solar PV 1251 C
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Полученные результаты позволили установить существенную особенность динамики изме-
нения активности ФЛА2, кардинально отличающую таковую от динамики изменения показате-
лей других общепринятых лабораторных тестов диагностики острого панкреатита [1] и служа-
щую научным обоснованием использования теста определения активности ФЛА2 для выявления 
процессов деструкции в поджелудочной железе. Панкреатическая ФЛА2 как фермент, гидроли-
зующий фосфолипиды – основную составляющую биологической мембраны, при гиперактива-
ции отражает поражение мембран клеток, вызванное некробиотическим процессом, тогда как 
все остальные ферментативные (и многие неферментативные) тесты – преимущественно общий 
отклик организма на развитие воспалительного процесса в поджелудочной железе [1] . В пользу 
данного объяснения свидетельствует и то, что положительный лечебный эффект оказали те ис-
пытанные в ходе настоящей работы лекарственные препараты, под влиянием которых у живот-
ных не наблюдалось увеличения активности ФЛА2 (рис . 5, столбики 4–6) в динамике развития 
некротизирующего панкреатита . Это служит научным обоснованием возможности дальнейшего 
использования в медицинской практике нового метода диагностики панкреатита – определения 
активности ФЛА2, оказавшей выраженный эффект в опытах на животных .

Заключение. Результаты экспериментальных исследований показали реальную возмож-
ность использования разработанной тест-системы определения активности ФЛА2, реализуемого 
с применением созданного набора реагентов ФЛА2-ФОА, в клинико-лабораторной практике  
в процессе дифференциальной диагностики тяжелых форм некротизирующего панкреатита в ка-
честве информативного лабораторного теста . 

Уникальный принцип работы набора реагентов ФЛА2-ФОА – развитие дифференциального 
спектра гемоглобина в диапазоне волн 403–423 нм, возникающего при образовании его супрамо-

Рис . 4 . Морфологическая картина неизмененной ПЖ (а); после лигирования билиопанкреатического протока: через 
сутки (б) и трое суток (в) . Имеется интерстициальный отек, лейкоцитарная инфильтрация, нарушение кровоснабже-

ния . Окраска гематоксилином и эозином . Увеличение 200

Рис . 5 . а – Активность ФЛА2 в сыворотке крови крыс: интактные животные (1); в день лапаратомиии (2); эксперимен-
тальный панкреатит (3); после лечения ксефокамом (4); лизином-эсцинатом (5); лейкоцимом (6) . Представлены сред-

ние данные за трое суток . Изменения достоверны по отношению к контролю (p < 0,05); 
б – Дифференциальные спектры, полученные для интактных животных (1), животных с экспериментальным пан-
креатитом (2) и после лечения ксефокамом (3) . Условия реакции: [ДМФХ] = 0,039 мМ,  [ДОХ] = 0,136 мМ,  [Hb] = 5 мкМ, 

[Ca+2] = 1 мМ, 10 мкл сыворотки крови крыс/мл реакционной смеси, время реакции 100 мин,  t = 37 °C



лекулярного комплекса с жирными кислотами, отщепляемыми под действием ФЛА2 от субстра-
та (мицеллы димиристоилфосфатидилхолина и дезоксихолата натрия), позволяет регистриро-
вать спектральные изменения не только на двулучевом приборе Specord uv-vis, но и адекватно 
при одной длине волны 423 нм в области максимума на однолучевом спектрофотометре Solar 
отечественного производства, что значительно облегчит проведение биохимического анализа  
и обеспечит раннюю диагностику ОП . 
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