
21

ВЕСТНИК ВИТЕБСКОГО ГОСУДАРСТВЕННОГО МЕДИЦИНСКОГО УНИВЕРСИТЕТА, 2016, ТОМ 15, №6

©  БУРДАШКИНА К.Г., БЫЧКО Г.Н., КИРКОВСКИЙ В.В., РИНЕЙСКАЯ О.Н., 2016

DOI: https://doi.org/10.22263/2312-4156.2016.6.21

ПРОДУКТЫ  ОГРАНИЧЕННОГО  ПРОТЕОЛИЗА:  

ПОДХОДЫ  К  ОБНАРУЖЕНИЮ  И  ДИАГНОСТИЧЕСКИЕ  ВОЗМОЖНОСТИ  

В  ОЦЕНКЕ  ТЯЖЕСТИ  ПАТОЛОГИИ  ПРИ  ЭНДОГЕННОЙ  ИНТОКСИКАЦИИ 

БУРДАШКИНА К.Г., БЫЧКО Г.Н., КИРКОВСКИЙ В.В., РИНЕЙСКАЯ О.Н.

Белорусский государственный медицинский университет, г.Минск, Республика Беларусь

Вестник ВГМУ. – 2016. – Том 15, №6. – С. 21-27.

RESTRICTED PROTEOLYSIS PRODUCTS: APPROACHES TO THE DETECTION 

AND DIAGNOSTIC MEANS FOR THE EVALUATION OF THE PATHOLOGY SEVERITY 

IN ENDOGENOUS INTOXICATION

BURDASHKINA K.G., BYCHKO G.N., KIRKOVSKY V.V., RINEYSKAYA O.N.

Belarusian State Medical University, Minsk, Republic of Belarus

Vestnik VGMU. 2016;15(6):21-27.

Резюме.

Обзорная статья посвящена актуальной проблеме оценки тяжести течения патологического процесса при 
состояниях, сопровождаемых эндогенной интоксикацией. В статье рассмотрены различные методологи-
ческие подходы к определению среднемолекулярной пептидной фракции как основного маркера эндоток-
семии. Представлены современные данные количественного и качественного анализабелково-пептидных 
компонентов плазмы крови по гидрофильности/гидрофобности, особенности функционирования протеи-
назо-ингибиторной системы при различных типах патологии. Анализ характера молекулярно-массового 
распределения продуктов промежуточного белкового обмена позволит повысить степень надежности диа-
гностики патологического процесса и контроль эффективности проводимых детоксикационных меропри-
ятий.
Ключевые слова: продукты ограниченного протеолиза, протеиназо-ингибиторная система, эндогенная инток-

сикация.

Abstract.

The review article is devoted to the urgent problem of the evaluation of the pathological process course severity in 
conditions accompanied by endogenous intoxication.
Various methodological approaches to the middle molecular peptide fraction determination as the main marker of 
endotoxemia are considered in this article. Modern data on quantitative and qualitative analysis of protein-peptide 
components in blood plasma by hydrophilic/hydrophobic properties, the peculiarities of proteinase-inhibitor system 
functioning in different types of pathology are presented. The analysis of molecular weight distribution nature 
of the products of intermediate protein metabolism will enable the increase of the reliability of the pathological 
process diagnosis and detoxication measures effectiveness monitoring.
Key words: restricted proteolysis products, proteinase-inhibitor system, endogenous intoxication.

Основной причиной тяжелых воспали-
тельно–дегенеративных заболеваний являются 
достаточно однотипные метаболические нару-
шения. Одними из наиболее распространенных 
из них являются нарушения проницаемости ци-

топлазматических и базальных мембран, приво-
дящие к нелимитированной активации проте-
олитической системы. При этом в жидкостных 
средах и тканях организма в нефизиологических 
концентрациях накапливаются промежуточные 
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и конечные продукты нарушенного белкового 
обмена, способные оказывать токсическое вли-
яние на функции различных органов и систем [1, 
2, 3].

Среди широкого круга метаболитов, 
вызывающих повреждающее действие на ор-
ганизм, особое внимание привлекает класс 
среднемолекулярных пептидов (СМП) – про-
дуктов ограниченного протеолиза, так называ-
емых «средних молекул» [3, 4]. Они обладают 
выраженными патобиологическими и патофи-
зиологическими эффектами, которые  прояв-
ляются на молекулярном, клеточном и систем-
ном уровнях. В связи с тем, что подавляющее 
большинство описанных случаев обнаружения 
в плазме крови СМП относится к различного 
рода нефропатиям, в доступной нам литерату-
ре часто употребляются также термины «уре-
мические пептиды» или «уремические токсины 
пептидной природы» [4]. 

С развитием «гипотезы средних молекул», 
разработанной Babb и Scribner  в начале 1970-х, 
молекулярная масса стала основным критерием, 
характеризующим обширную группу недиффе-
ренцированных соединений. Так, первоначаль-
но термин «средние молекулы» был предложен 
для компонентов плазмы крови с молекулярной 
массой 300-5000 Дальтон (Да) [5]. 

В настоящее время с применением со-
временных аналитических технологий стало 
возможным классифицировать уремические 
токсины с учетом физико-химических характе-
ристик, включающих не только молекулярную 
массу, но и полярность, связывание с белками, 
химическую структуру. Таким образом, были 
выделены: свободные гидрофильные низко-
молекулярные соединения (ММ<500Да); ги-
дрофильные низкомолекулярные, связанные с 
белками (в большинстве своем также с ММ < 
500Да); среднемолекулярные, не связанные с 
белками (500<ММ<3000-12000Да) и высокомо-
лекулярные (ММ>12000 Да) соединения [6].

Дисбаланс функционирования протеи-
назо-ингибиторной системы характерен для 
многих тяжелых заболеваний [7, 8, 9]. При этом 
эффективная нейтрализация гиперактивирован-
ных протеолитических ферментов за счет по-
тенциала эндогенных ингибиторов оказывается 
недостаточной. В этом случае метаболические 
реакции обмена веществ приобретают резко вы-
раженный катаболический характер, а объек-
том для атаки гиперактивированных протеиназ 

становятся собственные белки организма, что и 
приводит к накоплению в жидкостных средах 
среднемолекулярных пептидных фракций. 

В настоящее время многими исследова-
телями признается, что процесс избыточного 
образования и накопления в организме СМП 
в концентрациях, превышающих физиологи-
ческие значения, во многом способствует раз-
витию симптоматики ЭИ, а степень увеличения 
уровня этих соединений при развертывании па-
тологического процесса является, таким обра-
зом, универсальным маркером интоксикации, 
реально отражающим состояние извращенного 
белкового метаболизма [10, 11, 12]. Патологи-
ческие сдвиги гемодинамики, ДВС–синдром, 
нефропатии, иммунодепрессии, энцефалопа-
тии – это далеко не полный перечень комплекса 
симптомов ЭИ, связанных с нарушением обме-
на веществ, опосредованных гиперактиваци-
ей протеолиза. Поэтому определение уровня 
СМП в жидкостных средах организма (плазма, 
сыворотка, лимфа, ликвор, моча) позволяет 
четко определить степень и выраженность ЭИ 
при широком круге патологических состояний 
и адекватно оценивать эффективность патоге-
нетической терапии и проводимых детоксика-
ционных процедур [13, 14].

В комплексной терапии критических со-
стояний, сопровождающихся ЭИ и часто ос-
ложненных полиорганной недостаточностью, 
крайне важна оперативная и объективная 
оценка состояния пациента. Это необходимо 
как для своевременного составления показаний 
для включения в терапию экстракорпоральных 
методов детоксикации и гемокоррекции (гемо-
сорбция, гемофильтрация, гемодиализ, плазма-
диализ, плазмаферез и т.д.), так и эффективно-
сти их осуществления [15, 16].

Вопросы методологии определения СМП 
в плазме и сыворотке крови не теряют актуаль-
ности и сегодня. Так, существует несколько ба-
зовых методов экспресс-диагностики уровня 
пептидемии и многочисленные их модифика-
ции, создаваемые с целью повышения точно-
сти, информативности и оперативности опре-
деления этого показателя [17, 18, 19]. 

Разработанный в 1985 году в лаборато-
рии под руководством Габриэлян Н.И. экс-
пресс-метод определения СМП основан на 
прямой спектрофотометрии депротеинизиро-
ванной трихлоруксусной кислотой (ТХУ) плаз-
мы крови при 254 нм. Однако к недостаткам 
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данного метода следует отнести то, что сама 
ТХУ имеет высокий коэффициент поглощения 
в УФ-области, перекрывающий диапазон де-
тектирования СМП; длина волны измерения 
254 нм не характерна для пептидной связи; в 
трихлоруксусном супернатанте помимо СМП 
содержится большое количество УФ-активных 
непептидных компонентов сыворотки и плаз-
мы крови и др. Эти обстоятельства существен-
но изменяют реальный уровень продуктов про-
межуточного обмена белков. 

В настоящее время разработаны много-
численные модификации этого метода, различа-
ющиеся типом используемых для депротеиниза-
ции плазмы кислот (ТХУ или хлорная кислота 
(HCIO4)) и их концентрацией (10%, 15%, 24% 
для ТХУ, 1,2N, 1,8N – для HCIO

4
 (где N – нор-

мальная концентрация в моль-экв./л)), длиной 
волны спектрофотометрического детектирова-
ния (210, 230, 254, 280 нм), степенью разведения 
образца в процессе осуществления этих методик. 
Вместе с тем, все эти модификации, как и базо-
вый метод, имеют один общий существенный 
недостаток – выражение конечного результата в 
условных единицах оптической плотности. При 
этом цифровые значения, выражающиеся в ус-
ловных единицах, даже в норме резко отличают-
ся друг от друга – 0,260 усл. ед. [17], 10,2 усл. ед. 
[19], 1,18 усл. ед. [21], 249 усл. ед. [22]. 

Естественно, столь значительный разброс 
величин тестируемого показателя приводит к 
низкой сопоставимости результатов получа-
емых в различных клинико-диагностических 
лабораториях и не позволяет создать единую 
унифицированную базу данных уровня пепти-
демии при патологических состояниях, сопро-
вождающихся симптоматикой ЭИ. 

Осаждение белков сильными кислотами 
(ТХУ, НCIО

4
) является классическим приемом 

депротеинизации биологических жидкостей. 
Вместе с тем при ряде остро развивающихся 
патологических состояний в плазме накаплива-
ется большое количество кислотоустойчивых 
соединений белковой природы (белки острой 
фазы воспаления), не осаждаемых кислотами 
[18, 23]. Присутствие их в супернатанте суще-
ственно искажает результат определения пеп-
тидных компонентов. И если для ТХУ, имеется 
существенное препятствие по использованию 
в качестве осадителя белков в силу ее высокой 
оптической активности в УФ-области, харак-
терной для пептидной связи, то хлорная кисло-

та лишена этого недостатка. 
В 1991 г. был разработан метод определе-

ния СМП [23], сочетающий в себе прием осаж-
дения белков хлорной кислотой и доосаждение 
кислотостабильных компонентов этиловым 
спиртом, позволяющий депротеинизировать 
плазму или сыворотку для последующего спек-
трофотометрического детектирования при дли-
не волны 210 нм, максимально приближенной к 
поглощению пептидной связи. Данный подход 
также позволяет оценивать уровень СМП коли-
чественно в отличие от многих иных приемов 
и их модификаций, характеризующих данный 
показатель в условных величинах – единицах 
оптической плотности (ед. ОП). Вместе с тем, 
несмотря на высокую точность, воспроизводи-
мость, количественное выражение конечного 
результата, эта методика достаточно длитель-
на, что делает этот метод приемлемым для на-
учных исследований и мало пригодным для 
экспресс-диагностики.

Необходимо также учитывать то об-
стоятельство, что современная диагностика 
неотложных состояний проводится на стан-
дартизованном лабораторном оборудовании 
с использованием приемов, не занимающих 
много времени и требующих минимального 
объема биологического образца. Так, наилуч-
шее разрешение пептидных фракций обеспечи-
вают хроматографические методы разделения 
(газовая и высокоэффективная жидкостная 
хроматография) и капиллярный электрофорез 
[24]. Газовая хроматография не пригодна для 
количественного анализа средних и длинных 
пептидов, а капиллярный электрофорез не мо-
жет обеспечить воспроизводимость разделения 
при рутинном анализе. Эффективное разреше-
ние достигается также при использовании вы-
сокоэффективной жидкостной хроматографии, 
которая лишена перечисленных выше недо-
статков. Наиболее распространенными типами 
жидкостной хроматографии являются обра-
щенно-фазная [25], где в качестве неподвижной 
фазы используют углеродную цепь различной 
длины, прикрепленной к сферическому носите-
лю размером, как правило, в 3–5 мкм, и гель-
хроматография на носителях типа сефадекс [26].

С развитием аналитических технологий в 
биохимии набирают обороты так называемые 
«омные тесты» [27]. Наступление «постгеном-
ной эры» ознаменовало выяснение того, как ге-
нетическая информация реализуется на других 
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уровнях организации биологического объекта – 
транскриптомном, протеомном, метаболомном, 
и, в конечном счете, проявляется в фенотипе че-
ловека и его здоровье. Так, протеомика изучает 
белковый состав биологических объектов, а так-
же модификации и структурно-функциональные 
свойства белковых молекул, а метаболомика – 
совокупность низкомолекулярных веществ, яв-
ляющихся субстратами, интермедиатами, про-
дуктами биохимических реакций [28]. 

Современная метаболомика наиболее пер-
спективна в плане клинического применения, 
так как характеризуется использованием мето-
дов, основанных на масс-спектрометрии, – мета-
болическом фингерпринтинге (классификация 
биопроб на основе паттернов, формируемых 
количественными характеристиками входящих 
в них метаболитов) и метаболическом профили-
ровании (исследуются не метаболиты в отдель-
ности, а группы метаболитов) [29]. Полученные 
в результате масс–спектры метаболитов под-
вергаются биоинформатизационной обработке 
и формируют базы данных, которые постоянно 
обновляются [30]. Однако вопросы применения 
метаболомных технологий в клинико-лабора-
торной диагностике в отечественной литературе 
не рассматривались в виду сложности техниче-
ской реализации и дорогостоящей технологии.

Следует особо отметить, что большинство 
фундаментальных исследований, касающихся 
разработки новых доступных методов количе-
ственного определения СМП в плазме крови 
при ЭИ, включали определение гидрофильной 
фракции. Вместе с тем установлено, что не менее 
важную роль в формировании патогенеза ряда 
заболеваний играют гидрофобные пептиды, 
которые сорбируются на цитоплазматических 
мембранах клеток и на поверхности транспорт-
ных белков плазмы крови [31]. К настоящему 
времени известно, что при ряде заболеваний бо-
лее выраженные токсичные свойства проявляет 
именно гидрофобная фракция СМП, благода-
ря своему высокому сродству к биологическим 
структурам [32]. Подтверждением накопления 
гидрофобных лигандов при ЭИ может служить 
снижение связывающей способности альбумина 
в плазме крови таких пациентов по отношению 
к гидрофобным красителям (нильский красный, 
8-анилинонафталин-1-сульфонат), что связано с 
уменьшением свободных центров сорбции белка 
[33, 34]. Так, методом флуоресцентного зондиро-
вания были показаны нарушения функциональ-

ных свойств альбумина в крови пациентов при 
артритах [35], дислипидемии [36] и другие. Од-
нако систематических исследований, связанных 
с разработкой и совершенствованием методов 
выделения, количественного и качественного 
анализа гидрофобных пептидов, образующихся 
в плазме у пациентов при ЭИ, на большом кли-
ническом материале не проводилось.

Как уже было сказано, при развитии син-
дрома ЭИ запускается механизм неконтроли-
руемой активации протеолиза с угнетением его 
естественных ингибиторов [37]. Однако сведе-
ния о содержании основных ингибиторов (α

1
-

антитрипсина, α
2
-макроглобулина) в плазме 

крови при различных патологических состояни-
ях разнонаправлены [38, 39]. Это свидетельствует 
о том, что механизм действия протеиназо-инги-
биторной системы при ЭИ недостаточно изучен. 
Белковые молекулы подвергаются существен-
ным перестройкам в результате интенсификации 
протеолитических процессов, комплексообразо-
ваний фермент-субстрат и фермент-ингибитор, 
что должно отразиться на флуоресценции хро-
мофорных аминокислотных остатков реагирую-
щих веществ [40]. В этой связи не лишним будет 
исследовать корреляционные взаимосвязи меж-
ду содержанием и спектральными характеристи-
ками белково-пептидных компонентов и проте-
иназо-ингибиторной системой плазмы крови у 
пациентов при ЭИ. 

Заключение

Таким образом, для объективной характе-
ристики течения патологического процесса при 
ЭИ представляется важным параллельное изуче-
ние состояния баланса протеиназо-ингибитор-
ной системы и установление возможной взаи-
мосвязи между показателями протеолитической 
и ингибиторной активности и уровнем лиганди-
зации транспортных белков. Безусловно, оценка 
характера молекулярно-массового распределе-
ния белково-пептидных компонентов и уровня 
пептидемии как показателя степени эндотоксе-
мии при патологических состояниях, сопрово-
ждающихся тяжелыми нарушениями обменных 
процессов, высоко информативна не только в 
плане диагностики, но и позволяет адекватно 
оценивать эффективность проводимых детокси-
кационных мероприятий. В условиях интенсив-
ного развития новых аналитических технологий 
и инструментальных методов исполнения кли-
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нической лабораторной диагностики, представ-
ляется перспективным создание оперативного, 
сочетанного метода оценки тяжести патологи-
ческих состояний по изменению характера мо-
лекулярно-массового распределения белков и 
продуктов их ограниченного протеолиза, а так-
же определения соотношения гидрофобных и 
гидрофильных среднемолекулярных пептидных 
компонентов плазмы крови.
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