
22 

хода белково-пептидных компонентов. Определение уровня пептидов группы 
СМ в плазме позволяет точно отразить степень и выраженность эндогенной ин-
токсикации при различных острых и хронических патологических состояниях и 
адекватно оценивать эффективность лечения и проводимых детоксикационных 
мероприятий. При дальнейшем анализе ММР белков и продуктов их промежу-
точного обмена в плазме крови будет создана возможность объективной биохи-
мической оценки характера патологического процесса, динамики течения забо-
левания и его осложнений. 
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Бактериальные эндотоксины — липополисахариды (ЛПС) — составляют 
непременную часть среды обитания человека и животных, постоянно образуют-
ся нормальной микрофлорой кишечного тракта. Они участвуют в дифференци-
ровке различных клеток, например, иммунной системы, способны влиять на 
уровень и активность ферментов, вызывая значительные изменения метаболиз-
ма, процессов свертывания крови, активации комплемента и т. д. В случае разви-
тия патологического процесса и нарушении динамического равновесия между 
макро- и микроорганизмами, действие эндотоксина может приводить к тяжелым 
изменениям гемодинамики, включая шоковые состояния, значительно изменять 
температуру тела, вызывать адъювантный или иммуносупрессивный эффект, 
существенно влиять на резистентность к инфекциям и обеспечивать некроз опу-
холей. Присутствие ЛПС в парентеральных лекарственных препаратах и вакци-
нах создает опасность развития неблагоприятных реакций [1]. 

В этой связи количественная оценка уровня липополисахаридов имеет важ-
ное значение для разработки устройств, способных прочно связывать эти соеди-
нения, тем самым способствуя их элиминации из организма. 

Page 22 of 177



23 

В настоящее время для количественного определения ЛПС используют 
биологические, серологические и химические методы. Распространенный способ 
выявления ЛПС по его пирогенному действию на кроликов имеет ограничения, 
связанные с воспроизводимостью, трудоемкостью и стоимостью. В последние 
годы широко применяют тест с лизатом амебоцитов Limulus, который при ис-
пользовании коммерческих наборов прост и имеет высокую чувствительность. 
Однако его чувствительность не является абсолютной, а доступность ограничена 
стоимостью применяемых реагентов [2]. Серологическое определение ЛПС мо-
жет быть довольно чувствительным. Акция торможения пассивной гемагглюти-
нации выявляет 0,1–0,3 мкг/ мл, но отражает не общее содержание эндотоксина, 
а лишь одного из множества ЛПС, различающихся по своей серологической 
специфичности. 

Значительно более чувствительным и специфичным является определение 
ЛПС с карбоцианиновым красителем (КК), при котором взаимодействие КК с 
ЛПС приводит к появлению в его спектре дополнительного пика с максимумом 
поглощения в диапазоне 460–472 нм [3]. В то же время, взаимодействие с дру-
гими типами макромолекул (белками, полисахаридами и нуклеиновыми кисло-
тами) вызывает совершенно иные изменения спектра. На этой основе может 
быть разработан метод количественного колориметрического определения ЛПС 
в условиях, которые обеспечивают его максимальную чувствительность, специ-
фичность и воспроизводимость. 

Определение основано на спектральном сдвиге в кислом растворе катионно-
го карбоцианинового красителя. КК, максимально поглощая при 510 нм, претер-
певает спектральный сдвиг в сторону более длинных волн при взаимодействии с 
полианионами — протеинами, нуклеиновыми кислотами, кислыми полисахари-
дами. Спектральные сдвиги в коротковолновую область, происходят при взаи-
модействии КК с липополисахаридами за счет специфичного взаимодействия 
красителя с липидом А молекулы ЭТ. При взаимодействии красителя с очищен-
ными препаратами из E. coli интенсивность поглощения при 510 нм снижается, а в 
области 460–480 нм возникает симметричный пик с максимумом при 460–465 нм. 
Постановка реакции с ЛПС из других источников также сопровождается спек-
тральным сдвигом в коротковолновую область. Но положение адсорбционного 
максимума для каждого вида ЛПС будет несколько различаться. Метод чувстви-
телен в диапазоне концентраций липополисахаридов (различного происхожде-
ния и состава) — 1–10 мкг/мл [3, 4]. 

Целью работы явилось изучение возможности использования данного ме-
тода для определения удельной сорбционной емкости разработанного гемосор-
бента «Липосорб».  

В качестве модели использовали ЭТ E. coli следующих штаммов — 0,157:Н7 
(НИИЭиМ, РБ), 055:В5 (Fluka, USA), L-2880 (Sigma, USA), гидрогелевый гемо-
сорбент «Липосорб», карбоциониновый краситель (1-этил-2-[3-(1-этил-нафтол-
[1,2-d]-тиозалин-2-()-2 метил пропенил)нафтол-[1,2 d] тиазолин бромид («Мерк», 
США)). 

При количественном анализе ЛПС из различных источников, на первом эта-
пе проведения анализа необходимо установить максимум в спектре поглощения 
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комплекса КК + ЛПС. Учет реакции окрашивания в пиковой точке спектра обес-
печит более высокую чувствительность измерения, чем учет в другой его области. 

Как показали наши исследования, максимум спектральной кривой чистого 
карбоцианинового красителя приходится на 510 нм, а в комплексе с ЭТ из из  
E. coli 0157:Н7 (НИИЭиМ, РБ), и L-2880 (Sigma, USA) абсорбция сдвигается в 
коротковолновую область, максимально поглощая при 460 нм. 

Для подтверждения универсальности и воспроизводимости данного метода 
было проведено исследование специфичности связывания и спектральные сдви-
ги КК с очищенным ЭТ из E. coli О55:В5 (Sigma, USA). Оказалось, что спек-
тральное распределение комплекса КК с E. coli О55:В5 так же сдвигается в ко-
ротковолновую область, но максимум поглощения в этом случае регистрируется 
уже при 465 нм. 

В целях оценки эффективности предложенной методики было проведено 
определение сорбционной емкости разработанного в Республике Беларусь ЛПС-
сорбента («Липосорб»). Методика эксперимента состояла в следующем. 

Сорбент извлекался из корпуса массообменника, промывался 0,9 % раство-
ром натрия хлорида и измерялся его объем. Максимально удалялась промывная 
жидкость, гемосорбент подсушивался на фильтре. Готовился раствор эндоток-
сина E. coli 0157:Н7 в концентрации 10 мкг/мл. Подготовленный к работе сор-
бент (25,0 мл) смешивали с раствором E. coli 0157:Н7 (50,0 мл с концентрацией 
10 мкг/мл). Отбиралась проба соответствующая нулевой (сразу после смешива-
ния) и конечной точке инкубации. С каждой из отобранных проб ставили реак-
цию с КК. Сорбционная емкость сорбента рассчитывается по разности ОП460 ну-
левой точки инкубации и ОП460 спустя 60 мин экспозиции ЭТ + ЛПС-сорбент. 
По калибровочному графику находили концентрацию ЭТ, соответствующую 
разности ОП460 начальной и конечной точек инкубации и рассчитывают количе-
ство мкг ЭТ сорбированного на мл сорбента.  

Удельную сорбционную емкость биоспецифического полиакриламидного 
гидрогеля (УСЕ) рассчитывали по формуле: 

УСЕ (мкг/мл) = Сэт × Vэт/V, 
где Сэт — концентрация эндотоксина, связавшегося с биоспецифическим по-
лиакриламидным гелем; Vэт — объем рабочего раствора эндотоксина, равный  
50 мл; V — объем биоспецифического полиакриламидного геля, равный 25 мл. 

С применением данной методики была оценена сорбционная емкость не-
скольких серий гемосорбента «Липосорб», показавших, что данный сорбцион-
ный материал способен удерживать ЭТ из раствора до 8–10 мкг/мл геля. 

Взаимодействие карбоцианинового красителя с липополисахаридами из 
различных источников ведет к появлению адсорбционного максимума в области 
460–465 нм, точное положение которого зависит от природы липополисахарида. 
Применение данного метода позволяет с высокой точностью и воспроизводимо-
стью определять удельную сорбционную емкость разработанного в Белоруссии 
биоспецифического гидрогелевого сорбента «Липосорб». 
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При многих тяжелых патологических состояниях сопровождающихся 

симптоматикой эндогенной интоксикации кардинально нарушается состояние 
белкового гомеостаза. Обменные реакции приобретают резко выраженный ката-
болический характер, превалируя над анаболическим звеном, в жидкостных сре-
дах организма накапливаются аномально высокие количества продуктов ограни-
ченного протеолиза белка, так называемые «средние молекулы» (СМ) [1]. Они 
являются токсинами эндогенного происхождения, оказывая выраженное патоге-
нетическое воздействие на многие жизненно важные процессы организма. В пе-
риоперационном периоде трансплантации органов не редко возникает или  
сохраняются явления острой почечно-печеночной недостаточности и в этой си-
туации проведение продленной заместительной почечной терапии (ПЗПТ) явля-
ется методом выбора. Учитывая то обстоятельство, что уровень метаболитов, 
пептидов группы СМ у этих пациентов может достигать 3 и более граммов на 
литр, а объем ультрафильтрата (УФТ) при проведении ПЗПТ составляет не-
сколько десятков литров, суточные потери протеинов могут достигать 30–150 г. 
Этот факт требует особого внимания при проведении заместительной терапии. 

Целью данной работы явилось исследование эффективности просеивания 
мембранных фильтров Fresenius filter AV600S (с пределом пропускания молекул 
с Мw до 30 000 Д) используемых при проведении методики ПЗПТ методом ко-
лоночной гель-хроматографии. 

Оценку молекулярно-массового распределения белков и пептидов плазмы 
крови и УФТ пациентов при проведении ПЗПТ осуществляли, используя метод 
гель-хроматографии [1, 2] на носителях типа сефадекс G50 (Pharmacia, Швеция) [3]. 

Сефадекс G-50 Fine, подготавливали к работе согласно [3, 4], упаковывали 
в колонку размером 14 × 700 мм и уравновешивали элюирующим буфером 0,14 М 
NaCI или 0,13 М NaCI в 0,01 М трис НСI, рН 7,8. Образец плазмы перед нанесе-
нием на колонку разводили буфером для снижения вязкости, а УФТ уплотнялся 
сахарозой до конечной концентрации 0,2 % для увеличения его вязкости, что 
улучшает разделение, препятствуя «размыванию» пиков. Колонка перед началом 
работы калибровалась альбумином (Мw 69000 Д) и витамином В12 (Мw 1355 Д), 
в качестве контрольного образца использовали донорскую плазму (рис. 1). 
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