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Àëüáóìèí — îñíîâíîé áåëîê ïëàçìû, â êðîâè ïîäâåðæåí ðåàêöèÿì ãëèêèðîâàíèÿ è îêèñëåíèÿ. Ïðè ãëèêè-
ðîâàíèè ê îñòàòêàì ëèçèíà è àðãèíèíà ïðèñîåäèíÿþòñÿ îñòàòêè ãëþêîçû. Îêèñëåíèþ ïîäâåðæåíû êàê ðàç-
ëè÷íûå àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè â ìîëåêóëå àëüáóìèíà, òàê è ñâîáîäíàÿ SH-ãðóïïà â ïîëîæåíèè Cys 34. Ïðè
äèàáåòå ãëèêèðîâàíèå è îêèñëåíèå ìîëåêóëû àëüáóìèíà ïðîèñõîäèò â áîëüøåé ñòåïåíè, ÷åì â íîðìå. Â íà-
ñòîÿùåì èññëåäîâàíèè èçó÷àëè in vitro âëèÿíèå îêèñëåíèÿ SH-ãðóïï â ìîëåêóëå ÷åëîâå÷åñêîãî ñûâîðîòî÷íî-
ãî àëüáóìèíà (×ÑÀ) íà åãî ãëèêèðîâàíèå ïðè íîðìàëüíîé è âûñîêîé êîíöåíòðàöèÿõ ãëþêîçû (5 ìÌ è 50 ìÌ).
Âûÿñíèëè, ÷òî òóøåíèå ôëóîðåñöåíöèè òðèïòîôàíà ïðîèñõîäèò òîëüêî ïðè ñîäåðæàíèè êåòîàìèíà, õàðàê-
òåðíîì äëÿ õðîíè÷åñêîé ãèïåðãëèêåìèè (ñâûøå 0,4 Ì/Ì). Òàêæå îáíàðóæèëè, ÷òî àëüáóìèí ãëèêèðóåòñÿ
â áîëüøåé ñòåïåíè, åñëè òèîëîâûé ïóë àëüáóìèíà ñíèæåí, ò.å. SH-ãðóïïû ÷àñòè÷íî îêèñëåíû.
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Ââåäåíèå

Ìîëåêóëÿðíàÿ ìàññà àëüáóìèíà îêîëî 66 êÄà, êîíöåí-
òðàöèÿ â êðîâè îêîëî 600 ìêÌ (35—50 ìã/ìë), ÷òî ñîñòàâ-
ëÿåò áîëüøóþ ÷àñòü âñåõ ïëàçìåííûõ áåëêîâ (ïðèìåðíî
60%). Àëüáóìèí ïîääåðæèâàåò îíêîòè÷åñêîå äàâëåíèå è
pH, ñâÿçûâàåò è òðàíñïîðòèðóåò ýíäîãåííûå è ýêçîãåí-
íûå êîìïîíåíòû (èîíû ìåòàëëîâ, íåýòåðèôèöèðîâàííûå
æèðíûå êèñëîòû, áèëèðóáèí, ëåêàðñòâåííûå ïðåïàðàòû)
[5, 12]. Áëàãîäàðÿ íàëè÷èþ åäèíñòâåííîé ñâîáîäíîé
SÍ-ãðóïïû â ïîëîæåíèè Cys34 àëüáóìèí ÿâëÿåòñÿ àíòè-
îêñèäàíòîì è ôîðìèðóåò íàèáîëüøèé òèîëîâûé ïóë
â êðîâè [11]. Â ïëàçìå çäîðîâûõ âçðîñëûõ 70—80% àëüáó-
ìèíà ñîäåðæèò ñâîáîäíóþ ñóëüôãèäðèëüíóþ ãðóïïó è íà-
çûâàåòñÿ ìåðêàïòàëüáóìèíîì (human mercaptalbumin),
25% îñòàòêîâ öèòåèíà Cys34 ôîðìèðóþò äèñóëüôèäû
ñ äðóãèìè öèñòåèíàìè, ãëóòàòèîíîì èëè ãîìîöèñòåèíîì,
îáðàçóÿ íåìåðêàïòàëüáóìèí 1 (human nonmercaptalbu-
min 1). Ïðè îêèñëåíèè íåáîëüøîãî ïðîöåíòà îñòàòêà
Cys34 äî ñóëüôèíîâîé èëè ñóëüôîíîâîé êèñëîòíûõ ôîðì
îáðàçóåòñÿ íåìåðêàïòàëüáóìèí 2 (human nonmercaptalbu-
min 2) [8]. Ïðè ðàçâèòèè íåêîòîðûõ ïàòîëîãèé äîëÿ îêèñ-
ëåííûõ ôîðì óâåëè÷èâàåòñÿ [6].

Â êðîâîòîêå àëüáóìèí ïîäâåðãàåòñÿ ãëèêèðîâàíèþ è
îêèñëåíèþ. Íà ïåðâîé ñòàäèè íåôåðìåíòàòèâíîãî ãëèêè-
ðîâàíèÿ êàðáîêñèëüíàÿ ãðóïïà ãëþêîçû ïðèñîåäèíÿåòñÿ
ê ñâîáîäíîé �-àìèíîãðóïïå îñòàòêà ëèçèíà èëè àðãèíèíà
ñ îáðàçîâàíèåì îñíîâàíèÿ Øèôôà, çàòåì ïðîèñõîäèò ïå-
ðåãðóïïèðîâêà Àìàäîðè, ïðè êîòîðîé ÎÍ-ãðóïïà âî âòî-
ðîì ïîëîæåíèè îñòàòêà ñàõàðà îêèñëÿåòñÿ äî êåòîãðóïïû,
îáðàçóÿ êåòîàìèí, â ñâÿçè ñ ÷åì ñóììàðíàÿ ðåàêöèÿ íàçû-
âàåòñÿ «îêèñëèòåëüíûì ãëèêèðîâàíèåì». Êåòîàìèí (ò.å.
ãðóïïà -CO-CH2-NH-) êîëè÷åñòâåííî îïðåäåëÿåòñÿ öâåò-
íîé ðåàêöèåé ñ òåòðàçîëèåì íèòðîñèíèì [10]. Äàëåå èç
ïðîäóêòà Àìàäîðè ïóòåì îêèñëåíèÿ, ïîëèìåðèçàöèèè
è äð. ïðîèñõîäèò íåîáðàòèìîå îáðàçîâàíèå êîíå÷íûõ
ïðîäóêòîâ ãëèêèðîâàíèÿ (ÊÏÃ): N�-êàðáîêñèìåòèëëèçè-
íà, N�-êàðáîêñèýòèëëèçèíà, ïèððàëèíà, ïåíòîçèäèíà è
äð. [15]. ×åðåç ñïåöèôè÷åñêèå ðåöåïòîðû ÊÏÃ ìîãóò àê-
òèâèðîâàòü âîñïàëèòåëüíûé ïóòü ïåðåäà÷è ñèãíàëà, ÷òî
ïðèâîäèò ê ïîâûøåíèþ óðîâíÿ ïðîâîñïàëèòåëüíûõ öèòî-

êèíîâ [13] è ôîðìèðîâàíèþ òàêèõ ïàòîëîãèé, êàê äèàáå-
òè÷åñêàÿ íåôðîïàòèÿ, íåéðîïàòèÿ, ðåòèíîïàòèÿ, ðåâìà-
òîèäíûé àðòðèò, àòåðîñêëåðîç [3, 14].

Êîììåð÷åñêèå ïðåïàðàòû ×ÑÀ ðàçëè÷àþòñÿ ïî êîëè-
÷åñòâó àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ, ñòåïåíè ãëèêèðîâàíèÿ
è îêèñëåíèÿ. Òàê, ñîãëàñíî ðàáîòå [14], êîììåð÷åñêèé
àëüáóìèí èçíà÷àëüíî îêèñëåí, ò.å. ñîäåðæàíèå SH-ãðóïï
â íåì ñíèæåíî äî 40%.

Öåëüþ íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ áûëî èçó÷åíèå â
óñëîâèÿõ in vitro âëèÿíèÿ îêèñëåíèÿ àëüáóìèíà íà ïðî-
öåññ åãî ãëèêèðîâàíèÿ ïðè íîðìàëüíîé è ïîâûøåííîé
êîíöåíòðàöèÿõ ãëþêîçû (5ìÌ è 50 ìÌ). Äëÿ ýòîãî èñ-
ïîëüçîâàëè êîììåð÷åñêèé ×ÑÀ, â êîòîðîì SH-ãðóïïû
èçíà÷àëüíî áûëè ÷àñòè÷íî îêèñëåíû è òîò æå ×ÑÀ, â êî-
òîðîì SH-ãðóïïû áûëè âîññòàíîâëåíû äî íîðìàëüíûõ
ôèçèîëîãè÷åñêèõ çíà÷åíèé.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ×ÑÀ ñ ðàçëè÷íîé ñòåïåíüþ îêèñëåíèÿ èñ-
ïîëüçîâàëè:

1) èñõîäíûé êîììåð÷åñêèé ×ÑÀ, ñîäåðæàùèé 40%
ñóëüôîãðóïï (Sigma, ÑØÀ, A1653), äàëåå íàçûâàåìûé îê-

ñèàëüáóìèí;
2) ìåðêàïòàëüáóìèí, â êîòîðîì ñóëüôîãðóïïû áûëè

âîññòàíîâëåíû äî 70% èíêóáèðîâàíèåì ×ÑÀ (40 ìã/ìë)
ñ äèòèîòðåèòîëîì (3 ìÌ) 30 ìèí. ïðè 37°Ñ. Ïîñëå âîññòà-
íîâëåíèÿ ×ÑÀ äèòèîòðåèòîë óäàëÿëè äèàëèçîì ïðîòèâ
ôîñôàòíî-ñîëåâîãî áóôåðà);

3) ñóïåðîêñèàëüáóìèí, ñîäåðæàùèé 20% ñóëüôîãðóïï,
ïîëó÷åííûé ïðè îêèñëåíèè îêñèàëüáóìèíà ïåðìàíãàíà-
òîì êàëèÿ (1 ìÌ) â òå÷åíèå 72 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðà-
òóðå.

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ×ÑÀ ñ ðàçëè÷íîé ñòåïåíüþ ãëèêèðîâàíèÿ

èñïîëüçîâàëè îêñèàëüáóìèí è ìåðêàïòàëüáóìèí
(40 ìã/ìë), êîòîðûå èíêóáèðîâàëè ñ ãëþêîçîé (Cerestar
Iberica, Èñïàíèÿ) â êîíöåíòðàöèÿõ 0, 5 è 50 ìÌ â òå÷åíèå
3 íåäåëü â ôîñôàòíî-ñîëåâîì áóôåðå (1.47 ìÌ KH2PO4,
5,2 ìÌ Na2HPO4, 45 ìÌ NaCl, 2.7 ìÌ KCl, àçèä íàòðèÿ
0,05%; ðÍ 7.4) ïðè 37°Ñ. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ïðåïàðàòà áåëêà
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ñ âûñîêîé ñòåïåíüþ ãëèêèðîâàíèÿ îêñèàëüáóìèí
(20 ìã/ìë) èíêóáèðîâàëè ñ 1,6 Ì ãëþêîçîé â òåõ æå óñëî-
âèÿõ. Èç ðåàêöèîííîé ñìåñè ïîñëå èíêóáàöèè â òå÷åíèå
1, 2 è 3 íåäåëü îòáèðàëè àëèêâîòû è äèàëèçîâàëè ïðîòèâ
ôîñôàòíî-ñîëåâîãî áóôåðà â òå÷åíèå 12 ÷àñîâ, â òðåõ ñìå-
íàõ áóôåðà äëÿ óäàëåíèÿ íåñâÿçàâøåéñÿ ãëþêîçû. Ðàñòâî-
ðû õðàíèëè ïðè �70°Ñ.

Îïðåäåëåíèå êîëè÷åñòâà áåëêà, êåòîàìèíà, SH-ãðóïï è

êàðáîíèëüíûõ ãðóïï. Êåòîàìèí îïðåäåëÿëè êîëè÷åñòâåííî
ñ ïîìîùüþ êîëîðèìåòðè÷åñêîãî ìåòîäà ñ èñïîëüçîâàíè-
åì òåòðàçîëèÿ íèòðîñèíåãî [10], êàëèáðîâî÷íóþ êðèâóþ
ñòðîèëè ñ ïîìîùüþ êàëèáðàòîðà êåòîàìèíà (ïîëèëèçèí
ñ èçâåñòíûì ñîäåðæàíèåì êåòîàìèíà) èç êîììåð÷åñêîãî
íàáîðà (Sentinel, Èòàëèÿ). Êîëè÷åñòâî SÍ-ãðóïï îïðåäå-
ëÿëè ñ ïîìîùüþ ðåàêòèâà Ýëëìàíà (5,5’-äèòèîáèñ-(2-íè-
òðîáåíçîéíîé êèñëîòû)) ïî ìåòîäó [4]. Êàðáîíèëüíûå
ïðîèçâîäíûå îïðåäåëÿëè ïî ìåòîäó [9] ñ ïîìîùüþ 2,4-äè-
íèòðîôåíèëãèäðàçèíà. Êîëè÷åñòâî áåëêà îïðåäåëÿëè ìå-
òîäîì Áðåäôîðäà [2] è ïî îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ïðè
� = 280 íì. Êîýôôèöèåíò ýêñòèíêöèè èñïîëüçîâàëè
	 = 34445 Ì�1ñì�1. Îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü èçìåðÿëè íà
ïëàíøåòíîì ðèäåðå «Anthos 2010» (Àâñòðèÿ) è íà ñïåê-
òðîôîòîìåòðå «Carry» (ÑØÀ).

Ñïåêòð ôëóîðåñöåíöèè ×ÑÀ è åãî ãëèêèðîâàííûõ ôîðì
îïðåäåëÿëè íà ôëóîðèìåòðå (Varian Cary Eclipse, ÑØÀ)
ïðè �âîçáóæäåíèÿ = 285, �èñïóñêàíèÿ = 290-500 íì; êîíöåíò-
ðàöèÿ áåëêà âî âñåõ îáðàçöàõ áûëà îäèíàêîâà — 2 ìã/ìë.

Àíàëèç ðàçëè÷íûõ ïðåïàðàòîâ ×ÑÀ ñ ïîìîùüþ ÂÝÆÕ.

Èîíîîáìåííóþ õðîìàòîãðàôèþ àëüáóìèíà ïðîâîäèëè íà
õðîìàòîãðàôå Varian (ÑØÀ) c àíèîíîîáìåííîé êîëîíêîé
Mini Q 4.6/50 PE (GE Healthcare Øâåéöàðèÿ). Â êà÷åñòâå
ïîäâèæíîé ôàçû À èñïîëüçîâàëè áóôåð, ñîäåðæàùèé
0,04 Ì ôîñôîðíîé êèñëîòû è 0,04 Ì óêñóñíîé êèñëîòû
â ñîîòíîøåíèè 1:1. Äî pH 6,4 äîâîäèëè 25% àììèàêîì.
Ïîäâèæíàÿ ôàçà Â ñîäåðæàëà ýòîò áóôåð è 1,0 Ì NaCl.
Ãðàäèåíò 1 Ì NaCl ïî áóôåðó À: 1 ìèí — 100%, 2 ìèí —
99,5%, 3 ìèí — 99,5%, 4 ìèí — 95%, 6 ìèí — 95%,
6,5 ìèí — 90%, 8 ìèí — 90%, 8,5 ìèí — 80%, 9,5 ìèí —
80%, 11 ìèí — 50%, 11,5 ìèí — 50%, 12,5 ìèí — 0%,
4 ìèí — 0%. Ñêîðîñòü ïîòîêà 1,5 ìë/ìèí. Áåëîê ðåãèñò-
ðèðîâàëè ïî ôëóîðåñöåíöèè ïðè �âîçáóæäåíèÿ = 285 íì è
�èñïóñêàíèÿ = 340 íì è ïî ïîãëîùåíèþ ïðè � = 280 íì.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Äëÿ òîãî ÷òîáû îöåíèòü âëèÿíèå òèîëîâîãî ïóëà àëü-
áóìèíà íà ñòåïåíü åãî ãëèêèðîâàíèÿ, ïðåïàðàòû ×ÑÀ
ñ ðàçëè÷íîé ñòåïåíüþ îêèñëåíèÿ SH-ãðóïï èíêóáèðîâàëè
ñ ãëþêîçîé. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè îêñèàëüáóìèí, ñîäåð-
æàùèé 0,4 Ì SH-ãðóïï íà 1 ìîëåêóëó áåëêà è ìåðêàïòà-

ëüáóìèí, òèîëîâûé ïóë êîòîðîãî ñîñòàâèë 0,67 ± 0,1 Ì
SH-ãðóïï íà 1 ìîëåêóëó áåëêà (äàëåå Ì/Ì), ÷òî ñîîòâåò-
ñòâóåò íîðìå äëÿ çäîðîâîãî ÷åëîâåêà [11]. Äàííûå ïðåïà-
ðàòû èíêóáèðîâàëè áåç ãëþêîçû èëè ñ ãëþêîçîé â êîí-
öåíòðàöèÿõ 5 è 50 ìÌ â òå÷åíèå 1, 2 è 3 íåäåëü (÷òî ñîîò-
âåòñòâóåò áèîëîãè÷åñêîé æèçíè àëüáóìèíà), ïîñëå ÷åãî
â áåëêå îïðåäåëÿëè ñîäåðæàíèå SH-, êàðáîíèëüíûõ ãðóïï
è êåòîàìèíà. Êàê ñëåäóåò èç äàííûõ, ïðåäñòàâëåííûõ
â òàáëèöå, ñîäåðæàíèå òèîëîâûõ è êàðáîíèëüíûõ ãðóïï
íà 1 ìîëåêóëó áåëêà â îáîèõ ïðåïàðàòàõ íå ïðåòåðïåâàëî
çàìåòíûõ äîñòîâåðíûõ èçìåíåíèé. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòà-
òû ïîçâîëÿþò ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî îêèñëèòåëüíîé
«ìîùè» ãëþêîçû ïðè äàííûõ óñëîâèÿõ íåäîñòàòî÷íî äëÿ
èçìåíåíèÿ ýòèõ ïîêàçàòåëåé.

Ïðè îïðåäåëåíèè êåòîàìèíà óñòàíîâèëè, ÷òî èíêóáàöèÿ
êàê îêñèàëüáóìèíà, òàê è ìåðêàïòàëüáóìèíà â ïðèñóòñòâèè
íîðìàëüíîãî óðîâíÿ ãëþêîçû (5,0 ìÌ) íå ïðèâîäèò ê óâåëè-
÷åíèþ ñîäåðæàíèÿ êåòîàìèíà. Ñòîèò îòìåòèòü, ÷òî èñõîä-
íûé êîììåð÷åñêèé ïðåïàðàò (îêñèàëüáóìèí) èçíà÷àëüíî óæå
áûë ãëèêèðîâàí, òàê êàê ñîäåðæàë îêîëî 0,2 Ì/Ì êåòîàìè-
íà, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè ëèòåðàòóðû î êîëè÷åñòâå êåòî-
àìèíà â àëüáóìèíå â íîðìå [7]. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî íà
íà÷àëüíîì ýòàïå ãëèêèðîâàíèÿ, êîòîðûé ïðîèñõîäèò â êðî-
âîòîêå ïðè íîðìàëüíîì ñîäåðæàíèè ãëþêîçû, çàäåéñòâîâà-
íû íàèáîëåå ýôôåêòèâíûå ñàéòû ñâÿçûâàíèÿ îñòàòêîâ àìè-
íîêèñëîò ñ ãëþêîçîé è äàëüíåéøåãî ñâÿçûâàíèÿ ïðè ýòîé
êîíöåíòðàöèè ãëþêîçû íå ïðîèñõîäèò. Åñëè ó÷åñòü, ÷òî
â ìîëåêóëå àëüáóìèíà ñîäåðæèòñÿ 59 îñòàòêîâ ëèçèíà è 24 —
àðãèíèíà, òî ñîäåðæàíèå 0,2 ìîëåêóë êåòîàìèíà íà ìîëåêóëó
âûäåëåííîãî èç ïëàçìû êðîâè áåëêà ãîâîðèò î òîì, ÷òî
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Ïðåïàðàò Óñëîâèÿ ãëèêèðîâàíèÿ
(êîíöåíòðàöèÿ ãëþêîçû)

SH-ãðóïïû, Ì/Ì áåëêà.
Âðåìÿ èíêóáàöèè (íåäåëè)

Êàðáîíèëüíûå ãðóïïû, Ì/Ì áåëêà.
Âðåìÿ èíêóáàöèè (íåäåëè)

1 2 3 1 2 3

Îêñèàëüáóìèí 0 ìÌ
5 ìÌ
50 ìÌ

0,28
0,30
0,31

0,23
0,28
0,34

0,12
0,25
0,28

0,22
0,26
0,23

0,21
0,29
0,31

0,19
0,25
0,16

Ìåðêàïòàëüáóìèí 0 ìÌ
5 ìÌ
50 ìÌ

0,54
0,78
0,68

0,74
0,89
0,79

0,62
0,69
0,70

0,28
0,27
0,24

0,27
0,25
0,21

0,22
0,24
0,18

Ðèñ. 1. Ñîäåðæàíèå êåòàìèíà ïðè èíêóáàöèè àëüáóìèíà ñ ãëþêîçîé âî

âðåìåíè â çàâèñèìîñòè îò îêèñëåíèÿ SH-ãðóïï: 1, 2 — îêñèàëüáóìèí è
ìåðêàïòàëüáóìèí ñîîòâåòñòâåííî, èíêóáèðîâàííûå ñ 50 ìÌ ãëþêîçû;

3, 4 — ìåðêàïòàëüáóìèí è îêñèàëüáóìèí, èíêóáèðîâàííûå ñ 5,0 ìÌ
ãëþêîçû.



â íîðìàëüíûõ óñëîâèÿõ î÷åíü íåáîëüøàÿ ÷àñòü âîçìîæíûõ
ìåñò ñâÿçûâàíèÿ çàíÿòà ãëþêîçîé.

Îäíàêî â ïðèñóòñòâèè ïîâûøåííîãî ñîäåðæàíèÿ ãëþ-
êîçû (50 ìÌ) ñîäåðæàíèå êåòîàìèíà âîçðàñòàåò âî âðåìå-
íè, ïðè÷¸ì â ñîñòàâå îêñèàëüáóìèíà îáíàðóæèâàåòñÿ
áîëüøåå êîëè÷åñòâî êåòîàìèíà íà ïðîòÿæåíèè âñåé èíêó-
áàöèè, ÷åì â ìåðêàïòàëüáóìèíå: â ïåðâîì ñëó÷àå ñîäåð-
æàíèå êåòîàìèíà âîçðàñòàåò ñ 0,5 Ì/Ì äî 1,1 Ì/Ì, à âî
âòîðîì — ñ 0,2 Ì/Ì äî 0,5 Ì/Ì. Íàãëÿäíî èçìåíåíèå ñî-
äåðæàíèÿ êåòîàìèíà ïîêàçàíî íà ðèñ. 1.

×òîáû îöåíèòü èçìåíåíèÿ â ñòðóêòóðå àëüáóìèíà ïðè
ãëèêèðîâàíèè â íîðìàëüíûõ è ãèïåðãëèêåìè÷åñêèõ óñëî-
âèÿõ, èçó÷àëè ñïåöèôè÷åñêóþ ôëóîðåñöåíöèþ îêñè- è
ìåðêàïòàëüáóìèíà, èíêóáèðîâàííûõ â ïðèñóòñòâèè 5 ìÌ
è 50 ìÌ ãëþêîçû. Ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè áåëêîâ, èíêó-
áèðîâàííûõ ñ ãëþêîçîé â òå÷åíèå 3 íåäåëü, ïîêàçàíû íà
ðèñ. 2. Ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè áåëêîâ, èíêóáèðîâàííûõ
ñ ãëþêîçîé â òå÷åíèå 1 è 2 íåäåëü, íà ðèñóíêå íå ïðåä-
ñòàâëåíû, òàê êàê èíêóáèðîâàíèå ýòèõ ïðåïàðàòîâ íå îêà-
çàëî ñóùåñòâåííîãî âëèÿíèÿ íà èõ ôëóîðåñöåíöèþ. Êîí-
òðîëåì ñëóæèë êîììåð÷åñêèé ïðåïàðàò àëüáóìèíà (îêñè-
àëüáóìèí), êîòîðûé ðàñòâîðÿëè â ôîñôàòíî-ñîëåâîì áó-
ôåðå íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä ýêñïåðèìåíòîì.

Âèäíî, ÷òî íà 3-é íåäåëå èíêóáàöèè áåëêà áåç ãëþêî-
çû ïðîèñõîäèò íåçíà÷èòåëüíîå ñíèæåíèå èíòåíñèâíîñòè

ôëóîðåñöåíöèè îêñèàëüáóìèíà, â òî âðåìÿ êàê èíòåíñèâ-
íîñòü ôëóîðåñöåíöèè ìåðêàïòàëüáóìèíà îñòàåòñÿ áåç êà-
êèõ-ëèáî èçìåíåíèé. Áîëåå çíà÷èìîå ðàçëè÷èå íàáëþäà-
åòñÿ ïðè èíêóáàöèè îêèñëåííîãî áåëêà â ïðèñóòñòâèè 5 è
50 ìÌ ãëþêîçû.

Ïðè ñîïîñòàâëåíèè äàííûõ ïî ñîäåðæàíèþ êåòîàìèíà è
èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè òîãî æå îáðàçöà ×ÑÀ ìîæíî
ñäåëàòü âûâîä, ÷òî ïðèñóòñòâèå 0,2—0,4 ìîëåêóë êåòîàìèíà
íà ìîëåêóëó áåëêà íå îêàçûâàåò âëèÿíèÿ íà åãî ñòðóêòóð-
íóþ îðãàíèçàöèþ, à ïðè íàëè÷èè â ìîëåêóëå áåëêà áîëüøå-
ãî êîëè÷åñòâà êåòîàìèíà (ñâûøå 0,4 ìîëåêóë íà ìîëåêóëó
áåëêà) ïðîèñõîäèò ñíèæåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåí-
öèè. Âîçìîæíî, ïðè òàêîì êîëè÷åñòâå îñòàòêîâ ãëþêîçû
â ìîëåêóëå áåëêà ñíèæåíèå ñóììàðíîãî ïîëîæèòåëüíîãî çà-
ðÿäà íà �-àìèíîãðóïïå ïðèâîäèò ê óìåíüøåíèþ ñîäåðæà-
íèÿ àëüôà-ñïèðàëåé â áåëêå, ÷òî îáóñëîâëèâàåò óâåëè÷åíèå
ïîëÿðíîñòè îêðóæåíèÿ òðèïòîôàíà, ðåãèñòðèðóåìîãî ïî
ñíèæåíèþ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî
â èñõîäíîì êîììåð÷åñêîì ïðåïàðàòå àëüáóìèíà SH-ãðóï-
ïû ÷àñòè÷íî îêèñëåíû è ñîäåðæèòñÿ êåòîàìèí. Äëÿ õà-
ðàêòåðèñòèêè êîììåð÷åñêîãî ×ÑÀ áûëà ïðèìåíåíà àíèî-
íîîáìåííàÿ õðîìàòîãðàôèÿ. Ðàíåå Hayashi Ò. áûëà ïðåä-
ëîæåíà ìåòîäèêà ðàçäåëåíèÿ ×ÑÀ íà ôðàêöèè, ñîäåðæà-
ùèå SH-ãðóïïû, è ôðàêöèè, ñîäåðæàùèå S-S ñâÿçè è ïðî-
èçâîäíûå ñóëüôîêèñëîò (-SOnH), ñ ïîìîùüþ èîíîîáìåí-
íîé õðîìàòîãðàôèè â ãðàäèåíòå ýòàíîëà [8]. Íàìè áûëà
ðàçðàáîòàíà ìåòîäèêà, îòëè÷àþùàÿñÿ òèïîì êîëîíêè è
ñîñòàâîì ïîäâèæíîé ôàçû.

Äëÿ îöåíêè âëèÿíèÿ ñòåïåíè îêèñëåíèÿ ×ÑÀ íà åãî
ðàçäåëåíèå ñ ïîìîùüþ àíèîíîîáìåííîé õðîìàòîãðàôèè
áûëè ïðîàíàëèçèðîâàíû ïðåïàðàòû ×ÑÀ ñ ðàçëè÷íîé ñòå-
ïåíüþ îêèñëåíèÿ SH-ãðóïï è îäèíàêîâîé ñòåïåíüþ ãëè-
êèðîâàíèÿ (âñå ïðåïàðàòû ñîäåðæàëè êåòîàìèí 0,2 Ì/Ì):

1. Ìåðêàïòàëüáóìèí (ñîäåðæèò 0,7 Ì/Ì SH-ãðóïï);
2. Îêñèàëüáóìèí (ñîäåðæèò 0,4 Ì/Ì SH-ãðóïï);
3. Ñóïåðîêñèàëüáóìèí (ñîäåðæèò 0,2 Ì/Ì SH-ãðóïï).
Íà ïîëó÷åííûõ õðîìàòîãðàììàõ (ôëóîðåñöåíòíàÿ äå-

òåêöèÿ) ïðèñóòñòâóþò äâà îñíîâíûõ ïèêà (I è II) ñ âðåìå-
íåì óäåðæèâàíèÿ 1—2 ìèí è 4—6 ìèí ñîîòâåòñòâåííî
(ðèñ. 3).

Â çàâèñèìîñòè îò ñòåïåíè îêèñëåíèÿ ñóëüôãèäðèëüíûõ
ãðóïï (ò.å. óìåíüøåíèÿ èõ êîëè÷åñòâà) óìåíüøàåòñÿ ïëî-
ùàäü ïåðâîãî ïèêà (AI) è, ñîîòâåòñòâåííî, âîçðàñòàåò ïëî-
ùàäü âòîðîãî ïèêà (AII). Ïîëó÷åííûé ðåçóëüòàò ïîçâîëÿåò
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïåðâûé ïèê îòíîñèòñÿ ê âîññòàíîâëåí-
íîé ôîðìå àëüáóìèíà (ìåðêàïòàëüáóìèíó), à âòîðîé —
ê åãî îêèñëåííîé ôîðìå (íåìåðêàïòàëüáóìèíó).
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Ðèñ. 3. Àíèîíîîáìåííàÿ ÂÝÆÕ ïðåïàðàòîâ ×ÑÀ ñ ðàçëè÷íîé ñòåïåíüþ îêèñëåíèÿ è îäèíàêîâîé ñòåïåíüþ ãëèêèðîâàíèÿ (0,2 Ì/Ì):
À — ìåðêàïòàëüáóìèí; Á — îêñèàëüáóìèí; Â — ñóïåðîêñèàëüáóìèí; I, II — ïèêè, îòâå÷àþùèå çà «íîðìàëüíóþ» è «èçìåí¸ííóþ» ôîðìû ×ÑÀ ñîîò-
âåòñòâåííî.

Ðèñ. 2. Ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè èñõîäíîãî êîììåð÷åñêîãî ×ÑÀ (îê-
ñèàëüáóìèíà) è ïðåïàðàòîâ, èíêóáèðîâàííûõ 3 íåäåëè ñ ãëþêîçîé è
â åå îòñóòñòâèå:
0 — íå èíêóáèðîâàííûé îêñèàëüáóìèí (êîíòðîëü); 1, 2, 3 — ìåðêàï-
òàëüáóìèí, èíêóáèðîâàííûé ñ ãëþêîçîé â êîíöåíòðàöèÿõ 0, 5 è 50 ìÌ
ñîîòâåòñòâåííî; 4, 5, 6 — îêñèàëüáóìèí, èíêóáèðîâàííûé ñ ãëþêîçîé
(0, 5 è 50 ìÌ ñîîòâåòñòâåííî).



Äëÿ îöåíêè âëèÿíèÿ ñòåïåíè ãëèêèðîâàíèÿ ×ÑÀ íà åãî
ðàçäåëåíèå ñ ïîìîùüþ àíèîíîîáìåííîé õðîìàòîãðàôèè èñ-
ñëåäîâàëè äâà ïðåïàðàòà áåëêà, ñîäåðæàùèõ ðàçëè÷íîå êîëè-
÷åñòâî êåòîàìèíà (1,5 Ì/Ì è 20 Ì/Ì) è îäèíàêîâîå êîëè÷å-
ñòâî SH-ãðóïï (0,4 Ì/Ì). Èç õðîìàòîãðàìì, ïðåäñòàâëåííûõ
íà ðèñ. 4, âèäíî, ÷òî óâåëè÷åíèå ñîäåðæàíèÿ êåòîàìèíà
â ìîëåêóëå áåëêà ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ ïëîùàäè ïèêà, êî-
òîðûé ñîîòíîñèòñÿ ñ îêèñëåííîé ôîðìîé (ïèê II), â òî âðåìÿ
êàê ñîäåðæàíèå SH-ãðóïï îñòà¸òñÿ íåèçìåííûì.

Êàê óæå îòìå÷àëîñü âûøå, ãëèêèðîâàíèå ïðîòåêàåò
â îñíîâíîì ïî áîêîâûì NH2-ãðóïïàì îñòàòêîâ ëèçèíà è àð-
ãèíèíà. Ïðèñîåäèíåíèå ãèäðîôèëüíîãî îñòàòêà ãëþêîçû ïðè-
âîäèò ê èçìåíåíèþ ãèäðîôîáíî-ãèäðîôèëüíîãî áàëàíñà áåëêà
è ê óìåíüøåíèþ ÷èñëà ïîëîæèòåëüíûõ çàðÿäîâ. Ýòî âëèÿåò íà
ñêîðîñòü ïðîõîæäåíèÿ ÷åðåç àíèîíîîáìåííóþ êîëîíêó. Ñëå-
äîâàòåëüíî, ìåòîä àíèîíîîáìåííîé õðîìàòîãðàôèè ðàçäåëÿåò
íå òîëüêî áåëîê ñ ðàçëè÷íûì ñîäåðæàíèåì ñóëüôîãðóïï, íî è
ñ ðàçëè÷íûì ÷èñëîì çàðÿäîâ íà ìîëåêóëå, îáóñëîâëåííûõ íà-
ëè÷èåì ñâîáîäíûõ áîêîâûõ ãðóïï àìèíîêèñëîò.

Èòàê, ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ àíèîíîîáìåííîé õðîìà-
òîãðàôèè ïèêè I è II îòðàæàþò ãëèêî-îêèñëèòåëüíîå ñîñòî-
ÿíèå àëüáóìèíà, ïðè÷¸ì ïèê I ïðåäñòàâëÿåò «íîðìàëüíóþ»
ôîðìó àëüáóìèíà, à ïèê II — «èçìåí¸ííóþ». Èñõîäÿ èç ýòî-
ãî, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî êîýôôèöèåíò îòíîøåíèÿ
ïëîùàäåé ïèêîâ (AreaI/AreaII, èëè AI/AII) ìîæíî ðàññìàò-
ðèâàòü êàê ïàðàìåòð, îòðàæàþùèé ãëèêî-îêèñëèòåëüíîå ñî-
ñòîÿíèå àëüáóìèíà (ðèñ. 5). ×èñëîâûå çíà÷åíèÿ êîýôôèöè-
åíòà ÀI/ÀII ïðèâåäåíû â òåêñòå ïîäïèñè ê ðèñóíêó.

Èòàê, èç ðèñ. 5 âèäíî, ÷òî äëÿ ìåðêàïòàëüáóìèíà, ñî-
äåðæàùåãî íîðìàëüíûå êîëè÷åñòâà êåòîàìèíà è
SH-ãðóïï, êîýôôèöèåíò AI/AII èìååò ñàìîå âûñîêîå çíà-
÷åíèå — 4,7, à äëÿ ñóïåðîêñèàëüáóìèíà è ñèëüíîãëèêèðî-
âàííîãî àëüáóìèíà — ñàìûå íèçêèå — 0,5 è 0,06 ñîîòâåò-
ñòâåííî. Ïðè÷åì ïåðâûé ñîäåðæèò íîðìàëüíîå êîëè÷åñò-
âî êåòîàìèíà è î÷åíü íèçêîå — SH-ãðóïï, à âòîðîé — íå-
ôèçèîëîãè÷åñêîå êîëè÷åñòâî êåòîàìèíà (20 Ì/Ì) è êî-
ëè÷åñòâî SH-ãðóïï, âîçìîæíîå ïðè îêèñëèòåëüíîì ñòðåñ-
ñå. Òàêèì îáðàçîì, êîýôôèöèåíò AI/AII ïðåäñòàâëÿåò èí-
ôîðìàöèþ îá «îáùåì» ñîñòîÿíèè àëüáóìèíà, ïîäâåðæåí-
íîãî êàê îêèñëåíèþ, òàê è ãëèêèðîâàíèþ. Â ïåðñïåêòèâå
ýòî íàïðàâëåíèå ìîæåò áûòü ïðåäëîæåíî äëÿ êëèíè÷å-
ñêèõ èññëåäîâàíèé ñ öåëüþ îöåíêè ãëèêî-îêèñëèòåëüíîãî
ñîñòîÿíèÿ àëüáóìèíà ñûâîðîòêè êðîâè.

Ðàíåå â ëèòåðàòóðå áûëè îïèñàíû ðåçóëüòàòû èññëåäîâà-
íèé ñòðóêòóðû è ñâîéñòâ àëüáóìèíà ïðè îïðåäåëåííîé ñòå-
ïåíè ãëèêèðîâàíèÿ. Áûëî ïîêàçàíî ãîøåíèå ôëóîðåñöåí-
öèè òðèïòîôàíà Trp-214 è ñäâèã ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè
â ñèíþþ îáëàñòü. Ñ óâåëè÷åíèåì ñòåïåíè ãëèêèðîâàíèÿ
âîçðàñòàëî ñîäåðæàíèå êàðáîíèëüíûõ ãðóïï è â äâà ðàçà
ñíèæàëîñü êîëè÷åñòâî òèîëîâûõ (ñ 0,6 Ì/Ì äî 0,3 Ì/Ì),
ò.å. ïðîèñõîäèëî îêèñëåíèå ìîëåêóëû áåëêà. Îäíàêî ñëåäó-
åò îòìåòèòü, ÷òî îáñóæäàåìûå ðåçóëüòàòû îòíîñÿòñÿ ê áåëêó
ñ áîëüøèì êîëè÷åñòâîì êåòîàìèíà, ðàâíîì 5—12 Ì/Ì áåë-
êà [1, 12], â òî âðåìÿ êàê ó ëþäåé êàê â íîðìå, òàê è ïðè äèà-
áåòå ýòîò ïîêàçàòåëü çíà÷èòåëüíî íèæå. Òàê, ïðè âûäåëåíèè
àëüáóìèíà èç ñûâîðîòêè çäîðîâûõ äîíîðîâ ñ ïîìîùüþ ïî-
ëèýòèëåíãëèêîëÿ è îïðåäåëåíèè êåòîàìèíà ñ ïîìîùüþ
ÒÍÑ áûëè ïîëó÷åíû ðåôåðåíñíûå çíà÷åíèÿ 0,27—0,37 Ì
êåòîàìèíà íà 1 Ì áåëêà, à ó áîëüíûõ äèàáåòîì 0,5—0,8
Ì/Ì [10]. Â äàííîé ðàáîòå ó÷èòûâàëîñü, ÷òî äëÿ èçó÷åíèÿ
ñâîéñòâ àëüáóìèíà in vitro â óñëîâèÿõ ãëèêèðîâàíèÿ íåîáõî-
äèìî âîññòàíàâëèâàòü ñîäåðæàíèå SH-ãðóïï äî íîðìàëüíî-
ãî çíà÷åíèÿ (îêîëî 0,7 Ì/Ì).
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Ðèñ. 5. Îòíîøåíèå ïëîùàäåé ïèêîâ AI/AII, ïîëó÷åííûõ ïðè àíàëèçå
ðàçëè÷íûõ ïðåïàðàòîâ ×ÑÀ ìåòîäîì àíèîíîîáìåííîé ÂÝÆÕ:
×ÑÀ 1 — ìåðêàïòàëüáóìèí (êåòîàìèí 0,2 Ì/Ì, SH-ãðóïïû 0,7 Ì/Ì),
AI/AII = 4,70; ×ÑÀ 2 — îêñèàëüáóìèí (êîììåð÷åñêèé) (êåòîàìèí
0,2 Ì/Ì, SH-ãðóïïû 0,4 Ì/Ì), AI/AII = 3,00; ×ÑÀ 3 — ñóïåðîêñèàëüáó-
ìèí (êåòîàìèí 0,2 Ì/Ì, SH-ãðóïïû 0,2 Ì/Ì), AI/AII = 0,50; ×ÑÀ 4 —
ãëèêèðîâàííûé îêñèàëüáóìèí (êåòîàìèí 1,5 Ì/Ì, SH-ãðóïïû
0,4 Ì/Ì), AI/AII = 0,65; ×ÑÀ 5 — ãëèêèðîâàííûé îêñèàëüáóìèí (êåòîà-
ìèí 20 Ì/Ì, SH-ãðóïïû 0,4 Ì/Ì), AI/AII = 0,06.

Ðèñ. 4. Àíèíîîáìåííàÿ ÂÝÆÕ ïðåïàðàòîâ ×ÑÀ ñ ðàçëè÷íîé ñòåïåíüþ ãëèêèðîâàíèÿ è îäèíàêîâîé ñòåïåíüþ îêèñëåíèÿ (0,4 Ì/Ì):
À — îêñèàëüáóìèí (êåòîàìèí 1,5 Ì/Ì); Á — îêñèàëüáóìèí (êåòîàìèí 20 Ì/Ì); I, II — ïèêè, îòâå÷àþùèå çà «íîðìàëüíóþ» è «èçìåí¸ííóþ» ôîðìû
×ÑÀ ñîîòâåòñòâåííî.



Èòàê, áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî èññëåäóåìûå ñâîéñòâà àëüáó-
ìèíà íà÷èíàþò èçìåíÿòüñÿ òîëüêî ïðè ïîâûøåííîì ñîäåð-
æàíèè êåòîàìèíà (ñâûøå 0,4 Ì/Ì), õàðàêòåðíîì ïðè õðîíè-
÷åñêîé ãèïåðãëèêåìèè ó ÷åëîâåêà, è íå ìåíÿþòñÿ ïðè íîð-
ìàëüíîì çíà÷åíèè ýòîãî ïîêàçàòåëÿ. Òàêæå îáíàðóæèëè, ÷òî
òàêèå ñâîéñòâà àëüáóìèíà êàê ñíèæåíèå ôëóîðåñöåíöèè è
îáðàçîâàíèå êåòîàìèíà ñóùåñòâåííåå èçìåíÿþòñÿ ïðè ãëè-
êèðîâàíèè, åñëè èçíà÷àëüíî òèîëîâûé ïóë àëüáóìèíà ñíè-
æåí, ò.å. SH-ãðóïïû ÷àñòè÷íî îêèñëåíû. Ñëåäîâàòåëüíî,
ïðîöåññû îêèñëåíèÿ âëèÿþò íà ïðîöåññû ãëèêèðîâàíèÿ.
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Glycation of albumin in vitro at normal and elevated blood glucose
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Albumin — the main plasma protein. In blood it exposed to the reactions of glycation and oxidation. Susceptible
to oxidation as the different amino acid residues in the molecule of albumin and the free SH-group of Cys at position
34. In diabetes, glycation and oxidation of albumin occurs to a greater degree than normal. The present study inves-
tigates the effect of oxidation of SH-groups in the molecule of human serum albumin in its glycation at normal and
high values of glucose (5 mM and 50 mM). We found that Trp 214 fluorescence quenching takes place only when
the ketoamine level in molecule of albumin level is characterized for chronic hyperglycemia (above 0.4 M/M). Also
found that albumin is glycated largely if thiol pool albumin is reduced, i.e. SH-groups are partially oxidized.

Key words: high performance liquid chromatography, ketoamine, mercaptalbumin, non-mercaptalbumin, insu-
lin-dependent diabetes, human serum albumin
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