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УДК 616,89-008.441. 13-036.12-07:(>16.153.96-074:543.545 

Н. В. Трубицына, А. М. Михеев, В. А. Березин, 0. Е. Ефимов, 
Л. И. Привалова 

А Н А Л И З Б Е Л К О В С Ы В О Р О Т К И К Р О В И Б О Л Ь Н Ы Х 
Х Р О Н И Ч Е С К И М А Л К О Г О Л И З М О М М Е Т О Д О М 
П Е Р Е К Р Е С Т Н О Г О И М М У Н О Э Л Е К Т Р О Ф О Р Е З А 

Н И И биологии Днепропетровского университета, Днепропетровская областная психо-
неврологическая больница, Запорожский институт усовершенствования врачей 

Выявление биологических маркеров 
алкоголизма имеет важное значение 
как для установления степени риска 
развития органических поражений, так 
и для поиска новых методов лечения 
алкоголизма [12]. Так, определение 
уровня активности гаммаглутамил-
трансферазы, аспартат- и аланинами-
нотрансфераз, альдегиддегидрогеназы 
и алкогольдегидрогеназы в сыворотке 
крови позволяет не только подтверж-
дать достоверность диагностики, но и 
в определенной мере выявлять группу 
риска по алкоголизму [7]. Однако в 
целом ряде случаев такая биохимиче-
ская диагностика не дает однозначных 
результатов для больных хроническим 
алкоголизмом. Причина в том, что у 
этих больных длительное употребле-
ние алкоголя приводит к значительным 
и разнообразным изменениям систем и 
органов, на фоне которых трудно от-
дифференцировать специфичность из-
менения того или иного показателя. 
Особенно это касается случаев, когда 
развиваются различные формы алко-
гольной болезни печени (алкогольный 
гепатит и цирроз). 

Несомненно, необходим поиск новых 
специфических биохимических марке-
ров алкоголизма — не только для уста-
новления степени риска развития орга-
нических поражений, но и для под-
тверждения эффективности проведен-
ного курса лечения. 

Задачей настоящей работы являлось 
сравнение количественного содержа-
ния индивидуальных белков сыворот-
ки крови доноров и больных хрониче-
ским алкоголизмом, определенного 
методами перекрестного иммуноэлект-
рофореза. Применение различных ва-
риантов иммуноэлектрофореза позво-
ляет также идентифицировать отдель-
ные белки в сложной смеси антигенов 
[1]. Ранее проводились исследования 
по белкам сыворотки крови при дей-
ствии алкоголя на организм [8]. Одна-
ко используемые методы разделения 

и регистрации позволяли не идентифи-
цировать индивидуальные белки, а ко-
л и ч ест вен н о оценивать сумма р и ы е 
белковые фракции. 

М е т о д и к а 

Обследовано 15 здоровых доноров и 15 
больных со стажем регулярного приема алко-
голя в среднем 20 лет. Образцы сыворотки 
крови получали от вновь поступивших больных 
хроническим алкоголизмом до начала лече-
ния. Белки сыворотки крови разделяли методом 
перекрестного иммуноэлектрофореза [3]. Ис-
пользовали 1 % агарозный гель со средним 
электроэндоосмосом. Электрофорез в первом 
направлении проводили в трис-вероналовом бу-
фере с ионной силой 0,02 и рН 8,6 в течение 
40 мин при напряжении электрического поля 
10 В/см. Электрофорез в перпендикулярном 
направлении проводили в течение ночи при на-
пряжении 1—2 В/см в агарозном геле, содер-
жащем кроличью полиспецифическую аитисы-
воротку к белкам сыворотки крови человека 
( Н И И эпидемиологии и микробиологии, 
г. Горький). 

Идентификацию отдельных иммуиопреципи-
татов осуществляли перекрестно-линейным им-
муноэлектрофорезом с введением в промежу-
точный гель соответствующих моноспецифиче-
ских антисывороток ("Sevac" , Ч С С Р ) . В этом 
случае идентифицируемый белок прсципити-
ровался моноспецифической антисывороткой в 
промежуточном геле и иммунопреципитат от-
сутствовал в верхней (анодной) части геля, 
который содержал полиспецифическую антисы-
воротку. Таким способом идентифицировали 
преальбумин, альбумин и траисферрин. Нали-
чие соответствующих белков-стандартов позво-
лило в ы р а ж а т ь концентрацию этих белков в 
г /л . Количественное содержание этих антиге-
нов контролировали т а к ж е ракетным иммуно-
электрофорезом. Идентификацию церулоплаз-
мина и гаптоглобина проводили путем анали-
за иммунопреципитатов в геле с помощью со-
ответственно пара-феиилендиамина [6] и 
бензидина [5]. Белок ai -аититрипсина выявля-
ли перекрестным иммуноэлектрофорезом по 
уменьшению электрофоретической подвижно-
сти соответствующего иммунопреципитата при 
введении в гель в 1-м направлении трипсина 
(28 мкг/см 2 геля) . Другие белки ( а г а и т и х и -
мотрипсии, гемопексин) идентифицировали пе-
рекрестно-линейным иммуноэлектрофорезом с 
введением в промежуточный гель предвари-
тельно частично очищенных белков сыворотки 
крови. При этом наблюдался подъем отдель-
ного иммунопреципитата над линией. Правиль-
ность идентификации иммунопреципитатов све-
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Содержание белков сыворотки крови у здоровых доноров (п 15) и больных хроническим алко-
голизмом (п = 15) 

№ 
п/п Белок 

М : ± т Пределы варьирования № 
п/п Белок 

Доноры Больиые Доноры Больные 

1 Преальбумин , г / л 0 ,71 =1=0,07 0,66=1=0,07 0 , 4 5 - 0 , 9 2 0 , 3 4 — 1 , 0 4 
2 Альбумин, г / л 2 7 , 7 ± 2 , 0 25,9=1=2,5 17 ,0—41,6 15 ,0—47,2 
3 a j -Антитрипсин , усл. ед. 73 ,0=h5 ,7 106,5=Ы4,7 44 ,0—120,1 35 ,0 - 2 4 8 , 2 a j -Антитрипсин , усл. ед. 

( р < 0 , 0 5 ) 
4 ац-Антихимотрипсин, усл. ед. 17,2d=2,8 1 1 ,7=1=2,5 6 , 1 — 3 5 , 9 4,0—21 ,1 
5 Церулоплазмин , усл. ед. 1 0 , 3 = Ы , 3 8,9=1= 1 ,7 5 , 0 — 1 7 , 5 3 , 1 — 17,5 
6 Гаптоглобин, усл. ед. 36,5=1=3,8 59,7=1=12,0 14 ,0—71,8 1 7 , 5 - 2 0 0 , 0 
7 Трансферрин , г / л 2 , 2=h0 ,3 2,4=1=0,5 1 , 2—4,5 1 , 0 — 8 , 0 
8 Гемопексин, г / л 51 , 4 ± 6 , 7 71 ,7=1=14,0 15,0—120,1 3 2 , 3 — 2 4 0 , 5 
9 IgG, г / л 9,6=1=1 ,2 14,2=Ь2,3 6 ,2—12,1 5 , 4 - 3 5 , 5 

10 IgM, г / л 1 , 1 ± 0 , 2 1 ,3=1=0.1 0 ,8—1 ,7 0 , 6 — 2 , 2 
11 IgA, г / л 1 ,6ч=0,3 1 ,9=1=0,3 0 , 7 — 4 , 1 0 , 5 — 4 , 6 
12 Общий белок , г / л 1 0 1 , 3 ± 3 , 5 89 ,04=7,2 84 ,8—122,4 4 7 , 2 - 1 4 0 , 8 

ряли е соответствующими атласами |4, 9] . 
Из-за отсутствия белков-стандартов в данном 
случае их содержание в сыворотке крови вы-
р а ж а л и в условных единицах (пропорциональ-
ных площадям, ограничивающим соответствую-
щие иммунопреципитаты, и количеству внесен-
ной в гель сыворотки) . Пример перекрестного 
иммуноэлектрофореза белков сыворотки крови 
человека с указанием положения идентифици-
рованных компонентов представлен на рис. 1, 
см. вклейку. 

Концентрацию иммуноглобулинов различ-
ных классов IgG, IgM и IgA в сыворотке 
крови доноров и больных определяли методом 
радиальной иммунодиффузии с использованием 
соответствующих моноспецифических антисы-
вороток [2]. Общий белок определяли методом 
Лоури [11]. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д с н и е 

Полученные результаты определе-
ния белков сыворотки крови здоровых 
доноров и больных хроническим алко-
голизмом представлены в таблице. 
Обращает на себя внимание тот факт, 
что из 12 показателей (включая содер-
жание общего белка) только в одном 
случае наблюдаются достоверные раз-
личия у больных и здоровых людей. 
Содержание ai-антитрипсина в сред-
нем возрастает на 45 % у больных 
хроническим алкоголизмом. 

Д л я остальных белков, включая им-
муноглобулины, получены близкие 
средние величины для здоровых людей 
и больных. Однако размах индиви-
дуальных колебаний значений практи-
чески всех показателей у больных 
значительно шире по сравнению со 
здоровыми донорами. При этом для 
большинства изученных белков расши-
рение диапазонов индивидуальных 
различий наблюдается как в сторону 
снижения, так и увеличения значений 

показателей. Часто эти изменения на 
100—300 % превышают средние вели-
чины. Имеются данные о том, что при 
алкогольных гепатитах и циррозах 
часто наблюдается повышенный уро-
вень IgG, IgM, IgA [13]. Однако в ис-
следуемых нами случаях гипергамма-
глобулинемии не наблюдалось (см. 
таблицу). 

Приведенные в таблице результаты 
дают возможность сравнивать только 
соответствующие усредненные величи-
ны в сыворотке крови здоровых и 
больных людей. Однако они не позво-
ляют сравнивать различные показате-
ли между собой, за исключением тех 
случаев, когда концентрация белков 
выражена в г/л. Это связано с тем, что 
величины площадей соответствующих 
иммуиопреципитатов зависят не только 
от концентрации антигена, но и от 
парциальной концентрации специфи-
ческих к данному антигену антител 
в геле, который содержит полиспеци-
фическую антисыворотку. Поэтому 
в случае выражения результатов в ус-
ловных единицах (пропорциональных 
площадям, но не соотнесенных к стан-
дартной концентрации белка) сравни-
мыми оказываются величины, измерен-
ные при условии равенства концентра-
ции антител. Это условие сохраняется 
только в пределах различных концент-
раций одних и тех же (по пе разных) 
антигенов (белков). Способ представ-
ления результатов в таблице также 
не дает возможности сравнить между 
собой направленность и выраженность 
изменений различных показателей у 
одного и того же индивида по отноше-
нию к усредненным величинам. 

Для того чтобы осуществить такое 
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К ст. Е. Л. Чирятьева и соавт. 

Рис. 2. Хроматограмма пситндпых ин-
гибиторов самосборки фибрина на 

бумаге I 'N -11. 
I, 2, Л' - пептидные ингибиторы, соотиетс г 
ИуЮЩНМ I pl'M IIIIK.IM n 11 Г11IIOJ111 мор II3 cl 11,11011 -

ной активности (см. рис. I). 

К ст. //. В. Трубицыной и соавт. 

Рис. I. Перекрестный иммуноэлектрофорез белков двух различных образцов (А и Б) 
сыворотки крови человека. 

В лунку мпосплп Г) мкл и 20 ра:» ра:шсдснной сынороткн кроип. Верхний гель содержал Г>,П мкл кро-
личьей иолпспецпфпческой аптисынороткн на I см:' геля, толщиной 0,15 см. / иреальбумии; 2 
альбумин; 3 U| аптитрипсип; 4 — «гаитихнмотрппепп; 5 — иерулоилаамнп; <> \ антоглобнп; 7 

трансферрнп; # •— гемопекспн. 



Р и с . 2 Х а р а к т е р и с т и ч е с к и е 
с п е к т р ы б е л к о в с ы в о р о т к и 
к р о в и у з д о р о в ы х д о н о р о в 
(А, Б) и б о л ь н ы х х р о н и ч е -
с к и м а л к о г о л и з м о м (В, Г ) . 
По оси ординат: приведенные к 
средней величине значения для 
каждого показателя (объяснения 
см. в тексте). Порядок обозна-
чения отдельных белков но оси 
абсцисс соответствует нумера 
цпи, приведенной на рис. I и i 

таблице. 

*1.0 

-0,5 

+10 

*1.0 

-0,5 

П 6_ п П п п // 12 
2 3 4 5 ,-J 7 8 9 /0 1 

j i J L 
2 3 4 

Q II 12 
6 7 8 3 10 

+ 10 

-0.5 

•2.0 

+ 1.0 

-0.5 

2 J 7 8 3 Л Г 

шг-г4 5 6 7 10 II 12 
^"1—1 ! 1 1—1 

сравнение, рассчитывали приведенные 
к средней величине значения для 
каждого показателя. Д л я расчета зна-
чений белков сыворотки крови доноров 

Xj — X 
использовали выражение: ± = ;— , 

где Xi — индивидуальное значение 
показателя; X — среднее арифметиче-
ское. Приведенные к усредненной 
норме значения белков сыворотки кро-
ви больных хроническим алкоголиз-
мом рассчитывали, исходя из выраже-

ния: ± = , где у\ — индивиду-
альное значение показателя в сыво-
ротке крови больного; X — среднее 
арифметическое для соответствующего 
показателя в сыворотке крови здоро-
вых доноров. 

Получаемые таким образом значе-
ния показателей для каждого донора 
или больного сравнимы между собой 
и в совокупности могут характеризо-
вать особенность белкового состава 
(спектра) сыворотки крови того или 
иного индивида. На рис. 2 в качестве 
примера приведены такие характери-
стические спектры белков сыворотки 
крови у 2 здоровых доноров и 2 боль-
ных хроническим алкоголизмом. Вид-
но, насколько сильно отличаются изме-

нения значений отдельных показате-
лей относи тел ьно ус р ед н е нно й « н о р -
мы» у больных хроническим алкого-
лизмом и у здоровых доноров. Однако 
эти различия индивидуальны, и пока-
затели у разных людей могут изме-
няться как в положительную, так и в 
отрицательную сторону. Поэтому 
усреднение величин концентраций сы-
вороточных белков у больных хрониче-
ским алкоголизмом (см. таблицу) не 
позволяет выявить четких достоверных 
отличий по сравнению с группой здо-
ровых доноров. Д а ж е в тех случаях, 
когда такие достоверные различия вы-
являются (ai-антитрипсин), пределы 
варьирования признака у 2 исследуе-
мых групп значительно перекрывают-
ся. Возможно, что анализ таких харак-
теристических (индивидуальных) 
спектров белков сыворотки крови бу-
дет полезным с прогностической точки 
зрения при решении вопроса эффек-
тивности того или иного способа 
лечения. 

Сравнение содержания всех сыворо-
точных белков по отношению к альбу-
мину, иммуноглобулинов различных 
классов по отношению друг к другу, 
ai-антихимотрипсина по отношению к 
ai-антитрипсииу, гаптоглобииа по от-
ношению к трансферрину и гемопекси-

Q4 -

0.2 -

rfl 

I II 

0.3-

0.1 -

0.3-

0,1 • 

I и 1 

r h 

и 

1,0 

0.5 

I 

0.2-

0.1 -

I II 

Р и с . 3. О т н о с и т е л ь н о е с о д е р ж а н и е н е к о т о р ы х б е л к о в с ы в о р о т к и к р о в и д о н о р о в ( / ) 
и б о л ь н ы х х р о н и ч е с к и м а л к о г о л и з м о м ( / / ) . 

По оси ординат — отношение концентраций: А — at-антитрипсин/альбумин; Б — гаптоглобин/альбу-
мин; В — а1-антихимотрипсин/агаититрипсии; Г — гаптоглобин/трансферрии; Д — гемопексин/аль-

бумин. 
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му выявило достоверные изменения 
у больных хроническим алкоголизмом 
отношений: а \ - антитрипсин/альбумин 
( /?<0 ,002) ; гаптоглобии/альбумин 
( р < 0 , 0 2 ) ; a rантихимотр^псин/a i -ан-
титрипсин ( р < 0 , 0 2 ) ; гаптоглобин/ 
/трансферрин ( / ?<0 ,05) ; гемопексин/ 
/альбумин (/?С0,01) (рис. 3). То, что 
от ношен и я к о н це н т р а ци й п р едет а в л е н -
пых на рис. 3 пар белков достоверно 
повышаются у больных хроническим 
алкоголизмом, не является неожидан-
ным. Известно, что такие белки, как 
arантитрипсин, ai-антихимотрипсин и 
гаптоглобин, относятся к так называе-
мым «позитивным острофазным бел-
кам». С другой стороны, альбумин и 
трансферрин являются «негативными» 
белками острой фазы [10]. Несмотря 
на то что содержание этих белков, 
взятых в отдельности, достоверно не 
изменяется (кроме ai-антитрипсина) у 
б о л ы I ,ы х х р о н и ч е с к и м а л к о г о л и з м о м, 
определение отношения концентраций 
«позитивных острофазных белков» к 
«негативным» в сыворотке крови мо-
жет служить одним из биологических 
маркеров хронического алкоголизма. 
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В настоящее время одним из пер-
спективных направлений в клиниче-
ской биохимии является создание им-
мунохимических методов определения 
изоформ ряда ферментов. Разработка 
иммунохимических методов позволит 
значительно увеличить как специфич-
ность, так и чувствительность диагно-

стических тестов по сравнению с су-
ществующими. 

Разработанный ранее иммунохими-
ческий способ определения изофер-
мента ЛДГ-1, важного для диагности-
ки острого инфаркта миокарда [6, 8] , 
хорошо зарекомендовал себя на прак-
тике [5, 7—9] в сравнении с тради-
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