
ВВЕДЕНИЕ 

В клетках млекопитающих метаболизм глюкозы
и липидов тесно связаны между собой [1].
НЭЖК являются важным метаболическим
компонентом, выполняющим не только энергетические,
но и регуляторные функции в клетках организма,
связываясь со специфическими мембранными
и ядерными рецепторами [2]. Кратковременное
повышение уровня НЭЖК в плазме стимулирует
секрецию инсулина [3] и снижает скорость
его утилизации, что вносит вклад в повышение
концентрации этого гормона в плазме крови [4].
Однако долговременное (хроническое) повышение
уровня НЭЖК приводит к апоптозу b-клеток
поджелудочной железы [5]. Помимо концентрационной
зависимости важную роль играет строение НЭЖК;
так, насыщенные и ненасыщенные НЭЖК с одинаковой
длиной цепи оказывают различное действие
на b-клетки [6]. Однако липотоксичность НЭЖК
затрагивает не только b-клетки. Избыток НЭЖК
сопровождается накоплением триацилглицеринов
(ТАГ) в паренхиматозных клетках многих
тканей (миоциты, гепатоциты), что приводит
к их повреждению и хронической дисфункции [7].
Согласно литературным данным, увеличение
содержания НЭЖК в плазме вызывает апоптоз
эндотелиальных клеток сосудов, что может привести
к развитию атеросклероза и впоследствии к развитию
сердечно-сосудистых заболеваний [8].

Результаты многочисленных исследований
свидетельствуют об увеличении содержания

НЭЖК в плазме крови, которое обычно связывают
с риском развития сахарного диабета 2 типа [9-12].
Изменения НЭЖК плазмы крови при развитии
сахарного диабета 1 типа (СД1) изучены
не столь хорошо [13-14]. Определение суммарного
содержания НЭЖК в липидном экстракте
из плазмы крови проводят титриметрическим,
колориметрическим и ферментативным методами
[15-17]. Для анализа индивидуальных НЭЖК
применяют хроматографические методы (газовую
хроматографию (ГХ) и высокоэффективную
жидкостную хроматографию) [11, 18], используя либо
предварительное выделение НЭЖК из липидного
экстракта при помощи тонкослойной хроматографии
(ТСХ) или твердофазной экстракции (ТФЭ) [19],
либо селективную дериватизацию непосредственно
в экстракте [20-22].

Целью настоящей работы было исследование
качественного и количественного состава НЭЖК,
выделенных из липидного экстракта плазмы методом
ТФЭ, у детей с разными сроками СД1.

МЕТОДИКА

В работе использовали следующие органические
растворители: изопропанол, метанол, хлороформ,
гексан (“Merck”, Германия); диэтиловый эфир,
серную, уксусную и муравьиную кислоты (“Химмед”,
Россия). Деионизованную воду с сопротивлением
>18 МОм получали на установке УВОИ-МФ-7
(“Медиана-Фильтр”, Россия).
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Исследовали состав и содержания неэтерифицированных жирных кислот (НЭЖК) в плазме крови здоровых
детей (n=12) и детей, больных сахарным диабетом 1 типа (n=31) с разной длительностью заболевания. Обнаружено
достоверное (р<0,001) увеличение общего уровня НЭЖК в 1,6 раза вне зависимости от срока заболевания,
обусловленное увеличением суммарного содержания как насыщенных, так и ненасыщенных жирных кислот.
Изменение содержания отдельных полиненасыщенных жирных кислот в группе детей со сроком заболевания
менее 1 года носило разнонаправленный характер: отмечено увеличение на 30% содержания арахидоновой кислоты
(20:4 n-6) и уменьшение на 26% содержания докозагексаеновой (22:6 n-3) и на 60% докозапентаеновой (22:5 n-6)
кислот. Содержание этих кислот приходит в норму при длительном сроке заболевания. Такая же динамика характерна
для транс-изомера олеиновой кислоты (18:1), содержание которого повышено на 82% в группе детей, болеющих
менее года, и достигает нормального уровня в группе детей с длительными сроками заболевания. 
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В качестве стандартов использовали лауриновую
(12:0) и арахидоновую (20:4) кислоты производства
“Fluka” (Швейцария) 98% чистоты и стандарт
“Supelco 37 component FAME Mix”, содержащий
37 метиловых эфиров жирных кислот (“Supelco”, США).

Формирование групп 

Для исследования НЭЖК плазмы были
сформированы три группы детей от 8 до 10 лет,
проходивших лечение или обследование в отделении
эндокринологии Морозовской детской городской
клинической больнице (г. Москва). Детям, больным СД,
корректировали дозу инсулина или назначали другой
препарат инсулина. Дети без нарушения углеводного
обмена, как правило, страдали отставанием
в физическом развитии и в стационаре проходили
обследование. Родители детей предоставили
информированное согласие об участии в данном
исследовании. Забор крови из локтевой вены
осуществляли натощак в пробирки с ЭДТА в качестве
антикоагулянта. После центрифугирования плазму
отбирали и хранили при -70°С.

Экстракцию липидов из плазмы крови проводили
как описано ранее [23]. Суммарный липидный экстракт
хранили при -20°C. Фракцию НЭЖК выделяли
из липидного экстракта методом твёрдофазной
экстракции с использованием картриджей BondElut,
содержащих 500 мкг аминопропилсиликагельного
сорбента (“Varian Inc.”, США). После нанесения
на колонку 50 мкл растворенного в хлороформе
липидного экстракта производили последовательное
элюирование 9 мл смеси хлороформ-изопропанол (2:1),
12 мл смеси диэтиловый эфир-уксусная кислота (98:2),
а затем 7,5 мл метанолом. Фракцию, содержащую
НЭЖК, упаривали при температуре 30°C
на вакуумном роторном испарителе и хранили
при температуре -70°C.

Фракцию НЭЖК плазмы, полученную
после элюции, обрабатывали 15% раствором
концентрированной серной кислоты в метаноле
в течение 60 мин при температуре 62°С,
далее охлаждали до комнатной температуры
и нейтрализовали 3 мл 6 мМ водного раствора К2СО3.
Полученные метиловые эфиры НЭЖК экстрагировали
2 мл гексана. Органическую фазу отбирали, упаривали
и растворяли в 100 мкл гексана перед анализом.
Для количественной оценки потерь на стадиях
пробоподготовки к плазме добавляли лауриновую
кислоту (12:0), потери которой составили 14,5%.
Кроме того, на примере метилирования стандарта
арахидоновой кислоты было показано отсутствие
окисления ненасыщенных жирных кислот в выбранных
условиях проведения реакции (данные не приведены).

Метод газовой хроматографии (ГХ) 

Качественный и количественный анализ
метиловых эфиров НЭЖК проводили на хроматографе
Varian 3900 (США), оборудованном капиллярной
колонкой с покрытием для разделения метиловых
эфиров НЭЖК (СP-select CB for FAME, 100 мм´0,25 мм,
“Chrompack”, США). Объём вводимого образца
составлял 2 мкл, режим деления потока 1:25.

Использовали следующую температурную программу:
от 100°С до 180°С со скоростью 10°С/мин,
затем 180°С в течение 10 мин, далее от 180°С до 220°С
со скоростью 8°С/мин, затем 220°С в течение 10 мин,
далее от 220°С до 240°С со скоростью 8°С/мин
и 240°С в течение 10 мин. В качестве газа-носителя
использовали гелий с постоянной скоростью
потока 1 мл/мин. Температуры инжектора и
пламенно-ионизационного детектора составляли
170°С и 245°С соответственно. Время выхода
индивидуальных метиловых эфиров НЭЖК определяли,
используя стандарт “37 component FAME Mix”
(“Supelco”). Концентрации индивидуальных кислот
определяли с помощью калибровочных кривых
для каждой из кислот, построенных по стандарту
“37 component FAME Mix”.

Статистическая обработка

Для статистической обработки результатов
использовали программу “Statistica” (версия 8.0).
Оценку статистической значимости различий
в группах наблюдения проводили с использованием
непараметрического критерия Манна-Уитни.
Различия считали статистически значимыми
при p<0,05. Каждое измерение проводили в двух
повторностях. В таблицах приведены средние
значения и стандартные отклонения.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Задачей данной работы являлось определение
методом ГХ качественного состава и содержания
НЭЖК плазмы детей, больных СД1 в зависимости
от длительности заболевания. Для этого были
сформированы три группы детей. Первая группа
(контрольная) состояла из 12 детей, не страдающих
нарушением углеводного обмена, вторая группа –
из 9 детей, болеющих СД1 менее 1 года; третью группу
составили 22 ребенка, болеющих СД1 более 1 года.
Клинические характеристики трёх групп детей
представлены в таблице 1, которая показывает
значимые различия между контрольной группой 1
и больными СД1 (группы 2 и 3) в уровне
глюкозы и гликированного гемоглобина. Содержание
холестерина и ТАГ в группах 2 и 3 находилось
в пределах нормы. 

На рисунке показана типичная хроматограмма
метиловых эфиров НЭЖК плазмы здорового ребенка.
Анализ хроматограмм метиловых эфиров НЭЖК
плазмы детей, не страдающих нарушением
углеводного обмена, и детей, больных СД1, показал,
что их качественный состав (набор регистрируемых
жирных кислот) постоянен. 

Общее содержание НЭЖК в плазме крови здоровых
детей составило 0,39 ммоль/л, что укладывается
в нормальный диапазон содержания НЭЖК, равный
0,3-0,5 ммоль/л (табл. 2). Полученные значения
хорошо согласуются с описанными в литературе
результатами тех исследований, в которых проводили
выделение фракции НЭЖК из суммарного
липидного экстракта [24], а также при использовании
колориметрического и энзиматического методов [13]. 
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Таблица 1. Антропометрические и биохимические характеристики групп пациентов

Примечание: HbA1c - гликированный гемоглобин. * - статистически значимые отличия средних значений
от контрольной группы, p<0,05.

Таблица 2. Содержание НЭЖК в плазме крови здоровых детей и детей, больных СД1, мкмоль/л

Примечание. В таблице и тексте приняты следующие обозначения жирных кислот: - после названия жирной кислоты
указано число углеродных атомов, - после двоеточия - число двойных связей, n-3 или n-6 означает положение двойной
связи, считая число углеродных атомов от метильной группы, cis и trans - конформацию жирнокислотного остатка,
знаком D обозначается положение первой из всех двойных связей, но при этом углеродные атомы считаются
от карбоксильной группы. *- достоверное отличие р<0,05 от группы 1, # - достоверное отличие р<0,05 от группы 2. 

НЭЖК
Группа 1 
Контроль 

(n=12)

Группа 2 
Диабет <1 года 

(n=9)

Группа 3 
Диабет >1 года 

(n= 22)

Насыщенные

1. Миристиновая (С14:0) 22,72±9,39 30,25±9,07 29,92±10,42

2. Пальмитиновая (С16:0) 134,04±29,20 217,20±55,53* 191,69±56,08*

3. Стеариновая (С18:0) 93,95±18,04 136,24±26,13* 114,49±22,87*#

4. Арахиновая (С20:0) 1,83±0,38 2,95±0,69* 1,78±0,58#

5. Бегеновая (С22:0) 1,26±0,24 0,89±0,28* 1,50±1,19

6. Лигноцериновая (С24:0) 1,48±0,54 1,84±0,50 2,07±0,74*

Сумма насыщенных ЖК 255,28±56,9 389,37±79,12* 341,45±85,29*

Мононенасыщенные

7. Пальмитолеиновая (C16:1 n-7 cis D9) 16,89±2,85 26,75±5,99 30,38±4,41*

8. Элаидиновая (C18:1 n-9 trans D9) 6,20±3,56 11,27±6,86* 6,84±2,98#

9. Олеиновая (C18:1 n-9 cis D) 55,03±27,99 128,88±78,47* 143,18±60,61*

10. Цис-вакценовая (С18:1 n-7 cis D11) 2,79±2,19 5,94±3,51* 6,86±3,27*

11. Цис-11-эйкозеновая (C20:1 n-9 cis D11) 2,72±2,15 1,20±0,38* 1,18±0,58*

12. Цис-13-докозеновая (С22:1 n-9 cis D13) 1,81±0,38 2,86±0,60* 1,88±0,75#

Сумма мононенасыщенных ЖК 85,75±33,13 176,90±96,71* 190,32±75,55*

Полиненасыщенные

13.Линолэлаидиновая (С18:2 trans D9,12) 2,54±1,25 2,66±1,25 3,45±1,08*

14. Линолевая (C18:2 n-6 cis D9,12 ) 31,89±17,37 58,28±34,55* 75,00±37,79*

15. α-линоленовая (C18:3 n-3 cis D9,12,15) 1,31±0,39 1,67±1,20 2,42±1,31*

16. Эйкозадиеновая (C20:2 n-6 cis D11,14) 1,06±0,43 1,72±0,76* 1,41±0,92

17. Дигомо-γ-линоленовая (C20:3 n-6 cis D8,11,14) 2,36±0,55 2,14±0,75 2,51±0,54

18. Эйкозатриеновая (C20:3 n-3 cis D11,14,17) 3,02±1,39 4,41±2,17 4,32±1,44*

19. Арахидоновая (C20:4 n-6 cis D5,8,11,14 ) 2,95±0,91 3,86±0,85* 2,52±1,22#

20. Эйкозапентаеновая (C20:5 n-3 cis D5,8,11,14,17 ) 1,95±0,16 2,69±2,03 3,53±1,39*

21. Докозадиеновая (C22:2 n-6 cis D13,16) 2,76±1,04 2,34±0,72 1,80±1,08*

22. Докозотетраеновая (С22:4 n-6 cis D7,10) 1,47±0,52 1,79±0,46 1,49±0,42

23. Докозапентаеновая (С 22:5 n-3 cis D7,10,13,16,19) 3,89±1,37 1,57±0,47* 2,42±1,29*

22. Докозагексаеновая(C 22:6 n-3 cis D4,7,10,13,16,19) 1,90±0,79 1,41±0,30* 2,05±0,85#

Сумма полиненасыщенных ЖК 57,11±18,69 84,57±38,61* 102,91±42,49*

Сумма всех ЖК 397,84±84,23 652,87±194,63* 636,93±193,08*

Показатель группы
Группа 1 

Контроль (12 человек)

Группа 2 

Диабет <1года (9 человек)

Группа 3 

Диабет >1года (22 человека)

Пол (м:ж) 8:04 4:04 9:13

Возраст (год) 9,08±1,62 9,00±1,12 9,00±0,84

Срок болезни (год) - 0,21±0,03* 3,41±2,13*

Глюкоза (мМ) 5,2±0,23 11,21±2,11* 9,23±0,35*

HbA1c (%) 5,94±0,34 11,52±1,48* 7,93±1,51*

Холестерин (мМ) 3,76±0,91 4,73±1,53* 4,71±0,99*

Триацилглицерины (мМ) 1,31±0,36 1,29±0,72 1,41±0,21



Анализ суммарного содержания более 20-ти
индивидуальных НЭЖК в плазме детей с разными
сроками заболевания СД1 выявил увеличение
в 1,6 раза общего уровня НЭЖК в обеих группах,
то есть вне зависимости от срока заболевания СД1
по сравнению с детьми, не страдающими нарушением
углеводного обмена. Ранее ферментативным
методом было показано достоверное увеличение
содержания общего уровня НЭЖК в плазме
у детей с СД1 [13] и изменение содержания
линоленовой и арахидоновой кислот [14]. 

Содержание насыщенных НЭЖК в среднем
увеличивается на 52%, мононенасыщенных на 106%
и полиненасыщенных на 48%. Основной вклад
в повышение насыщенных ЖК вносит пальмитиновая
кислота. Согласно последним исследованиям,
в определённых концентрациях она может
ингибировать секрецию инсулина b-клетками
и вызывать их апоптоз [25]. При сравнении прироста
концентраций насыщенных и ненасыщенных
жирных кислот в группе детей с СД1 оказалось,
что эти величины достаточно близки: насыщенные
кислоты увеличиваются на 130 мкМ, а ненасыщенные –
на 100 мкМ. Исходя из этого можно предположить,
что при развитии диабета ненасыщенные жирные
кислоты защищают b-клетки от токсичного
воздействия повышенных концентраций насыщенных
кислот. Однако существенное суммарное
повышение содержания НЭЖК не может
не оказать патофизиологического воздействия,
так как происходит активация воспалительного
процесса и увеличение продукции активных форм
кислорода [26]. В результате повышается уровень
провоспалительных цитокинов [27] и активируется
перекисное окисление липидов [28]. 

Согласно данным таблицы 2, в группе детей
со сроком заболевания менее 1 года происходит
увеличение на 30% содержания арахидоновой
кислоты (АК) (20:4 n-6), которое снижается
до нормального значения в группе детей
с длительными сроками заболевания. Это увеличение
может быть обусловлено фосфолипазой А2,
которая осуществляет гидролиз сложноэфирной
связи в sn-2 положении молекулы фосфолипидов
с образованием лизофосфотидилхолина (лФХ)
и жирной кислоты. Ранее нами было показано
повышение содержания лФХ в эритроцитах
при развитии СД1, что косвенно указывает
на увеличение активности фосфолипазы А2 [29]
и согласуется с данными работы [30]. 

Анализируя характер изменения n-3 и n-6
(или w-3 и w-6) жирных кислот, которые являются
источником для образования противовоспалительных
и провоспалительных эйкозаноидов, можно отметить,
что в обеих группах происходит как уменьшение,
так и увеличение отдельных кислот. Уже упоминалось
об увеличении содержания арахидоновой кислоты
(20:4 n-6), но при этом существенно (на 60%)
падает содержание докозапентаеновой (22:5 n-6)
кислоты. В группе n-3 жирных кислот происходит
уменьшение содержания докозагескаеновой (22:6 n-3)
на 26% и увеличение содержания эйкозапентаеновой
кислоты (20:5 n-3). 

В данной работе впервые было обнаружено
достоверное увеличение концентрации транс-изомера
олеиновой кислоты (18:1 n-9 t) на 82% в группе детей
со сроком заболевания менее 1 года. Транс-жирные
кислоты (ТЖК) (ненасыщенные жирные кислоты,
которые содержат хотя бы одну неконьюгированную
двойную связь в транс-конфигурации) не синтезируются
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Рисунок. Хроматограмма метиловых эфиров НЭЖК плазмы крови здорового ребёнка.



в организме человека, но присутствуют в большом
количестве в продуктах промышленного производства
(гидрогенизированные жиры) и в минимальных
количествах в продуктах животного происхождения
(образуются в рубце жвачных животных). Поскольку
дети всех трех групп находились в одном и том же
стационаре, обнаруженное различие в содержании
транс-жирных кислот в группе детей, больных СД1,
и детей без нарушений углеводного обмена
не связано с различиями в пищевом рационе.
Более вероятно предположение о том, что изменения
в составе микробиоты человека, которые
происходят до и после проявлений СД1, приводят
к изменению спектра жирных кислот, которые
синтезируют и секретируют отдельные
микроорганизмы [31]. Установлено, что они обладают
сложной системой ферментов, которые превращают
цис-кислоты (линолевую и альфа-линоленовую)
в транс-кислоты (конъюгированные линолевые
кислоты, транс-вакценовую кислоту) и далее
в стеарат [32]. Многочисленные литературные данные
показывают, что ТЖК обладают провоспалительным
действием, причем провоспалительные эффекты
могут быть сильнее в случае транс-изомеров
линолевой кислоты (18:2 n-6 t) и олеиновой кислоты
(18:1 n-9 t), чем пальмитолеиновой кислоты
(C16:1 n-9 t). Механизмы, лежащие в основе
такого воздействия, пока не изучены, но могут
включать в себя встраивание ТЖК в мембраны
эндотелиальных клеток, моноцитов, макрофагов,
адипоцитов, что активирует сигнальные пути развития
воспалительной реакции [33]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В данной работе проведено исследование
качественного и количественного состава НЭЖК,
выделенных из липидного экстракта плазмы, у детей
с разными сроками СД1. Полученные данные
о суммарном содержании НЭЖК в норме согласуются
с результатами, ранее полученными ферментативными
методами. Показано достоверное увеличение
суммарного содержания НЭЖК вне зависимости
от срока заболевания. Однако изменения в содержании
индивидуальных НЭЖК имеют разнонаправленный
характер и наиболее сильно выражены у детей
с впервые выявленным СД1.

Прирост НЭЖК в плазме крови больных
детей происходит за счёт как насыщенных,
так и ненасыщенных жирных кислот, что позволяет
сделать предположение о незначительном токсическом
воздействии насыщенных жирных кислот на b-клетки
поджелудочной железы. 

Проведенные исследования свидетельствуют
о том, что назначаемая больным СД1 инсулинотерапия,
ориентированная, главным образом, на нормализацию
уровня глюкозы в крови, оказывается недостаточной
для нормализации липидного обмена. Результаты
данных исследования показали, что для выявления
нарушений метаболизма липидов недостаточно
оценивать только содержание ТАГ и холестерина,
как это принято в клинической практике.

Необходимо определять и другие типы липидов,
присутствующие в кровотоке, идентифицируя
их жирнокислотный состав, что и будет предметом
дальнейших исследований. 
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THE PROFILE OF PLASMA NON-ESTERIFIED FATTY ACIDS IN CHILDREN 
WITH DIFFERENT TERMS OF TYPE 1 DIABETES MELLITUS
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Composition and quantitative content of non-esterified fatty acids (NEFA) were investigated in plasma samples
of healthy children (12) and children with type 1 diabetes mellitus (DM1) (31) by gas chromatography (GC) after
preliminary NEFA solid-phase extraction from plasma lipids. There was a significant (p<0.001) 1.6-fold increase
in the total level of NEFA regardless of the disease duration. In the group of DM1 children with the disease period
less than 1 year there was an increase in the arachidonic acid (20:4) content (30%) and the oleic acid trans-isomer (18:1)
content (82%), and also a decrease in the docosahexaenoic acid (22:6 n3) content (26% ) and the docosapentaenoic
acids (22:5 n-6) content (60%). In the group of DM1 children with prolonged course of this disease the altered NEFA
levels returned to the normal level. 

Key words: non-esterified fatty acids, arachidonic acid, trans-fatty acid, type 1 diabetes, solid-phase extraction
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