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Впервые для повышения точности ферментативного определения триацилглицеридов в биологическом матери'
але предварительное экстрагирование липидов проводилось с дополнительным добавлением к хлороформному
экстракту 25 мкл 10%'го раствора тезита при одновременном перемешивании смеси с помощью шейкера при
20 °С и частоте колебаний 120 в мин в течение 30 мин.
Ключевые слова: липиды, биологический материал, ферментативное определение триацилглицеридов, экстра'
гирование.

For the first time, to increase the accuracy of triacilglyceride enzymatic estimation in biological material, preliminary lipid
extracting was conducted with complementary addition of 25 мL of 10% tesit solution to chloroform extract with
simultaneous admixture blending in a shaker under 20 °С and oscillation frequency of 120 per 1 min during 30 min.
Key words: lipids, biological material, triacilglyceride enzymatic estimation, extracting.

Введение

Модификация и повышение точности определения
липидов в биологическом материале возможны путем
предварительной экстракции и получения прозрачного
раствора липидов для их последующей ферментативной
оценки.

При выборе метода экстракции необходимо прини'
мать во внимание ряд особенностей липидов. Липидами
называют класс органических веществ, гетерогенных по
химической структуре, но обладающих общим свойством
– высокой растворимостью в неполярных растворителях,
так как они имеют гидрофобный характер. Среди них
различают нейтральные липиды (свободные жирные кис'
лоты и их эфиры, моно', ди' и триацилглицерины, сте'
роиды, воски, углеводороды) и полярные липиды (гли'
церофосфолипиды, сфинго' и гликолипиды, церебрози'
ды). Поэтому при экстракции липидов принимают во
внимание тот факт, что они способны не только к гидро'
фобным взаимодействиям, но и к образованию водород'
ных, электростатических и ковалентных связей (сложно'
эфирных, амидных, гликозидных). Относительно влия'

ЛАБОРАТОРНЫЕ И ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
ИССЛЕДОВАНИЯ

ния на связи: неполярные растворители (хлороформ,
бензол, диэтиловый эфир) разрушают комплексы, обра'
зованные гидрофобными взаимодействиями в жировой
ткани, хиломикроны, комплексы альбумина с жирными
кислотами; полярные растворители (этанол, метанол)
разрушают водородные и электростатические связи. По'
лярные растворители применяют в смеси со слабополяр'
ными растворителями при экстракции липидов из плаз'
матических мембран, митохондрий, эндоплазматическо'
го ретикулума печени. Липиды, находящиеся в комплек'
сах, образованных ковалентными связями, растворите'
лями не экстрагируются. Их можно выделить только пос'
ле гидролиза с использованием органического раство'
рителя.

Наиболее распространенным методом экстракции
липидов является метод Фолча [1], при котором приме'
няют смесь хлороформ – метанол (2:1) из расчета 20 ча'
стей экстрагирующей смеси на одну часть ткани. Метод
позволяет выделить 90–95% всех клеточных липидов.
Смеси растворителей, содержащие спирт, также экстра'
гируют нелипидные вещества (сахара, аминокислоты,
соли и т.д.). Для удаления нелипидных примесей экстракт
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липидов промывают водой или слабыми солевыми ра'
створами. Однако это приводит к частичной потере кис'
лых липидов.

Так как липиды легко подвергаются окислению и гид'
ролитической деградации, чтобы затормозить эти про'
цессы, экстракцию липидов проводят при комнатной тем'
пературе, применяя растворители, из которых предвари'
тельно удаляется кислород. Извлеченные липиды не упа'
ривают досуха и не оставляют в упаренном виде на дол'
гое время, а сразу растворяют. Экстракты липидов следу'
ет хранить в плотно закрытой посуде при –20 °С и ниже
в присутствии инертных газов. Можно применять анти'
оксиданты, например, 2,6'ди'трет'бутил'крезол, который
в концентрации 0,005% эффективно предотвращает окис'
лительное расщепление ненасыщенных липидов.

Некоторые растворители содержат или накапливают
при хранении вещества, разрушающие липиды. Так, при
хранении диэтилового и петролейного эфира накапли'
ваются перекиси, окисляющие двойные связи. При хра'
нении хлороформа и дихлорметана образуется фосген,
реагирующий с окси' и аминогруппами. Небольшие ко'
личества альдегидов, содержащихся в первичных спир'
тах, также реагируют с окси' и аминогруппами и активи'
рованными метиленовыми группировками.

Чтобы удалить примеси, растворители подвергают
специальной обработке. Свежий хлороформ перегоня'
ют и хранят в темной склянке с добавлением 1%'го мета'
нола или этанола. Хлороформ после длительного хране'
ния промывают водой, сушат над хлористым кальцием и
перегоняют. Метанол и этанол (95 или 99%) перегоняют
над гранулированной гидроокисью калия, хранят в тем'
ной склянке 1–2 мес.

Процедура экстракции липидов должна приводить к
количественному извлечению клеточных липидов в не'
измененном виде. Липидный экстракт не должен быть
загрязнен нелипидными веществами, такими как сахара
и аминокислоты. Эффективность экстракции липидов в
значительной степени зависит от химической природы
липидных компонентов и от вида комплексов, которые
образуют липиды в клетке с другими классами природ'
ных соединений. Известны три основных типа взаимо'
действия липидов с другими веществами:

– I тип – ван'дер'ваальсово взаимодействие между гид'
рофобными “нейтральными” или неполярными ли'
пидами, такими как эфиры стеринов, глицериды, уг'
леводороды, каротиноиды, которые связываются от'
носительно слабыми нековалентными связями, их уг'
леводородные цепи образуют связи с другими липи'
дами или с гидрофобными участками белков. Такое
взаимодействие осуществляется, в частности, в жиро'
вой ткани, хиломикронах, комплексах альбумина с
жирными кислотами, жировых образованиях микроб'
ных клеток и т.п.;

– II тип взаимодействия – образование водородных свя'
зей, электростатическое или гидрофобное взаимодей'
ствие, при котором полярные липиды (фосфатиды,
гликолипиды, холестерин) образуют связи с белками,
например, в плазматических мембранах, митохонд'
риях, эндоплазматическом ретикулуме и липопроте'
инах сыворотки;

– III тип взаимодействия – образование комплексов, в
которых жирные кислоты (нормальные или разветв'
ленные) и оксикислоты связаны ковалентными свя'
зями (сложноэфирными, амидными или гликозидны'
ми) с полисахаридами, как это имеет место в липопо'
лисахаридах клеточных стенок бактерий.

Из комплексов, образованных в результате ван'дер'
ваальсового гидрофобного взаимодействия, липиды мож'
но экстрагировать относительно неполярными раство'
рителями, такими как этиловый эфир, хлороформ или
бензол. Липиды, связанные в мембранах, экстрагируют'
ся полярными растворителями, такими как этанол или
метанол, разрушающими водородные связи и нарушаю'
щими электростатическое взаимодействие белков с ли'
пидами. Ковалентно связанные липиды не экстрагируют'
ся никакими растворителями: их можно выделить лишь
путем расщепления комплекса с помощью кислотного
или щелочного гидролиза.

При выборе метода экстракции необходимо прини'
мать во внимание способность липидов к перекисному
окислению по двойным связям. Поэтому обычно, чтобы
предотвратить окисление двойных связей, непосред'
ственно перед экстракцией растворители перегоняют и
удаляют из них перекиси. Растворители, применяемые для
извлечения высоконенасыщенных липидов, следует дез'
аэрировать, пропуская через них азот, и затем все опера'
ции проводить в атмосфере азота. Липидные экстракты
не следует ни упаривать досуха, ни оставлять в упарен'
ном виде на долгое время; извлеченные липиды надо как
можно скорее растворять в подходящем растворителе
(хлороформе). Температура, при которой проводится
экстракция, должна быть не выше комнатной (или ниже,
если это необходимо) для того, чтобы затормозить окис'
ление и гидролитическое расщепление липидов. Старые
способы экстракции кипящим растворителем в аппара'
те Сокслета должны быть исключены.

Другой фактор, который следует принимать во вни'
мание, это ферментативная деградация липидов во вре'
мя экстракции. Так, например, содержащие спирт смеси
растворителей вызывают дезактивацию большинства
фосфатидаз и липаз. Более стабильные ферменты разру'
шаются при 1–2'минутном контакте с кипящей водой или
горячим спиртом.

Из вышесказанного следует, что спирт является необ'
ходимым компонентом всех смесей, употребляемых для
экстракции липидов, так как он разрушает комплексы
липидов с белками, растворяет липиды и дезактивирует
ферменты, вызывающие расщепление липидов. Однако
смесь растворителей, содержащих спирт, наряду с липи'
дами экстрагирует содержащиеся в клетках нелипидные
вещества, такие как сахара, аминокислоты, соли и т.д.
Поэтому неочищенный липидный экстракт нужно обра'
ботать так, чтобы удалить все водорастворимые приме'
си. Наиболее распространенной процедурой такого рода
является промывка экстракта водой, приводящая в неко'
торых случаях к образованию очень стабильных эмуль'
сий. Освобождают липиды от нелипидиых примесей,
пропуская неочищенные экстракты через колонки, запол'
ненные целлюлозой или сефадексом, или проводя диа'
лиз через специальные мембраны.
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В настоящее время перспективными являются мето'
ды исследования липидов с неионными детергентами
Тритон'Х100 и тезитом для солюбилизации гидрофоб'
ных белков, липополисахаридов и других гидрофобных
молекул. Наиболее часто используется Тритон'Х100. Его
химическая формула С14Н220(С2Н40)n, где n=10. Это
полиоксиэтилен'октил'фениловый эфир или полиэти'
ленгликоль n (1,1,3,3тетраметил'бутил'фениловый эфир)
с достаточно большой молекулярной массой. Однако в
последнее время этот высокомолекулярный детергент
часто заменяется на низкомолекулярный тезит с молеку'
лярной формулой С30Н62О10 и молекулярной массой
582,81 г/моль, что повышает эффективность экстракции
при работе с биологическим материалом. Преимущества
тезита позволяют широко использовать его не только в
биохимии, но и в фармации, где он добавляется к лекар'
ственным препаратам, а также в химической промыш'
ленности при изготовлении стирального порошка, мою'
щих средств и т.д.

Использование различных детергентов в эксперимен'
те при изучении ишемической болезни сердца и разви'
тии липидемии рекомендовано Всероссийским научным
обществом кардиологов, согласно положению рекомен'
даций Европейского общества по изучению атероскле'
роза [2].

Среди ранее известных способов определения липи'
дов следует отметить метод экстракции с последующей
тонкослойной хроматографией; метод с использовани'
ем для частичной делипидизации липопротеинов крови
в низких концентрациях (0,1%) неионного детергента
Тритона Х'100 [3–8], а также способ выделения липидов
по методу Фолча.

Одним из наиболее часто применяемых и эффектив'
ных способов экстракции липидов является экстракция
по Блайю и Дайэру – упрощенный вариант “классичес'
кой” методики Фолча. При экстракции по этому методу
используют однофазную систему растворителей хлоро'
форм'метанол'вода, которая быстро и эффективно из'
влекает липиды. Экстракт разбавляют одним объемом
воды и одним объемом хлороформа. В результате обра'
зуется двухфазная система, нижний слой которой состо'
ит из хлороформа, а верхний – из смеси метанола и воды.
Водорастворимые не липидные примеси переходят в вод'
нометанольный слой, в то время как в хлороформном
слое остаются липиды, практически свободные от загряз'
нений.

Дальнейшее исследование липидов проводится с по'
мощью тонкослойной хроматографии и других химичес'
ких методов. Существуют стандартные ферментативные
методы исследования концентрации липидов в прозрач'
ных средах. Для получения такой среды в хлороформ
добавляют поверхностноактивные вещества, неполярные
детергенты, такие как тезит.

Все вышесказанное свидетельствует о значимости
использования тезита при липидной экстракции для раз'
работки высокоточных и чувствительных методов коли'
чественной оценки липидов разных тканей. Кроме того,
популярность способа количественной оценки липидов
тканей в хлороформных экстрактах с добавлением де'
тергента обусловлена простотой осуществления и доста'

точной адекватностью получаемых результатов [9].
Целью предлагаемого исследования является повыше'

ние эффективности и точности определения липидов
путем получения прозрачного раствора липидов в резуль'
тате использования малых концентраций детергента те'
зита.

Указанная цель достигается дополнительным добав'
лением к хлороформному экстракту липидов 25 мкл
10%'го раствора тезита при одновременном перемеши'
вании смеси с помощью шейкера при 20 °С и частоте ко'
лебаний 120 в мин в течение 30 мин и получением про'
зрачного раствора липидов для ферментативного опре'
деления триглицеридов.

Режим обработки пробы тезитом подбирался на ос'
нове экспериментальных исследований эмпирическим
путем. Для этого использовали различные разведения
тезита, различную температуру и различную экспозицию
в минуту. При использовании различных концентраций
раствора тезита малые концентрации (а именно 1%) не
позволяли получить абсолютно прозрачный раствор, а
высокие концентрации (а именно 20%) не позволяли
выполнить дальнейшее ферментативное исследование
триацилглицеридов печени крыс.

Материал и методы

Эксперименты проводили на 20 крысах'самцах мас'
сой 200±20 г, которые содержались в виварии на есте'
ственном световом режиме, свободном доступе к воде и
пище, на стандартном рационе.

Метод основан на предварительной экстракции ли'
пидов из печени крыс хлороформ'метаноловой смесью
по методу Фолча и последующем определении триацил'
глицеридов ферментативным путем.

Способ'прототип осуществлялся следующим образом:
к 6 г печени крысы добавляют 3 мл воды и измельчают в
гомогенизаторе Поттера–Эльвехейма (Potter–Elvehjem).
Гомогенизат центрифугируют, супернатант декантируют
и остаток реэстрагируют 38 мл смеси: хлороформ – ме'
танол – вода (1:2:0,9 по объему) в гомогенизаторе в тече'
ние 2 мин. Ткань отделяют центрифугированием. Объе'
диненный супернатант разбавляют 20 мл хлороформа и
20 мл воды. Воднометанольную и хлороформную фазу
разделяют центрифугированием. Нижний хлороформ'
ный слой концентрируют на роторном испарителе при
35 °С. Для удаления воды добавляют бензол и упаривают
его в вакууме. К упаренному остатку липидов добавляют
10 мл хлороформа с 25 мкл 20%'го раствора тезита при
одновременном перемешивании смеси с помощью шей'
кера ПЭ'6300М при 20 °С и частоте колебания платфор'
мы 120 в мин в течение 30 мин с последующим опреде'
лением триацилглицеридов ферментативным методом
набором “триглицерол'ново” (жидкая форма) кат№В8322
фирмы “Вектор” БЭСТ (Новосибирск) при длине волны
500 нм спектрофотометрически при 25 °С. Опытная и
калибровочная пробы составляют 10 мкг. Концентрацию
триацилглицеридов рассчитывают по формуле
С=Е/Е

к
х2,29, где 2,29 – концентрация триглицеридов в

калибраторе, ммоль/л, делают перерасчет на 1,00 г сы'
рого веса печени.
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Исследования триацилглицеридов по общепринято'
му и предлагаемому способу проводились по 20 раз.

Результаты исследования обработаны статистически
с использованием пакета программ StatSoft STATISTICA 6.0
с определением среднеарифметического (М) и его ошиб'
ки (m).

Результаты и обсуждение

При проведении исследований по общепринятому
способу уровень триацилглицеридов составил 5,8±0,6 мг
на 1,0 г массы печени крыс, а при исследовании по пред'
лагаемому способу уровень триацилглицеридов составил
8,4±0,7 мг/1,0 г массы печени, что соответствует значе'
ниям нормы по данным литературы и современным ре'
зультатам [9].

Итак, при применении общепринятого способа был
получен недостаточно точный результат, что связано с
низкой прозрачностью исследуемого раствора, а наибо'
лее эффективным и точным был предлагаемый способ.
При этом предлагаемый способ прост в исполнении и
интерпретации полученных результатов.
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