
КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2019; 64(4)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2019-64-4-204-209

БИОХИМИЯ

204

© Коллектив авторов, 2019

Бельская Л.В., Сарф Е.А., Соломатин Д.В.

КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ ЛИПИДОВ В БИОЛОГИЧЕСКОМ 
МАТЕРИАЛЕ МЕТОДОМ ИНФРАКРАСНОЙ  СПЕКТРОСКОПИИ
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Предложена модификация метода Фолча для количественного определения содержания липидов в биологическом материа-
ле; после экстракции липидов смесью хлороформ/этанол проводят определение липидов с использованием ИК спектроско-
пии. В качестве аналитических полос поглощения выбраны полосы,  которые  соответствуют  валентным и деформацион-
ным колебаниям метильных и метиленовых групп липидов и жирных кислот: 1396, 1458, 2853 и 2923 см-1. Данные полосы не 
пересекаются с полосами поглощения белков и нуклеиновых кислот; это позволяет избежать стадии предварительной 
очистки липидов от нелипидных компонентов. Построена модель многофакторной регрессии, которая позволяет опи-
сывать экспериментальные данные с погрешностью, не превышающей 12%. 
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A modification of the Folch method has been proposed for the quantitative determination of lipids in biological material, in 
which, after extraction of lipids with a chloroform / ethanol mixture, lipids are determined using IR spectroscopy. The bands 
corresponding to the stretching and deformation vibrations of the methyl and methylene groups of lipids and fatty acids were 
selected as analytical absorption bands: 1396, 1458, 2853, and 2923 cm– 1. These bands do not intersect with the absorption bands 
of proteins and nucleic acids, thus avoiding the stage of preliminary cleaning of lipids from non-lipid impurities. A multifactor 
regression model was constructed, which allows experimental data to be described with an error not exceeding 12%.
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В настоящее время не вызывает сомнений необхо-
димость своевременной лабораторной диагностики 
нарушений метаболизма липидов (дислипидемий) и 
заболеваний, которые вызваны нарушениями метабо-
лизма липидов [1]. Модификации,  повышение точ-
ности определения липидов в большинстве методов 
достигают с помощью процедуры предварительной 
экстракции и получения прозрачных растворов ли-
пидов для их последующей ферментативной оценки 
[2, 3]. Поскольку липиды – это класс  органических 
веществ, выраженно гетерогенных по химической 

структуре, следует различать нейтральные липиды 
(неэтерифицированные жирные кислоты и их эфиры, 
моно-, ди- и триглицерины, стероиды, воски) и поляр-
ные липиды (глицерофосфолипиды, сфинго- и глико-
липиды, цереброзиды). При экстракции приходится 
учитывать   способность липидов не только к гидро-
фобным взаимодействиям, но и к образованию водо-
родных, электростатических и ковалентных связей 
(сложноэфирных, амидных, гликозидных). Неполяр-
ные растворители (хлороформ, бензол, диэтиловый 
эфир) могут разрушать комплексы, образованные ги-
дрофобными взаимодействиями в жировых клетках, 
тканях, в хиломикронах, в комплексах альбумина с 
неэтерифицированными жирными кислотами. Одно-
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временно полярные растворители (этанол, метанол) 
разрушают водородные и электростатические связи. 
Липиды, которые находятся в составе комплексов, об-
разованных ковалентными связями, растворители не 
экстрагируют [4]. 

Наиболее распространенным методом экстракции 
липидов является метод Фолча [5, 6]; это смесь хлоро-
форм – метанол (2:1) из расчета 20 объемов  экстраги-
рующей смеси на одну часть биологического материа-
ла. Метод позволяет выделить 90–95% всех липидов из 
биологических жидкостей, из клеток и тканей. Спирт 
является необходимым компонентом всех смесей, кото-
рые используют при экстракции липидов; спирты  раз-
рушают комплексы липидов с белками, растворяют ли-
пиды и инактивируют ферменты, которые активируют 
гидролиз липидов [2]. Недостатком метода является то, 
что смеси растворителей, которые содержат спирт,  экс-
трагируют также нелипидные вещества (сахара, амино-
кислоты, соли и т.д.). Для удаления нелипидных приме-
сей экстракт липидов необходимо промывать водой или 
слабыми солевыми растворами. Однако это приводит к 
частичной потере кислых липидов, а также, в некоторых 
случаях, способствует образованию стабильных эмуль-
сий. Очистить липиды от нелипидных примесей можно, 
пропуская экстракты через колонки, заполненные цел-
люлозой или сефадексом, используя процедуру  диализа 
через специальные мембраны. 

Очистки от нелипидных компонентов (примесей) 
можно избежать, если использовать метод инфра-
красной (ИК) спектроскопии для анализа получен-
ного экстракта [7]. Этот метод достаточно широко 

применяют при анализе  биологического материала, 
однако полосы поглощения (ПП), которые соответ-
ствуют колебаниям функциональных групп липидов,  
без предварительной обработки образцов не всегда 
информативны  по причине  перекрывания с ПП воды 
[8–10].

Цель работы – модифицировать метода Фолча для 
определения содержания липидов в биологическом 
материале методом ИК-спектроскопии. 

Материал и методы. Липиды из биологических 
образцов и модельных растворов для построения гра-
дуировочного (калибровочного) графика экстрагиро-
ваны с использованием раствора Фолча (хлороформ: 
этанол = 2 : 1 по объему). При анализе биологическо-
го материала 200 мкл образца (плазма крови, слюна 
и т.д.) разбавляли 800 мкл 0,9% NaCl, затем образцы 
дважды экстрагировали двумя  мл раствора Фолча. 
Объединенную органическую фазу отстаивали в тече-
ние 24 часов, после чего центрифугировали при 7 000 
об./мин. для более полного разделения фаз. Осторож-
но декантировали верхний слой и отбирали нижний 
для определения липидов  методом ИК спектроско-
пии. Аликвоты экстракта объёмом 50 мкл высушива-
ли в течение 30 мин. на подложке из селенида цинка 
в термостате при 37°С. ИК-спектры поглощения ре-
гистрировали на ИК-Фурье-спектрометре «ФТ-801» 
(фирма Симекс) в диапазоне 500--4000 см-1. Запись 
спектров проводили с числом сканов 32 с разреше-
нием 4 см-1.

Статистический анализ полученных данных выпол-
нен при помощи программ Statistica Trial (StatSoft) непа-

Уравнения регрессии для отдельных ПП в ИК спектрах липидов

ПП, см-1 Высота пика Площадь пика
Уравнение регрессии R2 Уравнение регрессии R2

1396 у(А1)=0,0092х-0,3729 0,9965 у(В1)=0,0478х-1,042 0,9878 
1458 у(А3)=0,0188х+1,046 0,9835 у(В3)=0,0933х+3,923 0,9865 
2853 у(А22)=4,33ln(x)-13,71 0,9413 у(В22)=91,24ln(x)-305,0 0,9663 
2923 у(А23)=6,58ln(x)-20,01 0,9039 у(В23)=160,43ln(x)-495,1 0,9016 
2957 у(А24)=0,0029х+1,6528 0,7918 у(В24)=0,0121х+30,292 0,1972 

П р и м е ч а н и е . y – высота/площадь пика, x – концентрация компонента, мкмоль.

Рис. 1. Построение градуировочного графика для определения содержания липидов.
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Рис. 2. Результат интерполяции наблюдаемых параметров (а-г – зависимости концентрации липидов от высоты ПП 1396 см-1 
(A1), 1458 см-1 (A3), 2853 см-1 (A22), 2923 см-1 (A23); д-з – зависимости концентрации липидов от площади ПП 1396 см-1 (В1),  1458 см-1 (В3), 2853 см-1 (В22), 2923 см-1 (В23) соответственно).
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более информативной для дальнейшей работы,  прини-
мая во внимание тот факт, что через любые n заданных 
точек проходит график полиномиальной функции по-
рядка n−1. На рис. 2, а-з изображены соответствующие 
графики, которые найдены методами функциональной 
интерполяции для данных из таблицы. При этом оче-
видно, что интерполяционный многочлен меньшей 
степени не существует, а большей существует, но не 
единственен. Именно поэтому интерполяцию стан-
дартно производят многочленами, степень которых на 
единицу меньше количества узловых точек.

Проанализировав взаимозависимости наблюдае-
мых величин, остается выбрать модель многофак-
торной регрессии. Проще всего сопутствующая тому 
задача оценки решается для моделей с гомоскеда-
стичными независимыми остатками. На случай мно-
гомерных рядов переносятся результаты, связанные 
с оцениванием необходимого набора регрессоров, в 
частности, легко получить предельное распределение 
оценки степени конструируемого полинома [13–15]. 
Взяв средневзвешенное значение интерполяционных 
многочленов, с весовыми коэффициентами R2, урав-
нение регрессии примет вид:

C=−60,56−3,885∙А1
3+17,13∙A1

2−2,010∙A1−0,1782∙A3
3+ 

2,459∙A3
2−2,829∙A3+0,15207∙A22

2−2,3232∙A22
2+12,327∙A22+

0,042137∙A23
3 −1,0356∙A23

2+8,6173∙A23−0,027649∙B1
3+0,6

1891∙B1
2−0,20244∙B1−0,00080795∙B3

3+0,049198∙B3
2+0,5

0191∙A3+0,0000125333∙B22
3−0,00487548∙B22

2+0,528168∙
B22+0,00000376907∙B23

3−0,00203530∙B23
2+0,403856∙B23

Показано, что погрешность данного уравнения не 
превышает 16%; при этом наибольший вклад в фор-
мирование погрешности вносят параметры B1 и B3. 
Составляя аналогичное уравнение без этих параме-
тров, обеспечивающее в области (0; 0; 1; 2; 29; 65) ≤ 
(A1; A3; A22; A23; B22; B23) < (3; 8; 12; 18; 219; 419) по-
грешность не более 12%:

C=−77,87−5,157∙A1
3+22,74∙A1

2−2,669∙A1−0,2367∙A3
3+ 

3,264∙A3
2−3,756∙A3+0,20188∙A22

3−3,0842∙A23
2+16,366∙A23+ 

0,055940∙A23
3−1,3749∙A23

2+11,440∙A23+0,0000166390∙B22
3

−0,00647260∙B22
2+0,701187∙B22+0,00000500376∙B23

3−0,0
0270203∙B23

2+0,536153∙B23
Данная формула позволяет разработать компьютер-

раметрическим методом с использованием в зависимых 
группах критерия Вилкоксона, в независимых группах 
-- U-критерия Манна--Уитни. Описание выборки про-
изводили с помощью подсчёта медианы (Ме) и интерк-
вартильного размаха в виде 25-го и 75-го процентилей 
[LQ; UQ]. Различия считали статистически значимыми 
при p ˂ 0,05. Корреляционный анализ провели методом 
Спирмена.

Результаты и обсуждение. На первом этапе от-
работки метода построен градуировочный график 
для определения липидов, при этом в качестве стан-
дартного образца  использовали раствор глицерина 
с концентрацией 2,29 ммоль/л (АО «Вектор-Бест»). 
Экстракцию проводили по описанной выше схеме, 
используя 25, 50, 100 и 150 мкл стандартной пробы 
(растворы 1-4 соответственно) (рис. 1).  

В качестве аналитических ПП выбраны полосы 
соответствующие валентным (νs – симметричным, νas 
– ассиметричным) и деформационным (δ) колебаниям 
метильных и метиленовых групп липидов и жирных 
кислот: 1396 см-1 (δCH3, обозначены как A1 и В1), 1458 
см-1 (δCH2, А3 и В3), 2853 см-1 (νsCH3, А22 и В22), 2923 
см-1 (νasCH2, А23 и В23) и 2957 см-1 (νasCH3, А24 и В24) [11, 
12]. Параллельно провели  измерение высоты (А) и 
площади (В) соответствующих пиков на ИК-спектрах 
образцов. 

Для каждой ПП получены уравнения регрессии, 
согласно которым максимальные значения коэффици-
ентов корреляции соответствуют деформационным 
колебаниям, тогда как минимальные ПП 2957 см-1, 
не учитывали в дальнейшем при построении модели 
множественной регрессии (см. таблицу).

Получаемые в экспериментальных исследовани-
ях табличные функции несут мало информации. Они 
определены только в узлах сетки, а их значения в про-
межуточных точках и даже значения производных 
в узлах не известны. Однако если значения функции 
должны быть известны при любом значении аргумента 
и в самих узлах совпадать с табличными значениями, 
то данную проблему можно решить с помощью прие-
мов  теории приближений. В вычислительной матема-
тике нередко одну функцию удается заменить другой, 

Рис. 3. Пример ИК спектров слюны до и после экстракции липидов.
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ный метод, который предназначен для оценки резуль-
татов влияния описывающих ситуацию факторов на 
итоговые показатели и друг на друга. Этот метод ис-
пользует математическую модель многомерного ряда, 
в которой коэффициенты непосредственного влияния 
факторов друг на друга и начальные условия задаются 
интерполяционно. Основные составляющие этого ме-
тода следующие: сначала экспериментальным путем 
определяется список факторов, которые необходимо 
учитывать при анализе, в данном случае это численные 
характеристики ИК спектров образцов. Основная часть 
перечисленных в модели факторов носит не качествен-
ный, а количественный характер, при этом обладает 
устойчивостью информации о наблюдаемой величине 
и отражает ее способность реагировать на изменения 
исходных данных без нарушения необходимой точно-
сти. Далее определяем необходимые для работы моде-
ли начальные уровни факторов, соответствующие на-
чальному состоянию изучаемого объекта (проведение 
оцифровки переменных). Затем составляем схему не-
посредственных влияний факторов друг на друга, оце-
нивая степень непосредственных влияний. И, наконец, 
просчитываем  итерации (опосредованные влияния 
второго, третьего и т. д. уровней, которые соответству-
ют второму, третьему и  т. д. параметрам),  вплоть до 
формирования  стабильного состояния. Результат ра-
боты модели показывает конечные уровни факторов в 
виде мультипликативных константных значений с по-
грешностью близкой к нулевой. Дополнительно прове-
дена проверка работоспособности методики методом 
«введено-найдено». Для этого в 5 образцов слюны  до-
полнительно ввели 25 мкл  глицерина с концентрацией 
2,29 ммоль/л. Во всех случаях проведено определение 
концентрации липидов с погрешностью, которая не  
превышала 5,7%.

Таким образом, предложенный метод позволяет 
без стадии очистки липидов от нелипидных приме-
сей проводить количественное определение липидов 
в биологическом материале, поскольку ПП, соот-
ветствующие колебаниям метильных и метилено-
вых групп липидов не пересекаются с ПП белков и 
нуклеиновых кислот. В качестве примера приведены 
ИК спектры слюны до и после экстракции липидов 
(рис. 3).

На следующем этапе проведено параллельное опре-
деление концентрации липидов в образцах слюны 30 
здоровых добровольцев методом ИК спектроскопии 
и традиционным ферментативным методом с исполь-
зованием набора «Триглицериды-Ново» («Вектор-
Бест», г. Новосибирск). Установлено, что в первом 
случае содержание липидов составило 0,038 [0,025; 
0,062] ммоль/л, тогда как во втором – 0,044 [0,032; 
0,054] ммоль/л, при этом корреляция между значения-
ми, определенными разными методами статистически 
достоверна (r=0,7815). Более высокое значение кон-
центрации липидов, определенное ферментативным 
методом, может быть объяснено отсутствием этапа 
экстрагирования липидов, с одной стороны. С другой 
стороны, несмотря на низкое содержание липидов в 
слюне, некоторые образцы дают завышенное значение 
из-за мутности слюны, которая опять же обусловлена 

отсутствием экстракции и стадии очистки от нелипид-
ных примесей. Таким образом, мы определили концен-
трация липидов с погрешностью 13,6% по сравнению 
с традиционным методом. Это позволило нам  приме-
нить  предложенную  модификацию   метод ИК спек-
троскопии для количественной и полуколичественной 
оценки содержания  липидов в биологических образ-
цах.   

Показано, что интенсивности ПП липидов суще-
ственно возрастают, что в свою очередь обеспечивает 
большую точность определения характеристик спек-
тров (высоты, площадь пиков) и может дать ценную 
информацию об изменениях в структуре липидов, в 
процессе становления афизиологичных  процессов  в 
организме человека (рис. 3). В частности, известно, 
что интервал 3050-2800 см-1, который содержит коле-
бания метильных и метиленовых групп насыщенных и 
ненасыщенных алкильных цепей, может оказаться по-
лезным для оценки проницаемости мембран клеток, а 
также процессов окислительной модификации белков 
[16]. Потенциально информативным может быть от-
ношение интенсивностей 2955/2921 см-1, которое по-
казывает соотношение разветвленных и неразветвлен-
ных молекул липидов и жирных кислот (CH3/CH2). 
Например, на фоне онкологической патологии это со-
отношение ниже, чем в норме [17], что указывает на 
менее разветвленные цепи и /или более длинные цепи 
липидов и жирных кислот в данном случае по сравне-
нию с нормой.

Заключение. С применением предложенной моди-
фикации метода ИК спектроскопии  при дальнейшем 
его совершенствовании  будет возможно  определять 
те только общее содержание липидов в биологиче-
ских средах, но и рассчитывать соотношения интен-
сивностей ПП в спектрах. Это позволит нам  получать  
более существенную информацию для диагностиче-
ского процесса.
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