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Разработана методика количественного определения низкомолекулярных органических кислот в слюне методом капил-
лярного электрофореза. Методика апробирована на добровольцах, разделённых на  3  группы: основная  (рак молочной 
железы, n = 21), группа сравнения (фиброаденомы, n = 29) и  контрольная (условно здоровые,  n = 26). Показано, что 
концентрация молочной, уксусной и пропионовой кислот равномерно повышается в группе сравнения и в основной группе 
по сравнению с таковой в контрольной группе. На фоне рака молочной железы концентрация щавелевой и муравьиной 
кислот снижается по сравнению с таковой в контроле, тогда как при фиброаденомах концентрация щавелевой кислоты 
снижается, а муравьиной повышается. В целом предложенный метод может быть ценным инструментом при изуче-
нии метаболических изменений, связанных с онкологическими заболеваниями.
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A technique for quantitative determination of low molecular weight organic acids in saliva by the method of capillary 
electrophoresis has been developed. The method was tested on volunteers, divided into 3 groups: the main one (breast cancer, 
n=21), the comparison group (fibroadenomas, n=29) and the control group (conditionally healthy, n=26). It is shown that the 
concentration of lactic, acetic and propionic acids increases uniformly when passing from the control group to the comparison 
group, and then to the main group. Against the background of breast cancer, the concentration of oxalic and formic acids decreases 
in comparison with the control, whereas in fibroadenomas the concentration of oxalic acid decreases, and the formic acid grows. 
In general, the proposed method can be a valuable tool in the study of metabolic changes associated with cancer.
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На сегодняшний день капиллярный электрофорез яв-
ляется перспективным методом анализа, он динамично 
развивается и  всё чаще применяется в различных об-
ластях аналитической химии [1–3]. Простота и доступ-
ность этого метода, а также неоспоримые преимуще-
ства, которые он даёт при выполнении измерений, по-
зволяют использовать его в повседневной лабораторной 
практике. 

В качестве перспективной биологической жидкости, 
отражающей общее состояние организма, в последнее 

время используют слюну [4–8]. Преимущества слю-
ны по сравнению с венозной или капиллярной кровью 
обусловливаются неинвазивностью сбора и отсутстви-
ем риска инфицирования при получении биоматериала 
[9–11]. При этом слюна адекватно отражает биохимиче-
ский статус и физиологическое состояние человека [12–
14]. Ряд исследований посвящён применению слюны 
для диагностики онкологических заболеваний, в част-
ности рака молочной железы [15–21].Однако, несмотря 
на важную роль органических кислот в метаболизме ра-
ковых клеток, определение органических кислот при ра-
ке молочной железы не проводилось[22]. Тем не менее 
возможность их определения в слюне показана в ряде 
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работ [23, 24], но применение для этих целей капилляр-
ного электрофореза в литературе также не обсуждается.

Цель данного исследования – разработка методики 
количественного определения органических кислот в 
слюне методом капиллярного электрофореза для оценки 
потенциальной возможности их применения в диагно-
стике рака молочной железы.

Материал и методы. В исследовании случай – кон-
троль приняли участие добровольцы, которые  были  
разделены  на  3 группы: основную  (рак молочной же-
лезы, n = 21), группу сравнения (фиброаденомы, n = 29) 
и контрольную  (условно здоровые, n = 26). Включение 
в группы происходило параллельно. В качестве крите-
риев включения рассматривались: возраст пациентов 
30–60 лет, отсутствие какого-либо лечения на момент 
проведения исследования, в том числе хирургическо-
го, химиотерапевтического или лучевого, отсутствие 
признаков активной инфекции (включая гнойные про-
цессы), проведение санации полости рта. Критерии ис-
ключения: отсутствие гистологической верификации 
диагноза.  Исследования одобрены на заседании коми-
тета по этике БУЗ Омской области «Клинический он-
кологический диспансер» от 21 июля 2016 г., протокол 
№ 15.

У всех участников до начала лечения проводили за-
бор слюны в количестве 1 мл. Образцы слюны собирали 
утром натощак путём сплевывания в стерильные про-
бирки, центрифугировали при 7000 об/мин. Экспери-
мент проводили с использованием 
системы капиллярного электрофо-
реза КАПЕЛЬ-105М («Люмэкс», 
Санкт-Петербург). Метод измерений 
основан на фильтровании, разбавле-
нии отобранной пробы, дальнейшем 
разделении и количественном опре-
делении компонентов с косвенным 
детектированием при длине волны 
254 нм [25]. Объём аликвоты иссле-
дуемого образца 100 мкл, предвари-
тельно проведено осаждение белков 
слюны 10% раствором трихлорук-
сусной кислоты, разбавление в 20 
раз бидистиллированной водой. Ве-
дущий электролит – 10 мМ бензой-
ная кислота, 9 мМ диэтаноламин, 

0,5 мМ цетилтриметиламмония бромид, 0,1 мМЭДТА 
(«Флука», Швейцария). Для проведения исследований 
использован кварцевый капилляр Lэф/ Lобщ = 50/60 см, 
внутренний диаметр 75 мкм. Ввод пробы в капилляр 
пневматический (30 мбар, 10 с), постоянное напряжение 
20 кВ, температура 20°С, время анализа 4–5 мин.

Статистический анализ полученных данных вы-
полнен при помощи программ Statistica 10.0 (StatSoft) 
непараметрическим методом с использованием в зави-
симых группах критерия Вилкоксона, в независимых 
группах – U-критерия Манна–Уитни. Для описания 
выборки проводили подсчёт медианы (Ме) и интерк-
вартильного размаха в виде 25-го и 75-го процентилей 
[LQ; UQ]. Различия считали статистически значимыми 
при p ˂ 0,05.

Результаты и обсуждение. Количественное опреде-

Т а б л и ц а  1
 Уравнения градуировочных графиков для определяемых 

компонентов

Компонент Уравнение градуиро-
вочного графика

Коэффициент корре-
ляции (R2)

Хлориды y=0,4985x 1,0000
Щавелевая кислота y=0,8283x 0,9980
Муравьиная кислота y=0,5914x 0,9973
Яблочная кислота y=1,0229x 0,9977
Лимонная кислота y=1,2009x 0,9971
Янтарная кислота y=0,9089x 0,9965
Молочная кислота y=0,5330x 0,9974
Фосфаты y=0,2934x 0,9992
Уксусная кислота y=1,3578x 0,9953
Пропионовая кислота y=0,5494x 0,9967

П р и м е ч а н и е . y – площадь пика, x – концентрация компо-
нента, мг/л. 

Рис.1. Электрофореграмма градуировочной смеси.
 1 – хлориды 12,0 мг/л; 2 – щавелевая кислота  24,4 мг/л; 3 – муравьиная 
кислота 31,6 мг/л;   4 – яблочная  кислота  24,6 мг/л; 5 – лимонная кисло-
та  23,7 мг/л;  6 – янтарная  кислота  25,0 мг/л; 7 – молочная кислота  24,9 
мг/л; 8 – фосфаты 11,5 мг/л; 9 – уксусная  кислота 24,0 мг/л; 10 – про-
пионовая кислота  23,7 мг/л).

Рис.2. Электрофореграмма образца слюны.

Т а б л и ц а  2
Концентрация (в ммоль/л) определяемых параметров в слюне

Параметр Контрольная группа Группа сравнения Основная группа
Хлориды 8,49 [6,94; 9,54] 10,74 [9,28; 14,11] 12,21 [8,55; 14,85]
Щавелевая кислота 0,477 [0,275; 0,552] 0,383 [0,315; 0,552] 0,398 [0,270; 0,821]
Муравьиная кислота 0,561 [0,248; 0,772] 0,613 [0,441; 1,146] 0,383 [0,303; 0,626]
Молочная кислота         
      р

0,95 [0,81; 1,05] 2,03 [1,19; 3,12] 3,16 [2,00; 3,85]
- 0,0225 0,0089

Фосфаты
     р

1,31 [1,11; 1,50] 2,41 [0,92; 3,12] 4,06 [1,17; 8,10]
- 0,0310  0,0253

Уксусная кислота 10,20 [8,89; 13,51] 14,16 [10,11; 19,70] 16,05 [14,61; 18,82]
Пропионовая кислота 0,89 [0,64; 1,14] 1,80 [1,07; 2,19] 2,30 [1,54; 2,97]

П р и м е ч а н и е . р – статистически значимые раличия показателей по сравнению  с тако-
выми в контрольной группе.
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ление органических кислот проводили по предваритель-
но построенному градуировочному графику, используя 
линейную зависимость между концентрацией аналитов 
и площадью хроматографического пика (рис.1).

Поскольку в слюне в достаточно высоких концентра-
циях присутствуют хлорид- и фосфат-ионы, которые в 
условиях определения также фиксируются на электро-
фореграммах [26], данные компоненты были введены 
в градуировочные смеси. Уравнения градуировочных 
графиков для каждого компонента найдены методом 
линейного регрессионного анализа (табл. 1). Правиль-
ность и воспроизводимость результатов определения 
органических кислот подтверждены методом «введено–
найдено».

Типичная электрофореграмма слюны приведена на 
рис. 2. Показано, что в составе слюны не определяются 
яблочная, лимонная и янтарная кислоты.

Результаты определения остальных компонентов в 
изучаемых группах пациентов показаны в табл. 2.  Вид-
но, что концентрация хлорид- и фосфат-ионов, молоч-
ной, уксусной и пропионовой кислот равномерно по-
вышается в группе сравнения  и в основной группе по 
сравнению таковой в контрольной группе. При этом 
увеличение концентрации фосфат-ионов и молочной 
кислоты статистически достоверно. На фоне рака мо-
лочной железы концентрация щавелевой и муравьиной 
кислот снижается по сравнению с контролем, тогда как 
при фиброаденомах концентрация щавелевой кислоты 
снижается, а муравьиной повышается.

Известно, что накопление органических кислот мо-
жет являться результатом более высокого метаболизма 
раковых клеток [27, 28]. Ранее показано, что концен-
трации в сыворотке крови свободных жирных кислот 
у больных раком молочной железы были значительно 
снижены по сравнению с  показателями в контрольной 
группе [29]. Панель C16:1, C18:3, C18:2, C20:4 и C22:6 
показала отличную диагностическую способность диф-
ференцировать пациентов с ранней стадией рака молоч-
ной железы с чувствительностью 83,3% и специфич-
ностью 87,1%. По сравнению с другими классами ме-
таболитов определение органических кислот с низкой 
молекулярной массой при онкологических заболеваниях 
является недостаточно изученным, и до сих пор не было 
адекватной аналитической процедуры для определения 
уровня органических кислот, потенциально связанных 
с развитием рака, как в сыворотке крови, так и в дру-
гих биологических жидкостях. Циркулирующие в крови 
органические кислоты с низкой молекулярной массой 
обеспечивают кумулятивную картину метаболизма [30]. 
Так, установлено, что среди низкомолекулярных органи-
ческих кислот пироглутаминовая кислота имеет лучший 
дискриминационный потенциал для немелкоклеточного 
рака лёгкого и позволяет точно идентифицировать па-
циентов и контрольных субъектов независимо от стадии 
рака [30]. 

Дальнейшие измерения содержания органических 
кислот в биологических жидкостях, в частности в слю-
не, могут позволить лучше понять основные механизмы 
канцерогенеза и разработать новые способы диагности-
ки онкологических заболеваний. Предложенный метод 
может быть ценным инструментом при изучении мета-
болических изменений, связанных с онкологическими 
заболеваниями.
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Яковлев А.К.1, Алешкин А.В.2, Меркулов В.А.1, Бондарев В.П.1

СОВЕРШЕНСТВОВАНИЕ МЕТОДИКИ ОПРЕДЕЛЕНИЯ СПЕЦИФИЧЕСКОй АКТИВНОСТИ 
ЭРИТРОПОЭТИНА

1ФГБУ НЦЭСМП «Научный центр экспертизы средств медицинского применения» Минздрава РФ, 127051,  Москва, 
Россия; 
2ФБУН МНИИЭМ им. Г.Н. Габричевского «Московский научно-исследовательский институт эпидемиологии и 
микробиологии им. Г.Н. Габричевского» Роспотребнадзора, 125212,  Москва, Россия

Отсутствие в РФ единых регламентирующих требований к оценке качества препаратов рекомбинантного эритропоэтина 
человека и необходимость гармонизации отечественных требований с международными обусловливает актуальность стан-
дартизации методики определения специфической активности. Исследования прецизионности проводили в шести экспери-
ментах на мышах линии Balb/c. В ходе экспериментов варьировали факторы, которые могут оказывать влияние на точность 
методики. Каждый эксперимент включал три уровня: 20, 40 и 80 МЕ/мл, по восемь повторов стандартного и испытуемого 
образца. Правильность оценивали по смещению относительно опорного значения на пяти уровнях: 10, 20, 40, 80 и 160 МЕ/
мл, в каждом – по четыре повтора стандартного и испытуемого образца. Испытуемые образцы получали путём серии неза-
висимых разведений стандартного образца. Подсчёт ретикулоцитов проводили на проточном цитофлуориметре. В качестве 
красителя использовали 5 мкМ раствор акридинового оранжевого. На основании экспериментального исследования точности 
и оптимизации методики определения специфической активности эритропоэтина получены две её валидационные характе-
ристики (правильность и прецизионность). Доказана обоснованность использования логарифмов зарегистрированных вели-
чин эритропоэза при статистических расчётах специфической активности эритропоэтина и исследовании валидационных 
параметров методики. Теоретически и экспериментально обоснованная схема методики включает три уровня доз: 20, 40 и 
80 МЕ/мл по 8 животных на каждом и соответствует международным требованиям точности. По результатам экспери-
ментальных исследований правильность характеризуется смещением не более 9% и не превышает диапазон рассчитанной 
активности (80–125%). Статистическая обработка результатов испытания методом параллельных линий, позволяет про-
верить предположение об эквивалентности испытуемого образца стандартному препарату и рассчитать его активность. 
Доверительный интервал рассчитанной активности при величине внутрилабораторной прецизионности 5,6% составляет 
от 76 до 131%, что соответствует предложенному диапазону (64–156%, при Р = 0,95).


