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Известно, что в крови больных с сепсисом накапливаются большие количества фенилкарбоновых кислот
(ФКК) за счет усиленной биотрансформации фенилаланина и тирозина с участием микробиоты. Традици#
онно у людей без наследственных моногенетических заболеваний путь биохимического превращения аро#
матических аминокислот в ФКК считают функционально незначимым. В данной работе показано, что
ФКК, характерные для больных с сепсисом, присутствуют и в крови здоровых людей. Методом газовой хро#
матографии с пламенно#ионизационным детектированием установлено, что общий уровень ФКК в сыво#
ротке крови составляет в среднем 6 мкМ и является стабильным биохимическим показателем, отражая нор#
мальный метаболизм ароматических аминокислот. Относительные концентрации ФКК в метаболическом
профиле здоровых людей распределяются следующим образом: фенилуксусная ≈ p$гидроксифенилмолоч#
ная > p$гидроксифенилуксусная > фенилмолочная ≈ фенилпропионовая > бензойная. По мнению авторов
поддержание стабильных уровней ФКК в сыворотке крови обеспечивается в результате интеграции эндо#
генных метаболических путей человека и микробиоты. 

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: метаболизм тирозина, сепсис, фенилкарбоновые кислоты, фенилмолочная кислота,
р#гидроксифенилмолочная кислота, фенилпропионовая кислота, бензойная кислота, микробиота.

Ранее в крови больных в критических состо#
яниях была идентифицирована группа низко#
молекулярных фенилкарбоновых кислот
(ФКК), качественно#количественный состав
которых (далее – профиль) был значительно из#
менен по сравнению с кровью здорового чело#
века [1]. Эти химические соединения, а именно
бензойная (БК), p$гидроксибензойная (p$ГБ),
фенилпропионовая (ФПК), p$гидроксифенил#

пропионовая (p$ГФПК), фенилуксусная (ФУК),
p$гидроксифенилуксусная (p$ГФУК), фенил#
молочная (ФМК), p$гидроксифенилмолочная
(p$ГФМК) кислоты, являются метаболитами фе#
нилаланина и тирозина – ключевых аминокис#
лот, участвующих в механизмах адаптации и ре#
гуляции [2–5]. При отсутствии наследственных
моногенетических заболеваний (фенилкетону#
рии и тирозинемии) профиль ФКК относитель#
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но нормы имеет наибольшие отклонения у
больных с сепсисом [1, 6]. Поэтому данную
группу метаболитов можно назвать «сепсис#ас#
социированными ФКК» [6–8]. 

ФКК широко распространены в природе и
обладают биорегуляторной активностью [7]. Су#
ществует мнение, что ФКК участвуют в аллело#
патии – свойстве организмов выделять хими#
ческие соединения, которые тормозят или по#
давляют размножение других организмов. БК,
ФУК и ФПК в наибольшей степени способны
подавлять рост Escherichia сoli, при этом энтеро#
патогенный штамм более чувствителен к ним.
ФУК и ФПК сильнее подавляют рост Staphylo$
coccus aureus, чем их гидроксилированные про#
изводные [9, 10]. Результаты других микробио#
логических исследований, в т.ч. данные о проти#
вогрибковой активности ФМК и p#ГФМК, обоб#
щены нами ранее [7]. Известны и более тонкие
эффекты этой группы метаболитов. Так, ФКК
влияют на интенсивность клеточного дыхания и
модулируют продукцию активных форм кисло#
рода (АФК) в митохондриях, влияют на образо#
вание оксида азота (NO), снижают продукцию
АФК в нейтрофилах [7, 11–13]. Вместе с тем ме#
ханизмы действия ФКК на живые клетки оста#
ются малоизученными.

В классической биохимии человека принято
рассматривать ФКК как метаболиты альтерна#
тивного и функционально незначимого для чело#
века пути трансформации фенилаланина и тиро#
зина. Аргументом в пользу этого являются дан#
ные о том, что ФКК проявляют свои биорегуля#
торные свойства в концентрациях, существенно
превышающих их нормальный уровень в сыво#
ротке [7]. Однако при этом не учитывается, что в
организме здорового человека существует так на#
зываемый «забытый орган» – кишечная микро#
биота, которая может создавать в кишечнике
биологически активные концентрации ФКК [5, 7,
14, 15]. Вопрос о преимущественном источнике
(эндогенном или микробном) ФКК в сыворотке
крови человека представляет интерес не только в
фундаментальном, но и в прикладном аспекте.
Так, в наших предыдущих работах показана перс#
пективность анализа метаболического профиля
сепсис#ассоциированных ФКК у реаниматоло#
гических больных для объективной оценки тя#
жести их состояния, а также для мониторинга
эффективности проводимого лечения [1, 16].

Цель данной работы – установление уровня
сепсис#ассоциированных ФКК в сыворотке
крови здоровых людей. Это необходимо для
дальнейшего изучения механизмов участия ФКК
в патогенезе заболеваний и критических состоя#
ний, а также для разработки диагностических
критериев. 

Основной экспериментальный метод – газо#
вая хроматография с пламенно#ионизационным
детектированием (ГХ#ПИД). Традиционным
методом количественного определения феноль#
ных соединений в биологических жидкостях яв#
ляется газовая хроматография в сочетании с
масс#спектрометрией (ГХ#МС) [1, 14, 17]. Важ#
ными преимуществами данного метода является
его селективность и чувствительность, а основ#
ным недостатком – высокая стоимость оборудо#
вания. Для повышения доступности метаболом#
ного анализа нами выполнена работа по замене
масс#спектрального детектора на пламенно#ио#
низационный, а также показано, что модифи#
цированный метод ГХ#ПИД при работе на дос#
тупном отечественном газовом хроматографе
пригоден для количественного измерения уров#
ня анализируемых сепсис#ассоциированных
ФКК и не уступает по чувствительности ГХ#МС
[18].

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Группа доноров крови. Исследованы образцы
сыворотки венозной крови 72 здоровых доноров
старше 18 лет. Набор образцов сыворотки осу#
ществлялся в отделении трансфузиологии, заго#
товки и процессинга гемопоэтических стволо#
вых клеток в соответствии с принятыми норма#
ми. Отбор образца крови производили в закры#
тые чистые пластиковые пробирки без консер#
вантов, активаторов коагуляции и других реа#
гентов. Цельную кровь центрифугировали в те#
чение 15 мин при 800 g. Отобранные образцы
сыворотки замораживали и хранили при –20°.
Повторного размораживания–замораживания
не допускалось.

Методика газохроматографического опреде�
ления. Замороженный образец сыворотки раз#
мораживали непосредственно перед анализом
при комнатной температуре. В стеклянную про#
бирку объемом 10 мл помещали 800 мкл воды
для инъекций, 200 мкл сыворотки крови и 10 мкл
метанола («Fluka», США), содержавшего 400 нг
3,4#дигидроксибензойной кислоты («Acros Оrga#
nics», США) (3,4#ДГБК, внутренний стандарт),
0,3–0,5 г твердого хлорида натрия до образова#
ния насыщенного раствора, концентрирован#
ную серную кислоту до рН 2. После денатурации
белка проводили экстракцию органических сое#
динений (3 × 1 мл) диэтиловым эфиром («Хим#
мед», Россия). Полученный эфирный экстракт
упаривали досуха при 40°, сухой остаток выдер#
живали под крышкой с 20 мкл N,O#бис(триме#
тилсилил)трифторацетамида («Fluka», США)
при 80° в течение 15 мин для получения триме#
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тилсилильных (ТМС) производных, затем полу#
ченную массу доводили до комнатной темпера#
туры и разбавляли 80 мкл н#гексана («Экос#1»,
Россия).

Анализ ФКК в образцах сыворотки проводи#
ли на газовом хроматографе Кристалл 5000.2
(«Хроматэк», Россия), оснащенного пламенно#
ионизационным детектором. Хроматографичес#
кое разделение проводили на кварцевой капил#
лярной колонке CP SIL 5CB длиной 30 м, диа#
метром 0,32 мм с толщиной слоя неподвижной
фазы 0,25 мкм. Газ#носитель – гелий, скорость
потока через колонку – 1,2 мл/мин, объем анали#
зируемой пробы – 2 мкл, деление потока – 1 : 25.
Температурный режим анализа: температура ис#
парителя 270°, начальная температура термоста#
та колонки 80°, время выдержки 4 мин, далее
нагрев до 240° со скоростью 7 град/мин и далее –
до 270° со скоростью 15 град/мин, термостати#
рование при 270° до конца анализа. Общее вре#
мя анализа – 30 мин. Количество определяемо#
го соединения оценивали сравнением площади
его пика с площадью пика внутреннего стандар#
та. Времена удерживания и пределы обнаруже#
ния ТМС#производных приведены в табл. 1.

Статистический анализ. Обработку результа#
тов проводили с применением программы SPSS
Statistics 22. Соответствие распределения нор#
мальному оценивали с применением одновыбо#
рочного критерия Колмогорова–Смирнова.
Описательная статистика в тексте представлена
в виде медианы и интерквартильного размаха
(ИР 25–75%), а в табл. 2 – более подробно с ука#
занием максимального и минимального значения
величин и процентильного размаха (ПР 5–95%).
Для сравнения величин с нормальным распре#
делением использовали t#тест для двух незави#
симых выборок, для величин с отличным от
нормального – критерий Манна–Уитни. При
определении корреляционной связи рассчиты#
вали коэффициент корреляции Спирмена (rs).
Критерий Краскела–Уоллиса использовали при
сравнении нескольких независимых выборок.
Значение p < 0,05 принималось статистически
значимым [19, 20].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Уровни шести определяемых ФКК у 72 до#
норов представлены в табл. 2. Согласно одновы#
борочному критерию Колмогорова–Смирнова
уровни ФМК и p$ГФМК (p = 0,20) имели нор#
мальное распределение. Из продуктов метаболиз#
ма фенилаланина в сыворотке крови больше все#
го содержалось ФУК – 1,41 (ИР 0,95–2,15) мкМ, а
из продуктов метаболизма тирозина – p$ГФМК –

1,47 (1,09–1,78) мкМ. Самый низкий уровень в
сыворотке крови был отмечен у БК – 0,27
(0,17–0,42) мкМ. ФПК была единственной из
всех ФКК, минимальное значение которой в
двух случаях (2,8%) было меньше предела обна#
ружения метода (<0,03 мкМ). Общий уровень
шести ФКК не превышал 12 мкМ в 90% случаев,
нижняя граница для данного показателя уста#
новлена на уровне 3 мкМ. Полученные нами ре#
зультаты несколько отличаются от значений,
приведенных в базе данных метаболома челове#
ка (HMDB, http://www.hmdb.ca), взятых из раз#
розненных исследований. Анализ первоисточ#
ников показал, что авторы в ходе пробоподго#
товки образцов используют разные методики,
часто прибегают к ферментативному расщепле#
нию конъюгатов, поэтому результаты часто от#
ражают суммарное содержание как свободных,
так и конъюгированных ФКК.

Известно, что при различных заболеваниях
отношение тирозин/фенилаланин в сыворотке
крови человека уменьшается преимущественно
за счет увеличения уровня фенилаланина, что
имеет важное диагностическое и прогностичес#
кое значение [21–23]. По аналогии с ранее су#
ществующим индексом тирозин/фенилаланин
нами был произведен расчет индекса p$ГФМК/
/ФМК, который у обследованных нами здоровых
людей составил 2,48 (ИР 1,72–3,39; ПР 1,43–4,44).

В табл. 2 приведены также данные об уров#
нях ФКК раздельно для мужчин и женщин.
Сравнительный анализ позволил выявить ген#
дерные различия, а именно: здоровые мужчины и
женщины отличались по уровню ФМК (p = 0,046,
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Соединение

БК

ФУК

ФПК

ФМК

p#ГФУК

p#ГФМК

3,4#ДГБК (внутренний 
стандарт)

Время
удерживания,

мин

12,23

13,27

15,72

19,16

19,93

24,35

23,09

Предел
обнаружения,

мкМ

0,03

0,03

0,03

0,03

0,03

0,06

–

Таблица 1. Времена удерживания и пределы обнаружения
ТМС#производных ФКК при определении методом газо#
вой хроматографии
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t#тест) и p$ГФМК (p = 0,012, t#тест). У женщин
чаще, чем у мужчин (10 и 2% случаев соответ#
ственно) встречались экстремально#высокие
значения для отдельных соединений. 

Наиболее выраженная корреляционная зави#
симость выявлена для ФМК и p$ГФМК (rs = 0,5,
p < 0,001) (табл. 3). В целом у женщин количест#
венные корреляционные характеристики выра#
жены сильнее, чем у мужчин. Все выявленные
корреляции носили прямой характер. Кроме то#
го, концентрации гидроксилированных ФКК,
содержащих группу –OH в пара#положении
ароматического кольца или в боковой цепи
(p$ГФМК, p$ГФУК, ФМК), коррелировали с
уровнем креатинина: rs = 0,4 (p = 0,004), rs = 0,3
(p = 0,043), rs = 0,4 (p = 0,013) соответственно.

Уровень ФКК не зависел от резус#фактора и
группы крови (p > 0,05).

Согласно современным представлениям о
метаболических путях трансформации природ#
ных соединений в организме человека можно
выделить несколько источников ФКК:

1) алиментарный путь поступления «чистых»
ФКК растительного и микробного происхожде#

ния (например, БК из ягод, ФПК и ФУК из меда,
ФМК и p$ГФМК из кисломолочных продуктов
и др.);

2) метаболизм полифенолов растительного
происхождения и ароматических аминокислот
микробиотой кишечника (до БК, ФПК);

3) эндогенный метаболизм ароматических
аминокислот.

Анализируя полученные результаты и дан#
ные литературы, можно считать, что в крови
ФУК и ФПК имеют преимущественно микроб#
ное происхождение, БК – смешанное (это сое#
динение может образовываться из ФПК в пече#
ни человека), а гидроксилированные кислоты
(ФМК, p$ГФМК и p$ГФУК) в норме поступают
в кровь преимущественно как продукты эндо#
генного клеточного метаболизма ароматических
аминокислот. Исследования методом ГХ#МС
надосадочной жидкости, полученной из образ#
цов фекалий здорового человека, показали, что
среди фенольных соединений больше всего со#
держалось ФУК (479 мкМ), далее по убывающей
ФПК (166 мкМ), БК (51 мкМ) и p$ГФУК (19 мкМ)
[14]. Как следует из табл. 2, соотношение уров#

БИОХИМИЯ  том  80  вып.  3  2015

452

min

0,04
0,10
0,04

0,37
0,50
0,37

0,00
0,07
0,00

0,21
0,28
0,21

0,26
0,26
0,39

0,70
0,83
0,70

2,48
3,13
2,48

ИР (25–75%)

0,17–0,42
0,16–0,44
0,19–0,40

0,95–2,15
0,99–2,37
0,87–1,67

0,25–1,17
0,30–1,24
0,18–0,74

0,46–0,82
0,50–0,89
0,33–0,74

0,68–1,48
0,74–1,64
0,63–1,08

1,09–1,78
1,32–2,02
1,01–1,56

4,40–7,57
4,93–7,99
4,02–7,26

ФКК

БК

ФУК

ФПК

ФМК

p#ГФУК

p#ГФМК

ΣФКК

p

0,33

0,23

0,25

0,046

0,28

0,012

0,056

Таблица 2. Сравнение уровней шести сепсис#ассоциированных ФКК в сыворотке крови здоровых мужчин (n = 42) и жен#
щин (n = 30)

max

1,15
0,93
1,15

14,61
5,69

14,61

6,61
2,67
6,61

1,32
1,32
1,14

3,00
2,53
3,00

3,47
2,81
3,47

23,33
9,58

23,33

ПР (5–95%)

0,10–0,74
0,1–0,76

0,07–0,92

0,48–4,91
0,55–4,17

0,38–11,24

0,06–3,34
0,93–2,54
0,00–5,16

0,27–1,04
0,31–1,04
0,22–1,07

0,50–2,27
0,51–2,32
0,45–2,54

0,87–2,53
0,97–2,55
0,72–2,63

2,85–11,63
3,57–9,22

2,51–17,88

медиана

0,27
0,23
0,29

1,41
1,47
1,19

0,55
0,66
0,41

0,63
0,65
0,59

0,98
1,02
0,90

1,47
1,59
1,27

6,18
6,78
5,05

Пол

оба
м
ж

оба
м
ж

оба
м
ж

оба
м
ж

оба
м
ж

оба
м
ж

оба
м
ж

Концентрация, мкМ
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ней ФУК, ФПК и БК в сыворотке крови здоро#
вого человека примерно такое же, как в кишеч#
нике (ФУК > ФПК > БК), хотя абсолютные зна#
чения по крайней мере в 150 раз меньше.

Исследования, выполненные на чистых куль#
турах бактерий, указывают, что in vitro ФМК и
p$ГФМК в значительном количестве продуциру#
ются монокультурами анаэробных и факульта#
тивно#анаэробных бактерий, входящих в состав
микробиоты кишечника [5, 17]. В норме в естест#
венной экосистеме кишечника соединения, содер#
жащие гидроксильную группу в фрагменте мо#
лочной кислоты (ФМК и p$ГФМК), представляют
собой питательный субстрат для строгих анаэро#
бов. Поэтому они подвергаются дальнейшей био#
трансформации до ФУК и ФПК. Это подтвержда#
ется данными Кнуст с соавт. [15], согласно кото#
рым уровень p$ГФМК в толстой кишке в десятки
и сотни раз меньше уровня трех доминирующих
ФКК (БК, ФУК, ФПК). Уровень фенольных сое#
динений в дистальных отделах кишечника в 4,4 ра#
за выше, чем в проксимальном (6,2 и 1,4 ммоль/кг
соответственно), при этом в толстой кишке пре#
обладали бактерии, продуцирующие ФУК, ФПК
и фенол [24]. ФМК не обнаружена в супернатан#
те при инкубации in vitro исследуемого образца
фекалий, т.е. при культивировании кишечных
бактерий в составе естественного биоценоза [24].

В клиническом исследовании в крови здоровых
людей не происходило повышения ФМК даже
после искусственной нагрузки фенилаланином в
интервале 0,5–4 ч, что подтверждает происходя#
щий в норме активный процесс биодеградации
боковых функциональных групп у производных
фенилаланина [25]. Убедительные доказательства
микробного происхождения ФУК, БК, ФПК в
крови получены в ряде гнотобиологических экс#
периментов. Показано, что у безмикробных жи#
вотных (т.е. в условиях полного отсутствия мик#
робиоты) уровень производных фенилаланина
(ФУК, БК, ФПК) в крови существенно ниже по
сравнению с обычными животными [26, 27]. 

По всей видимости, in vivo конечными про#
дуктами биотрансформации тирозина и фенил#
аланина кишечной микробиотой являются пре#
имущественно ФКК, содержащие в своей
структуре фрагменты уксусной или пропионо#
вой кислот (ФУК и ФПК), и лишь небольшая
доля ароматических аминокислот преобразуется
в ФКК, содержащие фрагмент молочной кисло#
ты (ФМК и p$ГФМК).

Сепсис#ассоциированные ФКК постоянно
присутствуют в сыворотке крови здоровых лю#
дей, что указывает на целесообразность даль#
нейших исследований их физиологической ро#
ли в организме человека.

БИОХИМИЯ  том  80  вып.  3  2015

453

р

–

–

0,005
0,696
0,036

0,319
0,675
0,141

0,009
0,019
0,556

rs

–

–

0,3
0,1
0,5

0,1
–0,1

0,3

0,3
0,4
0,1

р

–

0,002
0,226
0,016

0,001
0,339

<0,001

0,048
0,777
0,271

0,005
0,766

<0,001

rs

–

0,4
0,2
0,4

0,4
0,2
0,6

0,2
0,1
0,3

0,3
0,1
0,6

Пол

оба
м
ж

оба
м
ж

оба
м
ж

оба
м
ж

оба
м
ж

Таблица 3. Корреляционные связи между уровнями ФКК в сыворотке крови здоровых людей, в т.ч. раздельно мужчин и
женщин

р

–

–

–

–

0,106
0,882
0,026

rs

–

–

–

–

0,2
0,0
0,4

р

–

–

–

<0,001
0,011
0,006

<0,001
0,014
0,036

rs

–

–

–

0,5
0,4
0,5

0,4
0,4
0,4

р

0,745
0,061
0,193

0,167
0,252
0,320

0,191
0,703
0,094

0,980
0,877
0,355

0,001
0,013
0,036

rs

0,0
–0,3

0,2

0,2
0,2
0,2

0,2
0,1
0,3

0,0
0,0
0,2

0,4
0,4
0,4

p#ГФМК
ФКК

ФУК

ФПК

ФМК

p#ГФМК

p#ГФУК

Примечание. Жирным шрифтом выделены наиболее значимые корреляции.

ФМКФПКФУКФПК
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Previous studies showed that a large amount of phenylcarboxylic acids (PhCAs) is accumulated in the blood of septic
patients due to enhanced endogenous and microbial phenylalanine and tyrosine biotransformation. Frequently, bio#
chemical aromatic amino acid transformation into PhCAs is considered functionally insignificant for people without
monogenetic hereditary diseases. The blood if healthy people contains the same PhCAs that are typical for septic
patients, as shown in this paper. The overall serum PhCA level was 6 мM on average, which was measured by gas chro#
matography with flame ionization detection. This level is a stable biochemical parameter indicating the normal
metabolism of aromatic amino acids. The PhCA concentrations in healthy peoples’ metabolic profile are distributed
as follows: p#phenylacetic ~ p#phenyllactic > p#hydroxyphenylacetic > phenyllactic ~ phenylpropionic > benzoic. We
believe maintaining of stable PhCA level in serum is provided by integration of human endogenous metabolic path#
ways and microbiota.

Key words: tyrosine metabolism, sepsis, phenylcarboxylic acids, phenyllactic acid, p#hydroxyphenyllactic acid,
phenylpropionic acid, benzoic acid, microbiota


