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НА ЛИПИДНЫЙ СОСТАВ СУРФАКТАНТА in vitro
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Легочный сурфактант – липопротеидный комплекс, состоящий на 70–75% из фосфолипидов.
Перфторизобутилен – высокотоксичный газ, образующийся как вторичный продукт фторполимер-
ной продукции, интоксикация которым приводит к развитию острой воспалительной реакции в
легких. Воспаление может быть опосредовано высвобождением провоспалительных медиаторов
(арахидоновая кислота, лизофосфатидилхолин) в результате разрушения фосфолипидов сурфак-
танта при ингаляционном воздействии токсичных веществ, в том числе перфторизобутилена. При
хроматомасспектрометрии образцов сурфактанта (Сурфактант BL (ООО Биосурф, Россия)) in vitro
проведено количественное определение продуктов деструкции фосфолипидов после воздействия
перфторизобутилена. Было показано дозозависимое снижение содержания основных фосфолипи-
дов сурфактанта (дипальмитоилфосфатидилхолина (C40H80NO8P, Mr – 734.5) и ненасыщенного
фосфатидилхолина (C42H82NO8P, Mr – 760.5)) при отсутствии арахидоновой кислоты и лизофосфа-
тидилхолина. Результаты экспериментов не подтвердили роль легочного сурфактанта в формирова-
нии воспалительного процесса в легких после интоксикации перфторизобутиленом и послужили
аргументами в пользу клеточной гипотезы формирования токсического отека легких.
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ВВЕДЕНИЕ
Фторолефины относят к алкенам, в которых

один или несколько атомов водорода замещены
фтором (в перфтор-n-алкенах все атомы водорода
замещены на фтор). По сравнению с водородсо-
держащими аналогами фторолефины термоста-
бильны, нерастворимы в органических раствори-
телях, устойчивы к химическим воздействиям,
обладают прекрасными диэлектрическими свой-
ствами (Паншин и др., 1978). Данные качества
обусловливают их широкое применение в виде
фторполимеров в химической промышленности,
электротехнике, машиностроении, медицине,
пищевой промышленности и др. (Tsai, 2009).

Фторполимеры малотоксичны, однако, при их
нагревании более чем на 400°С образуются высо-
котоксичные соединения, наиболее опасное из
которых – перфторизобутилен (ПФИБ) (Tsai,
2009). Им, в первую очередь, обусловлена токсич-

ность продуктов пиролиза политетрафторэтилена
для человека (Паншин и др., 1978).

Перфторизобутилен обладает высокой элек-
трофильной активностью и реагирует практиче-
ски со всеми известными нуклеофилами, что
имеет большое значение для химии фтороргани-
ческих соединений. Он находит широкое приме-
нение в лабораторном синтезе для получения
функциональных фторорганических соединений
многих типов: гексафторацетон (производство
лекарств и пестицидов), бис(трифторметил)кетен
(модификация свойств шерстяных тканей) и др.
(Зейфман и др., 1984).

В Российской Федерации объем производства
фторполимерной продукции составляет десятки
тысяч тонн в год. Мощность по выпуску фторпо-
лимерного сырья в РФ ежегодно увеличивается
на 5–10%. Помимо этого, в РФ функционирует
около 40 предприятий по переработке отходов
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производства фторполимеров, в частности, мето-
дом термического разложения до газообразных
продуктов.

Интоксикация ПФИБ может произойти при
возникновении аварийных ситуаций или при на-
рушении правил техники безопасности на объек-
тах производства фторполимерной продукции
или их переработки.

Перфторизобутилен – высокотоксичный газ,
поступает в организм ингаляционным путем и
приводит к развитию острого поражения легких,
вплоть до токсического отека легких. На текущий
момент механизм токсического действия ПФИБ
окончательно не изучен. Считается, что этот газ
воздействует на компоненты аэрогематического
барьера (АГБ), что приводит к запуску острой
воспалительной реакции и увеличению проница-
емости АГБ (Zhang et al., 2017). Однако оконча-
тельно не установлено, какой компонент АГБ
представляет собой первичную мишень для
ПФИБ, воздействие на которую может приво-
дить к выбросу провоспалительных агентов и за-
пуску каскада воспалительных реакций.

Аэрогематический барьер млекопитающих
представлен слоем сурфактанта, альвеолоцитов,
выстилающих полость альвеолы, базальной мем-
браной и слоем эндотелиоцитов, выстилающих
полость сосуда (Histology for …, 2007). Первый ба-
рьер на пути поступления ПФИБ представлен
слоем сурфактанта. Легочный сурфактант пред-
ставляет собой липопротеидный комплекс, по-
крывающий поверхность альвеолярного эпите-
лия и располагающийся на границе раздела фаз.
Основная функция легочного сурфактанта состо-
ит в снижении поверхностного натяжения на гра-
нице воздух–вода с 72 мН/м до 20–25 мН/м (Ро-
зенберг, 2014). Большую часть легочного сурфак-
танта составляют фосфолипиды (ФЛ) с
поверхностно-активными свойствами. На грани-
це раздела двух фаз (воздух–вода) фосфолипиды
формируют монослой, в котором их гидрофиль-
ная часть обращена в гипофазу, а гидрофобная –
в воздух. Чем больше ФЛ в монослое, тем ниже
поверхностное натяжение (Ерохин и др., 2013).

Основная доля ФЛ сурфактанта представлена
фосфатидилхолином (70–75% от всех ФЛ). Фос-
фатидилхолин, в первую очередь, представлен его
насыщенной формой, содержащей два остатка
пальмитиновой кислоты, – дипальмитоилфосфа-
тидилхолином (ДПФХ) (60–65% от всего фосфа-
тидилхолина) (Розенберг, 2014). Помимо остат-
ков пальмитиновой кислоты в составе фосфати-
дилхолинов могут быть другие ненасыщенные
жирные кислоты, например арахидоновая кисло-
та (0.49 ± 0.09% от всех жирных кислот в его со-
ставе) (Schmidt et al., 2001). В результате воздей-
ствия фосфолипаз происходит разрушение слож-
ноэфирной связи ФЛ между остатком жирной

кислоты и глицеролом с образованием соответ-
ствующей жирной кислоты и лизофосфатидилхо-
лина (неактивный предшественник липидных
провоспалительных медиаторов (фактор актива-
ции тромбоцитов)) (Ерохин и др., 2013). В резуль-
тате метаболизма арахидоновой кислоты образу-
ются различные провоспалительные медиаторы:
лейкотриены, простациклины, простагландины,
тромбоксаны, которые способны инициировать
процесс воспаления (Оксидативный стресс …,
2012). Таким образом, можно предположить, что
вследствие разрушения ФЛ легочного сурфактан-
та под действием различных токсичных агентов
могут образовываться провоспалительные медиа-
торы, инициирующие каскад воспалительных ре-
акций в легких и приводящие к токсическому
отеку.

Цель исследования состояла в количествен-
ном определении содержания лизофосфатидил-
холина и арахидоновой кислоты в образцах сур-
фактанта после воздействия перфторизобутилена
in vitro.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Перфторизобутилен получали путем термоде-
струкции политетрафторэтилена при температу-
ре 700–750°С в камере для пиролиза. Образовав-
шиеся продукты пиролиза, содержащие перфто-
ризобутилен (далее продукты пиролиза), путем
естественной конвекции поступали в ингаляцион-
ную камеру объемом 0.1 м3. Содержание ПФИБ в
газовоздушной смеси оценивали расчетным ме-
тодом. Согласно данным литературы для крыс
LC50 ПФИБ при экспозиции 15 мин составляет
12 ± 2 ppm (Smith et al., 1982). При термическом
разложении 2.68 ± 0.60 г политетрафторэтилена
выявляли продукты пиролиза, ингаляционное
воздействие которых в течение 15 мин приводило
к гибели 50% лабораторных животных (крыс) в
течение 24 ч после интоксикации (Толкач и др.,
2018). С учетом того, что токсичность продуктов
пиролиза политетрафторэтилена при нагревании
более 475°С обусловлена в первую очередь ПФИБ
(Паншин и др., 1978), в настоящем исследовании
моделировали ингаляционное воздействие ПФИБ
на сурфактант in vitro путем пиролиза эквивалент-
ного количества политетрафторэтилена за анало-
гичное время.

Сурфактант BL (ООО Биосурф, Россия) мас-
сой 80 мг растворяли в 20.0 мл 0.9% NaCl, нагре-
том до 37.0°С. Полученную суспензию перелива-
ли в чашки Петри (4 пробы по 5 мл). Пробы № 2,
3 и 4 помещали поочередно в ингаляционную ка-
меру. В течение 15 мин каждую пробу подвергали
воздействию продуктов пиролиза, содержащих
ПФИБ в концентрациях 12, 24 и 60 ppm, соответ-
ственно. Пробу № 1 (контроль) помещали в инга-
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ляционную камеру, где она находилась в атмо-
сферном воздухе в течение 15 мин.

После окончания воздействия проводили
идентификацию и количественное определение
фосфолипидов, входящих в состав сурфактанта
методом высокоэффективной жидкостной хро-
матографии с тандемным тройным квадруполь-
ным масс-детектированием (Thermo UltiMate
3000RS с масс-детектором TSQ Quantum Access
Max). Хроматографический анализ выполняли
при следующих условиях: колонка Hamilton PRP-
3300 Å 150 × 2.1 мм 10 μм; подвижная фаза: А: 0.1%
CF3COOH в деионизованной воде; В: 0.1%
CF3COOH/10% H2O/15% ACN в изопропаноле;
скорость потока: 0.4 мл/мин; температура термо-
стата 35°С; объем ввода 15 μl. В качестве стан-
дартного вещества использовали образец сурфак-
танта, растворенного в 0.9% NaCl. Анализ компо-
нентов сурфактанта проводили в режиме Full
Scan MS1 в диапазоне 50–1000 m/z с регистраци-
ей положительных ионов. Подтверждение струк-
туры идентифицированных соединений прово-
дили с помощью тандемной масс-спектрометрии
в режиме SIM product Full Scan путем разбиения
родительского иона и регистрации его осколков.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

После разведения сурфактанта в физиологиче-
ском растворе получали гомогенную белесоватую
суспензию (4 мг/мл), которую в чашке Петри по-

мещали в ингаляционную камеру и подвергали
воздействию продуктов пиролиза. По окончании
воздействия изменений внешнего вида в суспен-
зии сурфактанта отмечено не было.

В результате проведения хроматографическо-
го анализа в пробах определяли соединения по
выделенным ионам m/z = 734.5 и 760.5, которые
соответствовали дипальмитоилфосфатидилхоли-
ну (C40H80NO8P) и ненасыщенному фосфатидил-
холину (C42H82NO8P), предположительно – 1-
пальмитоил-олеоил-sn-глицеро-3-фосфохолину,
соответственно (рис. 1а, рис. 2). Хроматограммы
проб сурфактанта после воздействия ПФИБ
(пробы № 2, 3, 4) по выделенным ионам 734.5 m/z
и 760.5 m/z приведены на рисунке 1б. На основа-
нии полученных данных были рассчитаны кон-
центрации дипальмитоилфосфатидилхолина и не-
насыщенного фосфатидилхолина (C42H82NO8P) в
исследуемых пробах сурфактанта после воздей-
ствия перфторизобутилена (таблица).

Отмечено снижение содержания основных
фосфолипидов в пробах сурфактанта in vitro после
воздействия продуктов пиролиза (таблица). Так,
при увеличении концентрации в ингаляционной
камере ПФИБ регистрировали снижение содер-
жание ДПФХ и ненасыщенного фосфатидилхо-
лина почти в 2 раза по сравнению с контролем.
Таким образом, отмечали дозозависимое сниже-
ние основных фосфолипидов сурфактанта после
воздействия ПФИБ. Соединений из группы
лизофосфатидилхолинов (Mr – 433.55–567.69)

Рис. 1. Хроматограммы проб сурфактанта, RT = 18.79 мин, 19.53 мин, по выделенным ионам m/z = 734.5 и 760.5. (а) –
проба № 1 (контроль); (б) – пробы № 2, № 3, № 4 после воздействия ПФИБ в различных концентрациях.
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(Suárez-García et al., 2017) и арахидоновой кисло-
ты (Mr – 304.4) во всех пробах обнаружено не было.

Токсичность продуктов пиролиза фторполи-
меров в первую очередь обусловлена перфторизо-
бутиленом (Tsai, 2009). В настоящее время специ-
фических средств терапии отравления этим ток-
сикантом не разработано. Вероятно, это связано с
отсутствием четкого понимания механизма ток-
сического действия ПФИБ. Согласно данным
литературы, ПФИБ, поступая в организм ингаля-
ционным путем, приводит к активации воспали-
тельного каскада и развитию токсического отека
легких (Zhang et al., 2017). Однако во многих науч-
ных работах не дифференцируется первичная точ-
ка приложения ПФИБ, указывается на то, что он
воздействует на все компоненты АГБ (Meng et al.,
2011; Zhang et al., 2017).

Перфторизобутилен обладает высокой элек-
трофильной активностью, что позволяет ему лег-
ко вступать в реакции со всеми известными нук-

леофилами. Высокая электрофильность обуслов-
лена сочетанием сильного электроноакцепторного
действия атомов фтора и групп СF3. Взаимодей-
ствуя с нуклеофилами, ПФИБ вступает с ними в
реакции нуклеофильного присоединения и/или
замещения, что приводит к образованию соответ-
ствующих аддуктов (Зейфман и др., 1984).

В легочном сурфактанте наибольшее количество
нуклеофильных групп представлено в ДПФХ. Воз-
можный механизм взаимодействия ПФИБ с ДПФХ
приведен на рис. 3. Перфторизобутилен, вероят-
нее всего, будет вступать в реакцию нуклеофиль-
ного присоединения с группой –О– остатка фос-
форной кислоты. В результате данной реакции
может образовываться аддукт ПФИБ и ДПФХ c
Mr = 915.13 и ион фтора (F–) (рис. 3). В химии
перфторизобутилена не описаны реакции, кото-
рые могут привести к разрушению сложноэфир-
ной связи между остатком жирной кислоты и гли-
церолом с образованием соответствующей жир-

Рис. 2. Масс-спектр стандартного образца сурфактанта, RT = 18.79 мин, 19.53 мин. Определяется дипальмитоилфос-
фатидилхолин (C40H80NO8P), ненасыщенный фосфатидилхолин (C42H82NO8P).
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Таблица. Количественное содержание фосфолипидов в образцах суспензии сурфактанта после воздействия
продуктов пиролиза, мг/мл

№ пробы/концентрация ПФИБ
Дипальмитоилфосфатидилхолин 

(C40H80NO8P)
Ненасыщенный фосфатидилхолин 

(C42H82NO8P)

№ 1 (контроль) 1.60 1.00
№ 2 (12 ppm, 15 мин) 1.26 0.86
№ 3 (24 ppm, 15 мин) 0.97 0.61
№ 4 (60 ppm, 15 мин) 0.87 0.57
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ТОЛКАЧ и др.

ной кислоты (пальмитиновой – при разрушении
ДПФХ, арахидоновой – при разрушении соответ-
ствующих ФЛ) и лизофосфатидилхолина (Зейф-
ман и др., 1984).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В проведенном экспериментальном исследо-
вании было установлено, что воздействие ПФИБ
на суспензию сурфактанта in vitro приводило к до-
зозависимому снижению содержания основных
фосфолипидов легочного сурфактанта. Однако
во всех пробах не идентифицировали соединений
соответствующих аддуктам ДПФХ и ПФИБ. Ве-
роятно, снижение содержание ДПФХ обусловле-
но опосредованным воздействием ПФИБ. Более
того, не было обнаружено провоспалительных
медиаторов (арахидоновой кислоты и лизофос-
фатидилхолина), которые могут образовываться
при разрушении ФЛ под воздействием ПФИБ.

Таким образом, можно предположить, что вос-
палительный процесс, развивающийся в легких
после интоксикации ПФИБ, не может быть ини-
циирован провоспалительными агентами, образу-
ющимися при разрушении ФЛ легочного сурфак-
танта вследствие их непосредственного взаимо-
действия с токсикантом. Другими источниками
провоспалительных медиаторов, образующихся в
результате воздействия на сурфактант, могут быть
специфические белки (SP-A, SP-B, SP-C, SP-D).
Исследование данных патогенетических механиз-
мов поражения легких при воздействии ПФИБ
требует проведения дальнейших эксперимен-
тальных исследований. Накопленные сведения
усиливают аргументы в пользу участия факторов
нарушенного метаболизма альвеолоцитов в фор-
мировании токсического отека легких и поддер-
живают клеточную теорию формирования токси-
ческого отека легких.
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Pulmonary surfactant is a lipoprotein complex consisting of 70–75% phospholipids. Perfluoroisobutylene is
a highly toxic gas which was formed as a product of the f luoropolymer industry. Acute perfluoroisobutylene
intoxication leads to the development of acute lung injury. The inflammation may be initiated by pro-inflam-
matory mediators (arachidonic acid, lysophosphatidylcholine) as a result of inhalation of toxic substances,
e.g. perfluoroisobutylene. Using phospholipid quantitative chromatomasspectrometria the surfactant degra-
dation products after perfluorisobutylene exposure in vitro were determined. A dose-dependent decrease of
the main surfactant phospholipids was shown (dipalmitoylphosphatidylcholine (C40H80NO8P, Mr – 734.5)
and unsaturated phosphatidylcholine (C42H82NO8P, Mr – 760.5)) without arachidonic acid and lysophos-
phatidylcholine were observed. The experiments data cannot be assumed as a key role of surfactant in the lung
inflammatory formation after perfluorisobutylene intoxication and became the arguments to cell hypotheses
of toxic edema formation.

Keywords: perfluoroisobuthylene, surfactant, phosphatidylcholine, dipalmitoylphosphatidylcholine, lyso-
phosphatidylcholine, inflammation, high performance liquid chromatography
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