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ABSTRACT 

Phospholipids in the composition of alveolar surfactant play a crucial role for its optimal 
functioning. Studies on fatty acid composition of individual phospholipid components of 
alveolar surfactant show that there is some correlation between the fatty acid profile and normal 
biophysical function of alveolar surfactant. So far the fatty acid profile has been determined in 
alveolar surfactant only. For the first time in the present study fatty acid analysis of lipids in 
gastric aspirates from children with Neonatal Respiratory Distress Syndrome (NRDS), 
premature infants and full-term babies was made. Qualitative and semi-quantitative analysis of 
fatty acids in gastric aspirate samples was made by Gas Chromatography-Mass Selective 
Detector. The results show that saturated/unsaturated fatty acids ratio is highest in the group of 
full-term infants. Moreover, the most common of all fatty acids is the saturated palmitic (C16: 
0). Based on these and future studies we expect a new method based on analyses of gastric 
aspirates for determining lung maturity to be established which could be useful for the clinical 
practice in the NRDS therapy of children. 

Keywords: Neonatal Respiratory Distress Syndrome, Gas Chromatography-Mass Selective 
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УВОД 
Алвеоларният сърфактант (АС) представлява сложен липид-белтъчен комплекс, 

покриващ алвеолите, който се секретира от специализирани епителни клетки в белия дроб – 
пневмоцити тип II. Липсата на зрял АС или неговата инактивация и/или дисфункция води до 
развитието на респираторен дистрес синдром (РДС) - заболяване, което често има летален 
изход. Инхибирането на АС може да се предизвика от плазмени белтъци (главно албумин), 
простагландини, адхезионни молекули, кръвни компоненти и възпалителни медиатори 
(които в норма не присъстват на алвеоларната повърхност) в резултат на травма, сепсис, 
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масивен кръвоизлив, изтичане на стомашни сокове в белия дроб и др. [1]. За лечение на РДС 
през последните десетилетия в клиничната практика успешно се прилагат естествени и 
изкуствени екзогенни сърфактантни препарати, които се явяват аналози на човешкия АС. 

Алвеоларният сърфактант се състои главно от липиди - (около 80%), известно 
количество въглехидрати и около 10% специфични белтъци [2]. Морфологично и 
функционално АС е хетерогенен, тъй като в състава му влизат разнообразни компоненти, 
които формират различни моно-, би- и мултислойни структури на граничната повърхност в 
белия дроб [3,4]. Въпреки че специфичните  сърфактантни белтъци са изключително важни 
за осъществяване на функциите на АС, именно липидите са отговорни за достигане и 
поддържане на ниски стойности на повърхностното напрежение при издишване. Прави 
впечатление, че АС изолиран от различни видове бозайници, показва голямо сходство в 
липидния състав [5,6]. Анализът му показва наличието на необичайни и характерни за АС 
липидни компоненти - преобладават фосфолипидите (ФЛ), от които най-висок процент (72-
80%) се пада на фосфатидилхолин, следван от фосфатидилглицерол (8–12%). Фосфолипиди 
като фосфатидилсерин, фосфатидилетаноламин и сфингомиелин, които са главни 
компоненти на клетъчните мембрани, при алвеоларния сърфактант се срещат в по-малки 
количества [7,8]. Етерните липиди като 1-0-(1’-алкенил)-2-ацил-sn-глицеро-3-фосфохолин 
представляват около 4% от състава на АС [5]. Неутралните липиди съставляват 7-10% от 
липидите в АС, като сред тях на холестерола се падат 80-90% [6]. При повечето бозайници са 
установени и малки количества моно- би- и триацилглицероли, както и свободни мастни 
киселини, основно палмитинова киселина. 

Вида на отделните фосфолипиди в белодробния алвеоларен сърфактант, както и 
тяхното съотношение, имат изключително важна роля за неговото оптимално 
функциониране [4, 9-12]. Изследванията върху мастно-киселинния (МК) състав на отделните 
фосфолипидни компоненти на АС показват, че има корелация между мастно-киселинния 
профил и нормалната функция на сърфактанта. В научната литература до сега има данни за 
определяне на MK профил само в алвеоларен сърфактант.  

В настоящата работа посредством  газова хроматография с масселективен детектор за 
първи път е направен сравнителен мастно-киселинен анализ на липиди в гастрални аспирати 
(ГА) от доносени деца, недоносени новородени и деца с неонатален РДС (НРДС), с цел 
търсене на корелация между белодробната зрялост на децата и мастно-киселинния профил в 
гастралните им аспирати.  

 
МАТЕРИАЛИ И МЕТОДИ 
Начин на подготвяне на пробата: Използвани са метилови естери на мастните 

киселини, получени по процедурата описана от W.W.Christie [13]. Приложената процедура е 
с малки модификации и е направена с любезното съдействие на Съвместен геномен център, 
гр. София.  

Проба ГА с обем 1.5 ml се прехвърля в стъклено петри и се лиофилизира в 
продължение на 12 h, чрез лиофилизатор „Christ Alpha 1-2 D plus". Следва двуктратна 
екстракция с разтворител хлороформ-метанол (2:1). Екстрактът се прехвърля в епруветка и 
се концентрира, след което се подлага на киселинна хидролиза за 12 h на водна баня при 
температура 50°С. След протичане на реакцията към пробата се добавят 5 ml 5% NaCl. С 
помощта на делителна фуния пробата се екстрахира двукратно с по 5 ml хексан. Събраните 
хексанови екстракти се промиват с 2% NaHCО3. Промитият екстракт се прехвърля в 
епруветка и разтворителя в пробата се изпарява с помощта на ротационен вакуум изпарител 
„Christ Alpha RVC 2-25CD plus". Пробата се разтваря в 500 μl хексан. 

Количествен и полуколичествен мастно-киселинен анализ посредством газова 
хроматография с масселективен детектор: Използвана е апаратура  GC 7890А MS 7000А 
QQQ Agilent Technologies, USA, работеща с колона „HP Innowax" (З0m, 250 μm х 250 μm). 
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Газ носител е хелий с постоянен поток 0.8 ml/min. Обемът на пробата е 1 μl. Анализът се 
извършва при температура на инжектора 260°С. Използваната температурна програма 
протича по следната схема: началната температура е 150°С без задържане и градиент 
4°С/min до достигане на 250°С. Следва задържане на 250°С в продължение на 25 min. 
Общото време за анализ на една проба е 45 min. 

 
РЕЗУЛТАТИ И ДИСКУСИЯ 
Известно е, че алвеоларните сърфактантни фосфолипиди включват необичайно висок 

процент двойнонаситени видове, сред които най-застъпен е дипалмитоилфосфатидилхолин 
(ДПФХ) - 32-40% [7,14], което представлява уникално високо съдържание, в сравнение с 
това при биологичните мембрани. Смята се, че ДПФХ е основният повърхностно активен 
компонент на АС [15]. Той е представен в достатъчно количество, за да образува in vivo 
непрекъснат екстрацелуларен слой върху цялата алвеоларна повърхност. Отговорен е също 
за постигането на ниските стойности на повърхностното напрежение при издишване. 
Неразтворими монослоeве от ДПФХ, изследвани in vitro, са в състояние да достигнат 
повърхностно напрежение под 5 mN/m при компресия на въздушно-водната фазова граница 
[16]. Тези слоеве са изключително стабилни и релаксират до равновесно повърхностно 
напрежение в продължение на няколко часа. Едновременно с това обаче, ДПФХ се 
адсорбира изключително бавно от субфазата и показва много лош динамичен респрединг, 
когато компресията на слоевете се извършва в режим на колапс [17]. Молекули на ДПФХ, 
напуснали веднъж повърхностния монослой при ниско повърхностно напрежение, не могат 
да се върнат обратно в него и повече не участват в понижаването на повърхностното 
напрежение [18]. От тази гледна точка ДПФХ не е достатъчен за осъществяването на 
оптималните функции на АС. Кинетичните свойства на АС изискват наличие на други 
липиди и специфични хидрофобни белтъци, които да увеличат флуидитета при телесна 
температура, тъй като температурата на фазовия преход от гелно в течно-кристално 
състояние за ДПФХ е 41°С  [19]. Ненаситените ФХ и другите фосфолипидни компоненти 
вероятно играят важна роля в този процес [20].  

 До сега мастно-киселинният профил на липидите в АС е определян в проби трахеални 
аспирати и резултатите показват, че оптималният мастно-киселинен профил влияе на 
нормалното функциониране на белия дроб. В научната литература е доказано, че в АС 
наситените мастни киселини са в по-голямо количество, в сравнение с ненаситените. От тях 
очаквано преобладава наситената палмитиновата киселина (С16:0) – компонент на ДПФХ, 
като количеството й нараства с увеличаването на гестационната седмица при всички 
анализирани фосфолипиди.  Друга мастна киселина, която се среща в значително 
количество, е стеариновата киселина (С18:0). До този момент не са публикувани данни за 
високи концентрации на миристинова киселина (С14:0) в АС. При бебета с хиалинно-
мембранна или интерстициална болест се наблюдава значително по-ниско съдържание на 
палмитинова киселина (С16:0), в сравнение със здрави бебета [21-23]. Трябва да се отбележи, 
че в научната литература има данни за определяне на мастно-киселинния профил, както и 
промени в количеството МК при респираторни патологии, само в бронхо-алвеоларен лаваж, 
като резултатите са съотнесени за отделните фосфолипидни компоненти [22].  

В представената работа за първи път е направен мастно-киселинен анализ на липиди в 
гастрални аспирати от доносени здрави, недоносени здрави и недоносени деца с НРДС. 
Резултатите от газовата хроматография показват, че се наблюдава по-високо съдържание на 
наситени мастни киселини при всички изследвани проби ГА, в сравнение с ненаситените 
мастни киселини (Фиг.1). Тази тенденция е в съответствие с количеството на наситените и 
ненаситените МК респ. през ембрионалното развитие, установени в алвеоларния сърфактант, 
получен след бронхо-алвеоларен лаваж. Вижда се, че процентното съдържание на 
наситените МК в ГА от здрави, доносени деца доближава 60%, докато при недоносените 
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здрави новородени количеството е по-ниско – 51%, а при страдащите от НРДС е около 45%. 
В допълнение, съотношението между наситените и ненаситените МК в трите групи 
изследвани деца показва, че то е най-високо в групата на здравите доносени деца (1,4), като 
това съотношение намалява при здравите недоносени (1,05), и достига най-ниска стойност от 
0,85 при недоносените с НРДС (Фигура 2).   

Мастно-киселинният профил на наситените МК в ГА от трите тествани групи деца е 
представен на Фигура 3. Вижда се, че лауриновата киселина (С12:0) не се открива при 
недоносените деца с НРДС, докато при здрави недоносени и доносени деца се откриват 
следови количества от нея. Миристиновата киселина (С14:0) също се открива в малки 
количества, като се наблюдава незначително повишение с напредване на ембрионалното 
развитие. Най- високо съдържание при здравите доносени новородени  очаквано се 
наблюдава при палмитиновата киселина (С16:0) – до около 40% от тоталното МК съдържание. 

 
 

Фигура 1. Процентно съдържание на наситени и 
ненаситени мастни киселини в проби ГА от 
доносени, недоносени здрави и недосени деца с 
РДС. 

Фигура 2. Съотношение между процентното 
съдържание на наситени и ненаситени мастни 
киселини в проби ГА от доносени, недоносени 
здрави и недосени деца с РДС.  

Тази стойност е значително по-ниска от определената в алвеоларен сърфактант при 
здрави хора – до 80% [23]. Това понижено съдържание на С16:0 може да бъде обяснено с 
наличието в гастралните аспирати не само на белодробен лаваж, но и на амниотична течност, 
секрети от храносмилателния тракт, мекониум и др. Резултатите за стеариновата киселина 
(С18:0) на този етап от изследването показват, че по-високи нива се детектират в 
недоносените деца с НРДС, но литературни данни показват, че не се наблюдават съществени 
разлики в концентрацията на С18:0 при здрави доносени и при страдащи от НРДС деца [22]. 
Известно е, че арахидиновата (С20:0), бехеновата (С22:0) и лигноцериновата (С24:0) МК се 
откриват в минорни количества в АС [23]. Резултатите от нашето изследване също показват 
незначителни количества от тези дълговерижни наситени МК в пробите гастрални аспирати. 
Като обобщение, може да се заключи, че съдържанието на наситените мастни киселини с 
различна въглеводородна верига при патология е по-ниско спрямо нормата, което би могло 
да обясни и нарушаването на биологичната функция на АС, поради промяната в състава и 
понижената концентрация на алвеоларните фосфолипиди, едно от последствията на което е 
развитието на НРДС. 
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Фигура 3. Процентно съдържание на наситени мастни киселини в проби от доносени, недоносени и 
недоносени деца с НРДС. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ  
С помощта на газова хроматография с масселективен детектор е направен качествен и 

полуколичествен мастно-киселинен анализ на съдържащите се в гастралните аспирати 
липиди. Резултатите показват, че съотношението наситени/ненаситени мастни киселини е 
най-високо при здравите доносени деца, което съответства на белодробната им зрялост. В 
допълнение, от мастните киселини в най-големи количества се открива характерната за 
алвеоларния сърфактант палмитинова (С16:0) мастна киселина. Въз основа на тези и бъдещи 
изследвания очакваме да бъде създаден бърз и удобен метод на базата на гастрални аспирати, 
който да констатира белодробна незрялост и/или инактивация на АС при новородени деца, с 
оглед на своевременна терапия с използваните в клиничната практика животоспасяващи 
сърфактантни препарати. 
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