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Введение 


4 ВВЕДЕНИЕ

Мочекаменная болезнь (уролитиаз) человека - распространенное заболевание. Диагноз мочекаменной болезни (МКБ) устанавливают в основном путем ультразвукового, рентгенологического, а также биохимического обследования, направленного на выявление метаболических нарушений. Вместе с тем актуальной является во многом нерешенная задача своевременной диагностики начальных изменений свойств мочи при уролитиазе и оценка степени активности камнеобразования в период заболевания. Также открытым остается вопрос о причине камнеобразования.

В настоящее время существует два альтернативных подхода к объяснению процесса образования мочевых камней, причем в обоих рассматривается специфическая взаимосвязь присутствующих в моче солей и белков. В одном подходе белки считают коллоидными стабилизаторами кристаллических образований, за счет адсорбции которых на поверхности кристаллов повышается растворимость солей. В другом белкам отводится роль матрицы (посторонних зародышей), на которой происходит кристаллизация солей.

Несмотря на ключевую роль в агрегативной устойчивости системы мочи процесса взаимодействия ее компонентов с растворителем (водой), до сих пор не проводилось сравнения мочи здоровых и больных МКБ с этих позиций. А именно, не определялось состояние (структурирование) воды в многокомпонентной системе нативной мочи, не изучалось и сродство к воде отдельных компонентов, в частности, камнеобразующих кристаллоидов и коллоидов.

Вместе с тем, такой метод исследования как микроволновая диэлектрометрия, позволяет решать подобные задачи. Крайневысокочастотный (КВЧ) диапазон электромагнитного излучения представляет особый интерес для водных систем биообъектов, поскольку он соответствует области максимальной дисперсии диэлектрической проницаемости свободной воды. Методом КВЧ-диэлектрометрии изучают эффекты гидратации (положительной,
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отрицательной, гидрофобной и гидрофильной); процессы комплексо-образования, конформационные переходы биополимеров, межмолекулярные взаимодействия, состояние воды в коллоидных системах. Для простых и сложных модельных систем, а также для крови, желчи, кожи больных и здоровых пациентов на основании диэлектрометрических характеристик рассчитывают действительную и мнимую части комплексной диэлектрической проницаемости, тангенс диэлектрических потерь, по которым судят о структуре воды, взаимодействующей с растворенными и коллоидными компонентами на разных уровнях организации системы. Поэтому метод КВЧ-диэлектрометрии принципиально может быть использован для характеристики дисперсной системы мочи, включающей ионные, молекулярно растворенные и коллоидные компоненты.

Цель работы заключалась в сравнении взаимодействия (степени структурирования) воды с компонентами мочи здоровых людей и больных мочекаменной болезнью (МКБ) с применением КВЧ-диэлектрометрии.

Для достижения поставленной цели требовалось решить следующие задачи:

1. Провести химический и биохимический анализ изучаемых образцов мочи больных уролитиазом и здоровых людей.

2. Разработать методику КВЧ-исследования мочи, включающую предварительную подготовку препарата.

3. В миллиметровом диапазоне электромагнитных волн (ЭМВ) изучить диэлектрические характеристики мочи здоровых людей и больных МКБ, обеспечив условия потери агрегативной устойчивости систем.

4. В широком диапазоне рН при сохранении естественного белкового фона сравнить коллоиды мочи здоровых людей и больных МКБ по степени их сродства к воде.

5. Оценить возможность лабораторной диагностики литогенных свойств мочи человека на основе регистрации электродинамических параметров мочи.
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Научная новизна работы:

1. Впервые КВЧ-диэлектрометрия применена для исследования литогенных свойств мочи.

2. Впервые определены комплексные значения диэлектрической проницаемости мочи здоровых людей и больных МКБ, по которым выявлены различия в степени структурирования воды в этих системах.

3. Установлена однозначная связь между степенью литогенности мочи и характером ее взаимодействия со сверхслабым электромагнитным излучением (ЭМИ) миллиметрового диапазона.

4. Впервые получены зависимости электрокинетического потенциала коллоидов мочи от рН среды и показано их отличие для систем мочи здоровых людей и больных МКБ.

5. Проведена оценка значений константы Гамакера для коллоидов мочи здоровых людей и больных МКБ.

Практическая значимость работы. Разработанная методика изучения здоровой и литогенной мочи в миллиметровом диапазоне низкоинтенсивного ЭМИ, включая предварительную подготовку препарата, выявленные различия их диэлектрических свойств могут быть использованы для создания технических средств ранней клинической диагностики МКБ на стадиях до образования почечных камней; предложенный критерий литогенности позволит использовать параметры комплексного коэффициента отражения (ККО) миллиметрового излучения в условиях вакуумного концентрирования мочи для градации ее камнеобразующих свойств.

На защиту выносятся следующие основные положения:

1. Моча здоровых людей и моча больных МКБ характеризуются различными значениями компонент комплексной диэлектрической проницаемости в миллиметровом диапазоне сверхслабого электромагнитного излучения; моче здоровых пациентов соответствует более высокая степень структурирования воды.

2. Вакуумное концентрирование образцов мочи в 1,5-3 раза способствует
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развитию процесса агрегации диспергированных компонентов в течение эксперимента, в результате чего существенно возрастают различия диэлектрических свойств мочи здоровых людей и больных МКБ.

3. Взвешенные частицы (коллоиды) мочи здоровых людей характеризуются одинаковой зависимостью электрокинетического (?-) потенциала от рН среды, но высокой степенью неоднородности систем по электрокинетическим свойствам; для коллоидов мочи разных больных МКБ характерны различные зависимости «^ - рН», но меньшая неоднородность электрокинетических свойств коллоидов каждого образца мочи.

4. Взвешенным частицам мочи здоровых людей свойственны в целом меньшие значения константы Гамакера, чем частицам мочи больных МКБ, что может свидетельствовать об их большем сродстве к воде.

ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ

1.1. Физико-химические основы камнеобразующих свойств мочи 1.1.1. Химический состав мочи

Моча человека с физико-химической точки зрения представляет ультрафильтрат плазмы крови [1]. Суточное количество мочи в норме у взрослых людей колеблется от 1000 до 1500 мл. В моче находят до 183 шлаковых продуктов, выделяемых организмом человека [2]. Плотность здоровой мочи зависит от количества растворенных в ней веществ и составляет 1,012-1,020 г-см"3. В норме реакция мочи кислая или нейтральная (рН 5,0-7,5). Плотность и активная кислотность (рН) широко варьируют в течение суток [3]. Плотные вещества мочи (50-65 г в суточном количестве) представлены как органическими, так и неорганическими веществами (15-25 г). Основные компоненты мочи взрослого человека приведены в табл. 1.1.

Таблица 1.1. Компоненты мочи взрослого человека

Компонент Содержание (в расчете на суточное количество мочи) Молярное отношение к содержанию в плазме крови

г-сут'1 ммоль-сут"1

Натрий 3-6 130-260 0,8-1,10

Калий 0,5-3,2 38-82 7-12

Магний 0,1-0,2 4,2-8,4 4-5

Кальций 0,1-0,25 2,5-6,2 0,8-1,5

Азот аммиака 0,5-1,0 36-71 2000-3500

Хлориды 3,6-9,0 100-250 0,8-2

Фосфор неорганический 0,9-1,3 29-45 22-29

Мочевая кислота 0,2-1,2 1,2-7,1 4-16

Мочевина 20-35 333-583 50-80

Креатинин у мужчин 1,0-2,0 8,8-17,7 70-98

Креатинин у женщин 0,8-1,8 7,1-15,9 66-80

Индикан 0,01-0,012 0,047-0,056 10-30

Наиболее важными неорганическими соединениями являются натрий, хлор, калий, кальций, магний, а также бикарбонаты, фосфаты, сульфаты, аммиак. Количество бикарбонатов в моче в значительной мере коррелирует с величиной рН мочи. При рН 5,6 с мочой выделяется 0,5 ммоль-л"1, при рН 6,6 -6 ммоль-л'1, при рН 7,8 - 9,3 ммоль-л"1 бикарбонатов. Кислая реакция мочи зависит главным образом от присутствия однозамещенных фосфатов.

Наиболее важными органическими веществами являются мочевина, креатинин, аминокислоты (глицин, гистидин, глутамин, аланин, серии), мочевая кислота, гиппуровая кислота, безазотистые органические компоненты (щавелевая, молочная, лимонная, масляная, ацетоуксусная и другие кислоты). Общее содержание органических кислот в суточном количестве мочи обычно не превышает 1 г [3].

В нормальной моче имеется незначительное количество белка, которое не обнаруживается качественными пробами, поэтому считается, что белка в моче нет. Вместе с тем, в норме его выделяется 25-70 мгсутки"1. Нормальная уропротеинограмма представлена следующим составом: oti-глобулины - 12%, а2-глобулины - 17%, р-глобулины - 43%, у-глобулины - 8% [3]. Именно с содержанием белка в моче связывают как устойчивость коллоидной системы мочи, так и явление камнеобразования.

Мочу считают кристаллоидно-коллоидной системой, находящуюся в норме в устойчивом состоянии. Нормальная моча прозрачна. Мутность может быть вызвана солями, клеточными элементами, бактериями, слизью, жиром.

В отобранной для анализа моче образуется мочевой осадок, в состав которого могут входить клеточные элементы (например, эритроциты, лейкоциты, цилиндры) а также соли, выпавшие в осадок в виде кристаллов или аморфных тел («неорганизованный осадок мочи»). К последним относятся: мочевая кислота (ее содержание повышается на 25-30% при подагре), ураты, оксалаты, кислый мочекислый аммоний, гиппуровая кислота, нейтральный фосфат магния, аморфные фосфаты, карбонат кальция, лейцин, ксантин
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(способствует камнеобразованию), холестерин и другие компоненты, отвечающие разным видам патологии [3].

Выделение веществ почками имеет суточный ритм - в дневные часы выше, чем ночью [1, 4, 5]. Естественная вариабельность химического состава мочи обусловливает отсутствие точных численных значений "нормы" ее показателей. Этим же определяется и отсутствие однозначного соответствия состава мочи и ее физико-химических свойств. Концентрация отдельных компонентов мочи здоровой почки в течение нескольких часов изменяется в 5 -20 раз. Концентрация ионов водорода за это время обычно изменяется в 104 раз [6].

1.1.2. Химический состав мочевых камней

Изучение состава мочевых камней началось еще в XIX веке. Предложенное тогда деление камней на оксалаты, фосфаты, ураты и др. (т.е. на основании анионов химических соединений, из которых состоят камни) используется до сих пор.

Чаще всего различают две группы камней мочевой системы [8]. В первой группе решающим является катион - неорганический кальций. К этой группе обычно относят оксалаты и фосфаты. Камни первой группы в основе своей имеют химическое вещество, однородное по составу.

Во второй группе на первом месте стоит анион. К ней относятся низкополимерные вещества, такие как мочевая кислота и ее соли, цистин, ксантин. Согласно предложенной классификации, к первой группе принадлежат неорганические камни, ко второй - органические. С учетом рН мочи больных уролитиазом, а также камней белкового происхождения, обсуждаемая классификация выглядит следующим образом (табл. 1.2) [7]:
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Таблица 1.2

Классификация мочевых камней по Pyrah

рН мочи СТРУКТУРА КАМНЕЙ

Кристаллические камни

Неорганические Органические

5,5-6,0 - мочевая кислота, ее соли (ураты), цистин, ксантин

-6,0 - кальций-оксалат (вевеллит, ведделлит); - магний-аммоний фосфат (струвит) - урат аммония

-6,5 - кальций-фосфат (гидроксил-апатит, карбонат-апатит, брушит, витлокит)

6,0-7,5 Белковые камни

Камни абсолютно однородного состава встречаются редко. Среди них -камни из мочевой кислоты, ксантина и цистина. Химические формулы основных компонентов, составляющих названные мочевые камни, приведены в табл. 1.3 [8]:

Таблица 1.3 Химический состав мочевых камней

Вид камня Название Формула

ОКСАЛАТНЫЕ Ведделлит СаС2О4-2Н2О

Вевеллит СаС2О4-Н2О

ФОСФАТНЫЕ Брушит СаНРО4-2Н2О

Витлокит Са3(РО4)2

Гидроксилапатит Са5(РО4)2ОН

Ортокальцийфосфат Са4Н(РО4)3

Струвит MgNH4PO4-6H20

Ньюберит MgHPO4-3H20

УРАТНЫЕ Мочевая кислота H4C5N4O3

Мочекислый аммоний NH4H3C5N4O3

Мочекислый натрий NaH3C5N4O3

КАРБОНАТНЫЕ Кальцит CaCO3

Аргонит CaCO3

РЕДКО ВСТРЕЧАЮЩИЕСЯ Цистиновые [-S-H2-CH(NH2)]-CCH]2

Ксантиновые C5H4ON4

Белковые
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Мочевые камни, содержащие в молекуле много воды (две или более молекул), например, ведделлит, брушит, струвит, подвержены перекристаллизации («старению»), при которой теряются молекулы воды.

По частоте регистрации мочевые камни могут быть выстроены в следующий ряд [8, 9]:

Таблица 1.4 Частота регистрации мочевых камней

Вид камня Частота регистрации, %

Scholz Г81 Ramirez Г81 Kallistratos ГЮ1 Shcneider ПИ

ОКСАЛАТНЫЕ 56 51,3 58 59

ФОСФАТНЫЕ 8 28,31 28 15,9

УРАТНЫЕ 17 19,46 12,2 18,7

КАРБОНАТНЫЕ -0,3 }6,4

РЕДКО ВСТРЕЧАЮЩИЕСЯ 1 (цистиновые) 0,44 (цистиновые) ~1,5

Различия в частоте регистрации разных мочевых камней зависят от географии уролитиаза. Химический состав мочевых конкрементов зависит от пола больных. Так, оксалаты преобладают у мужчин, фосфаты у женщин. Имеются также и возрастные различия в составе камней. По данным [12] оксалаты чаще встречаются у пациентов в возрасте 36-45 лет, ураты — 55-65 лет, фосфаты кальция - 26-35 лет, смешанные - 45-55 лет.

Несомненный интерес для исследования высокодисперсных предшественников мочевых камней представляют их кристалло-оптические свойства [8]. Кристаллы мочевых камней относятся в основном к ромбической, моноклинной, тетрагональной системе. Для одноосных кристаллов характерны показатели преломления ~ 1,52-1,55; для двуосных— 1,41-1,65.
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1.1.3. Образование кристаллов из пересыщенных растворов

Образование обычных кристаллов состоит из двух стадий: 1) возникновение зародышей (центров кристаллизации) в пересыщенном растворе, 2) роста зародышей, что приводит к образованию достаточно крупных кристаллов.

Долгое время считалось, что образование зародышей происходит самопроизвольно, а именно, в некоторых участках пересыщенного раствора, находящегося в метастабильном состоянии, молекулы или ионы растворенного вещества сами по себе могут располагаться в кристаллическом порядке, образуя мельчайшие зародыши, способные к дальнейшему росту. В таком случае скорость образования зародышей vt пропорциональна относительному пересыщению и может быть выражена уравнением [13]:

v,=*^S (1.1)

где к - коэффициент, Сп - концентрация пересыщенного раствора; Сн -концентрация насыщенного раствора (растворимость вещества).

Вместе с тем экспериментально было установлено, что зародыши кристаллизации образуются, как правило, в результате осаждения растворенного вещества на чужеродных мельчайших пылинках (введенных кристаллов или проч.), случайно оказавшихся в системе. Было показано, что в растворах, тщательно очищенных от посторонних веществ, даже при значительном пересыщении долгое время не образуются кристаллы [13]. А при введении посторонних зародышей немедленно начинается кристаллизация. Таким образом, стали считать более вероятным образование зародышей на уже готовых поверхностях раздела.

Следует также иметь в виду, что раствор, насыщенный по отношению к крупным кристаллам, является еще ненасыщенным по отношению к очень мелким кристаллам того же вещества. Это следствие закона Кельвина, заключающееся в том, что малые частицы любой фазы обладают
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растворимостью или давлением насыщенного пара большим, чем крупные.

В таких условиях самопроизвольное образование достаточно крупных кристаллических зародышей весьма мало вероятно, а существование очень мелких не может привести к дальнейшему росту, т. к. по отношению к ним раствор не является пересыщенным.

Если в системе присутствуют зародыши или в нее введены кристаллики стабильной фазы (что означает наличие в системе межфазной поверхности), то процессы конденсации протекают легко.

Для объяснения роста кристаллов было предложено много теорий. Согласно диффузионным теориям, процесс образования кристаллической грани протекает с бесконечно большой скоростью и зависит только от скорости подвода вещества к кристаллу из раствора, т.е. от скорости диффузии.

Согласно адсорбционной теории частицы кристаллизующегося вещества при достижении поверхности образуют своеобразный адсорбционный слой — двумерное кристаллическое образование, присоединяющееся затем к плоскостной сетке кристалла.

В любом механизме роста кристаллов роль диффузии неоспорима, и скорость роста кристалла v2 может быть представлена уравнением [13]:

v2=^(Cn-CJ, (1.2)

о

где D - коэффициент диффузии, 5 - поверхность кристалла, 5- толщина слоя раствора, через который происходит диффузия (в этом слое концентрация растет от Сн на поверхности до Сп в объеме пересыщенного раствора).

В результате роста зародыша уменьшается степень пересыщения раствора за счет перехода растворенного вещества в кристаллическую фазу и одновременно падает собственная растворимость частиц из-за увеличения их размеров.

Если скорость образования зародышей Vi велика, а скорость роста кристалла v2 мала, то образуется множество кристалликов коллоидных

15

размеров. Наоборот, если vi мала, a vi велика, то образуется сравнительно небольшое количество крупных кристаллов. В первом случае будут образовываться сравнительно монодисперсные золи, во втором -полидисперсные.

Регулирование процесса можно проводить введением веществ, предотвращающих образование зародышей, либо тормозящих рост кристалликов. Действие первых объясняется химическими процессами, происходящими в системе; и результат может быть аннулирован при введении чужеродных зародышей. Действие вторых вызвано адсорбцией их на зародышевых кристалликах и образованием на поверхности кристалликов чужеродного слоя, препятствующего дальнейшей достройке кристаллика.

При быстром осаждении вещества из раствора могут быть получены коллоидные системы с аморфными частицами, лишь в последствии приобретающими кристаллическое строение. Характер новой фазы зависит от скорости двух процессов - скорости упорядочения и скорости роста агрегирования молекул.

1.1.4. Основные концепции камнеобразования

Еще в прошлом веке сформировались две основные концепции, объясняющие механизм формирования камней в почках [14]. Согласно одной из них, в основе камнеобразования лежит нарушение коллоидного состояния мочи с атипической кристаллизацией солей. Сторонники другой считают, что основой камня является белковосодержащее скелетное вещество (матрица), в котором располагаются кристаллы (здесь и далее сохранена медицинская терминология).

В ряде ранних работ, подтверждающих первую концепцию, было доказано наличие в моче в нормальных условиях коллоидных частиц, повышающих растворимость солей и предупреждающих камнеобразование
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(«защитные коллоиды, стабилизаторы»). Lichtwithz и др. [14], подсчитывая под ультрамикроскопом коллоидальные частички в моче, ввели понятие о коллоидальной активности мочи. Считается, что основное свойство защитных коллоидов заключается в их адсорбирующей способности, влияющей при определенной температуре и рН мочи (5,5-7,5) на растворимость солей. Защитные коллоиды включают нуклеоальбумин, муцин, альбумин, нуклеиновую, хондроитинсерную кислоты [14].

В обзоре Вайнберга [14] приведены представления таких авторов как Polak, Lichtwithz, Boshamer, которые полагали, что существует две группы коллоидов, имеющие значение для процесса седиментации и камнеобразования. В первую группу входят стабилизирующие, во вторую - мукоидные коллоиды. Стабилизирующие, или пептизирующие, коллоиды (хондроитинсерная кислота, нуклеиновая кислота) находятся в обменной связи с мукоидными коллоидами (муцин, фибрин). В нормальной моче «царит гармония». Если в результате каких-либо причин нарушается соотношение этих коллоидов, то наступает седиментация.

В том же обзоре [14] отмечается, что исследования, проведенные Воусе, Garvey и Norlfleet (1954, 1955 г.), показали, что моча здорового человека содержит в 11 раз больше коллоидного материала, чем моча больных почечнокаменной болезнью. В работе Butt [15] обнаружено, что у женщин коллоидальная активность мочи выше, чем у мужчин. Причем применение гиалуронидазы давало увеличение активности (количества телец) на 80%. У больных уролитиазом выявлено резкое снижение коллоидальной активности мочи. Для определения коллоидальной активности применяли микроскоп темного поля с сухим конденсором при увеличении в 500 раз. Подсчитывали характерные светлые круглые частицы, находящиеся в броуновском движении.

В соответствии с кристаллизационной теорией для образования камня необходимо существование кристаллизационного ядра, на поверхности которого образуются ростки радиально разрастающихся кристаллов. Такие
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кристаллические ядра могут образовывать и посторонние тела: волокна, колонии бактерий, клеточные ткани, поврежденные участки слизистой оболочки. Коллоидальные тельца или мицеллы кристаллов являются кристаллоидными ядрами, так как они растут радиально и на них концентрически наслаиваются микролиты. Радиальный рост на одном кристаллоидном ядре отличает камень от обыкновенного кристаллического осадка. На одном кристаллоидном ядре образуются кристаллоидные ростки при условии, если оно находится в перенасыщенном растворе [14].

1.1.5. Состав и структура белковой матрицы мочевых камней

Органическая матрица мочевых камней составляет от 1,5-3 до 10-30% от их общей массы [8]. Основу органической части составляют белки и гликопротеиды, причем одни из них встречаются в плазме крови (сероидентичные), другие не встречаются (несероидентичные). Содержание этих веществ в мочевых камнях примерно одинаково [16, 17].

Сероидентичные белки матрицы мочевых камней представлены альбуминами (3-8% от общего белка матрицы), иммуноглобулинами (ai, а2, Р-глобулинами - 25-50%, yi и у2-глобулинами - 25-50%). Как известно, одна из основных функций альбумина - транспортная. Альбумин способен связывать и переносить самые разнообразные эндо- и экзогенные вещества различной структуры и относящиеся к разным классам. Так, изменяя свою конформацию, альбумин образует комплексы с биллирубином, меркаптанами, гормонами, свободными жирными кислотами, лекарственными веществами, ионами кальция, меди, хлора и др. Он также обладает влагосвязывающей способностью, которая составляет 18 млт*1 [1, 18, 19]. Иммуноглобулины обладают способностью соединяться с альбуминами, гликопротеинами [8].

Несероидентичные белки матрицы мочевых камней представлены в основном двумя гликопротеидами: матриксной субстанцией А и
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