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Холин является важнейшим нутриентом. С недостаточным потреблением холи-
на связывают митохондриальные дисфункции, оксидативный стресс и обуслов-
ленные этими процессами риски развития неалкогольной жировой болезни пе-
чени, сердечно-сосудистой патологии, мышечной дистрофии, патологии разви-
тия нервной трубки плода. При этом избыточное потребление холина связывают
с накоплением в крови уремического токсина – триметиламиноксида, биопред-
шественником которого является не фосфатидилхолин, а свободный холин кро-
ви. Содержание холина и его метаболитов в плазме крови ассоциировано с раз-
ными типами сосудистых патологий, позволяет прогнозировать тяжесть течения
сердечно-сосудистых и других ассоциированных с ними заболеваний. Противо-
речивые сведения о норме и отклонениях от нормы содержания свободного хо-
лина в плазме крови в числе прочих факторов обусловлены недостаточным внима-
нием к стабилизации содержания свободного холина в плазме крови на этапах,
предшествующих инструментальному анализу. Использование ЭДТА в качестве
антикоагулянта и соблюдение холодового режима (не выше 4°С) сразу же после
отбора крови и до инструментального анализа позволяет избежать роста концен-
трации холина в плазме ex vivo.
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ки, высокоэффективная жидкостная хроматография, тандемное масс-спектро-
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ВВЕДЕНИЕ

Холин ((2-гидроксиэтил)триметиламмоний) – витаминоподобное вещество, по-
ступающее в организм с пищей, а также способное быть синтезированным de novo [1].
Структурная формула холина представлена на рис. 1.

Список сокращений: АФК – активные формы кислорода; ВЭЖХ-МС/МС – высокоэффективная жид-
костная хроматография с тандемным масс-спектрометрическим детектированием; ВЭЖХ-УФ – вы-
сокоэффективная жидкостная хроматография с ультрафиолетовым детектированием; ИМТ – индекс
массы тела; ЛПВП – липопротеины высокой плотности; ЛПНП – липопротеины низкой плотности;
ТМА – триметиламин; ТМАО – триметиламиноксид; ЭДТА – этилендиаминтетрауксусная кислота;
ЯМР-спектроскопия – спектроскопия ядерного магнитного резонанса; FMO3 – флавин-содержащая
монооксигеназа 3; SAM – S- аденозилметионин.

ОБЗОРНЫЕ 
И ПРОБЛЕМНЫЕ СТАТЬИ
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Холин вовлечен в реализацию ряда важнейших физиологических функций: яв-
ляется предшественником нейромедиатора ацетилхолина и агонистом альфа-7-никоти-
новых рецепторов; необходим для укрепления клеточных мембран; является доно-
ром метильных групп для синтеза S-аденозилметионина (SAM). Полагают, что хо-
лин и фолат, взаимодействуя с витамином B12, действуют как доноры метила для
гомоцистеина с образованием метионина, который затем превращается в SAM, яв-
ляющийся субстратом почти для всех реакций метилирования у млекопитающих [2].
Рекомендуемые нормы потребления холина различны для разных категорий насе-
ления и колеблются в интервале от 120 мг/сут для младенцев до 520 мг/сут для кор-
мящих матерей [3]. В литературе описаны риски, обусловленные как недостаточ-
ным, так и избыточным потреблением холина.

Риски, связанные с недостаточным потреблением холина
Симптоматический дефицит холина встречается редко. Большинство людей по-

лучают достаточное количество холина из рациона питания и способны к его био-
синтезу [4]. Симптоматический дефицит, как правило, обусловлен определенными
заболеваниями или другими косвенными причинами [5]. При дефиците холина
снижается доступность фосфатидилхолинов и транспорт жирных кислот из печени,
что приводит к накоплению жира в печени [6]. Тяжелый дефицит вызывает повре-
ждение мышц и неалкогольную жировую болезнь печени, которая может перерасти в
цирроз [6]. Были предложены и другие одновременно действующие механизмы,
объясняющие наблюдаемое повреждение печени. Например, недостаток фосфати-
дилхолинов приводит к неспособности митохондриальных мембран поддерживать
надлежащий электрохимический градиент, который, помимо прочего, необходим
для β-окисления жирных кислот. Как результат, снижается скорость метаболизма
жиров в печени [7]. Как полагают некоторые исследователи [8], именно митохон-
дриальные дисфункции и оксидативный стресс являются причинами развития не-
алкогольного жирового гепатоза при дефиците холина и метионина в рационе.

Поскольку дефицит холина снижает выработку SAM, который участвует в мети-
лировании ДНК, это может способствовать канцерогенезу и развитию онкологи-
ческих заболеваний, также обсуждается связь дефицита холина с сердечно-сосуди-
стыми заболеваниями [9]. Однако обсервационные исследования свободных попу-
ляций не показали убедительной связи между низким потреблением холина и
сердечно-сосудистыми заболеваниями или большинством видов рака. Исследова-
ния связи риска рака простаты с недостаточным потреблением холина дали проти-
воречивые результаты [10, 11]. В то же время общепризнанные рекомендации по
повышенному потреблению холина в периоды беременности и грудного вскармли-
вания обусловлены консенсусной позицией относительно рисков его дефицита в
эти периоды. Добавка холина является важной стратегией питания беременных
женщин для улучшения здоровья плода [12]. Определенные мутации, нарушающие

Рис. 1. Структурная формула холина.
Брутто-формула: C5H14NO, молярная масса: 104,1708 г/моль, рег. номер CAS: 62-49-7, рег. номер
EINECS: 200-535-1.
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метаболизм холина, или низкое потребление холина матерью обусловливают по-
вышенный риск дефектов нервной трубки плода, тогда как повышенное потребле-
ние холина матерью связывают с лучшим нейрокогнитивным развитием у детей [13].
Отмечается, что дефицит холина может быть обусловлен не столько его понижен-
ным содержанием в рационе, сколько низкой биодоступностью. Недостаточное
усвоение холина тесно связано с жировыми заболеваниями печени, мышечной
дисфункцией [14] и женскими репродуктивными заболеваниями, в частности,
концентрация циркулирующего холина снижена у пациенток с синдромом поли-
кистозных яичников [15].

В табл. 1 суммированы некоторые источники, в которых высказываются пред-
положения о ключевом механизме развития патологий, обусловленных дефицитом
холина.

Нарушение липидного обмена, характерное для развития неалкогольной жиро-
вой болезни печени, может быть конкретизировано как повышение печеночного
липогенеза de novo с преобладанием липопротеинов высокой плотности [26].

Недавно были опубликованы результаты системного исследования влияния де-
фицита холина на основные регуляторные системы организма [27]. Трансгенные
3xTg-AD и нетрансгенные мыши в течение 9 месяцев получали обогащенную холи-
ном (2 г/кг холина битартрата), либо бесхолиновую лабораторную диету. Отметим,
что тройная трансгенная мышиная модель AD (3xTg-AD) – единственная модель, в
которой наблюдаются оба вида патологий, характерных для человека при болезни
Альцгеймера – патология бляшек и патология клубочков. Для этой широко ис-
пользуемой модели характерны три мутации, ассоциированные с болезнью Альц-
геймера. Бесхолиновая диета сопровождалась понижением содержания холина в
плазме крови, увеличением веса, ухудшением двигательных функций и метаболиз-
ма глюкозы, причем у трансгенных мышей эти эффекты были выражены заметнее.
Анализ тканей показал наличие патологии сердца и печени, повышенное содержа-
ние растворимого и нерастворимого амилоида-β, а также гиперфосфорилирован-
ного тау-белка на различных патологических эпитопах в гиппокампе и коре голов-
ного мозга трансгенных мышей. Протеомный анализ образцов гиппокампа и плаз-
мы крови показал изменение протеома гиппокампа, связанного с регуляцией
функций микротрубочек и постсинаптической мембраны. В плазме крови дефицит

Таблица 1. Механизмы развития некоторых патологий, обусловленных дефицитом холина

Этиология Ключевой механизм Ссылка

Сердечно-сосудистая патология в 
сочетании с неалкогольной жировой 
болезнью печени

Нарушения липидного обмена  [16]

Неалкогольная жировая болезнь пе-
чени

Дисрегуляция активации макрофагов  [17]
Оксидативный стресс  [18]
Митохондриальный оксидативный стресс  [19]
Митохондриальные дисфункции  [20]
Оксидативный стресс, повреждение ДНК  [21]
Нарушение липидного обмена  [22]
Эпигенетика  [23]

Воспаление и фиброз печени Снижение эффективности фосфорилирова-
ния

 [24]

Мышечная дистрофия Дефицит метильных групп, нарушение син-
теза белков

 [25]
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холина затрагивал протеом, связанный с уровнем инсулина, функцией митохон-
дрий, воспалительными процессами и метаболизмом фруктозы. Полученные дан-
ные свидетельствуют о том, что нормальное потребление холина необходимо как
для предотвращения общесистемной органной патологии, так и для снижения тя-
жести течения болезни Альцгеймера.

Таким образом, достаточное поступление холина важно для поддержания здо-
ровья человека и животных, но в целом роль дефицита холина в рационе питания
до настоящего времени не получила исчерпывающей трактовки.

Позитивные метаболические эффекты холина
Холин играет важную роль во многих физиологических процессах, включая фи-

зические нагрузки, которые оказывают влияние на синтез нейротрансмиттеров
(ацетилхолина), сигнальные функции клеточных мембран (фосфолипиды), транс-
порт липидов (липопротеины) и метаболизм метильных групп (снижение гомоци-
стеина), увеличивая потребность в холине как метаболическом субстрате. Физиче-
ские нагрузки способствуют повышению уровня холина в циркулирующей крови,
следовательно, можно полагать, что ресурс доступности свободного холина ассо-
циирован с толерантностью к физическим нагрузкам. При этом отмечается [28],
что напряженная и длительная физическая активность приводит к значимому сни-
жению уровня холина в крови, в таких случаях пероральный прием холина может
повысить выносливость. В работе [29] отмечен антиоксидантный эффект холина у
пациентов с метаболическим синдромом. Добавка холина к рациону котов, страда-
ющих избыточным весом, оказала благоприятный эффект на состояние печени и
повышение доли мышечной массы [30]. Добавка холина в рацион поросят регули-
рует разнообразие микробиома, активность эпителия кишечника и экспрессию ге-
нов цитокинов [31]; авторы исследования предполагают наличие сложных пере-
крестных связей между уровнем потребления холина, кишечным микробиомом,
функцией эпителия и врожденным иммунным ответом, что, в свою очередь, акти-
визирует развитие фолликулов в яичниках. Пожизненное потребление высоких
доз холина (5.0 г/кг холинхлорида по сравнению с 1.1 г/кг в группе контрольного
питания) значительно снижает риск развития болезни Альцгеймера и связанные с
ней когнитивные нарушения [32].

Негативные эффекты избыточного потребления холина
Избыток холина в пище может привести к тромбозу [33], сердечно-сосудистым

заболеваниям [34], инсульту [35]. Негативные эффекты избыточного потребления
холина связывают с его преобразованием микробиомом кишечника в триметил-
амин (ТМА), который всасывается в кровь и впоследствии окисляется печеночны-
ми ферментами с образованием триметиламин-N-оксида (ТМАО), способствующий
патогенезу вышеуказанных заболеваний через гиперактивацию тромбоцитов, усиле-
нию образования пенистых клеток и индукцию воспалительных реакций [36]. Пени-
стыми и менее подвижными макрофаги становятся из-за избытка липидов, они
начинают выделять воспалительные сигналы и в итоге гибнут. Повышенная био-
доступность холина обусловлена составом кишечного микробиома, в частности,
бактериями, продуцирующими ТМА [37]. В то же время рацион с высоким содер-
жанием холина и жиров изменяет состав микроорганизмов кишечника, вырабаты-
вающих ТМА, что, как полагают, опосредовано изменением митохондриальной
функции эпителия толстой кишки [38]. Эти данные позволяют предположить, что
существует тесное взаимодействие между потреблением холина, микробиомом и
функцией кишечника, это приводит к различным режимам активации катаболиче-
ских путей. В доклинических исследованиях установлено, что повышенное по-
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требление холина приводит к эндотелиальной дисфункции и окислительному по-
вреждению печени [39].

Помимо установления норм потребления холина необходимы соответствующие
методы для оценки статуса холина в популяции путем измерения содержания хо-
лина и связанных с ним метаболитов в циркулирующей крови.

Содержание свободного холина в плазме крови как показатель
физиологического статуса организма

В работе [40] была исследована связь между содержанием холина, бетаина, кар-
нитина и диметилглицина в плазме крови и уровнем кардиометаболических био-
маркеров. Показано, что циркулирующие холин, карнитин и диметилглицин свя-
заны с неблагоприятным профилем кардиометаболического риска, в то время как
циркулирующий бетаин – напротив, с благоприятным. Несмотря на значительный
объем выборки (почти 33 тысячи добровольцев), данные были взяты из 17 различ-
ных исследований, так что подходы к аналитическим измерениям не были унифи-
цированы.

В ряде работ отмечается, что состав питания не оказывает определяющего влия-
ния на уровень циркулирующего холина [41]. Это можно объяснить как достаточно
низкой абсорбцией холина, так и его активным потреблением тканями. При доста-
точно длительном голодании (более недели) уровень холина в плазме снижается не
более чем на 50% [42]. Стабилизация уровня холина в плазме может осуществляться
за счет гидролиза мембранных фосфолипидов и/или за счет биосинтеза [43]. Но
даже в случае курсового приема высоких доз холина (3 нед. в дозе 504 мг/кг) его
концентрация в сыворотке значимо не повышалась. Авторы исследования [30]
объясняют этот факт быстрым и необратимым превращением холина в бетаин и
далее делают вывод о том, что содержание холина в циркулирующей крови не отра-
жает дозу его потребления. Поступление холина в организм из внешних источни-
ков предлагается оценивать по уровню бетаина в сыворотке или плазме. Влияние
голодания и приема пищи на концентрацию холина в плазме исследовано в работе
Wiedeman и соавт. [44]. У 40 здоровых добровольцев (мужчин 21, женщин 19, сред-
ний возраст 33 года) образцы крови были взяты утром натощак трижды с разницей
в 12 дней. У подгруппы из 19 человек (8 мужчин и 11 женщин) был взят один допол-
нительный образец после завтрака. Средние значения концентрации свободного
холина в плазме (±SD) при голодании и после приема пищи составили 6.9 ± 1.7 и
8.3 ± 2.4 мкмоль/л соответственно. В общем случае влияние пищевого потребле-
ния холина расценивается как менее значимое в сравнении с метаболическими на-
рушениями, обусловленными негативными физиологическими процессами.

В работе Gossell-Williams и соавт. [45] средний уровень холина в плазме женщин
фертильного возраста оценивается как 10 мкмоль/л, пониженный – 8 мкмоль/л, у
беременных женщин установлено более высокое содержание холина в плазме –
14 мкмоль/л. Базовый уровень холина в плазме по данным Holm и соавт. [46] у здо-
ровых добровольцев мужчин (средний возраст 43 года) составил 9.6 мкмоль/л. При
этом подтверждается отсутствие не только гендерной, но и возрастной зависимо-
сти для содержания холина в плазме. Для пожилых людей среднего возраста 82 года
(73–89) размах концентраций холина в плазме мужчин составил 6.7–16.4 мкмоль/л
(n = 11) при медианном значении 12.0, у женщин (n = 50) 6.7–14.8 мкмоль/л при
медианном значении 11.1 мкмоль/л. При обработке всей выборки без учета гендер-
ной принадлежности (n = 61) медианное значение составило 11.3 мкмоль/л. Если
базовые уровни содержания холина в плазме не проявляют гендерной зависимо-
сти, то трактовка этого содержания в качестве биомаркера, ассоциированного с
определенным физиологическим статусом организма, может быть зависимой от
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пола. Так, авторы работы [47] установили, что более высокий уровень холина в
плазме положительно связан с массой тела и жировой массой, причем эти ассоциа-
ции зависят от пола. Считается, что связь уровней триметиламин N-оксида, холи-
на и бетаина с антропометрическими показателями предполагает модулирующее
влияние как генетики, так и диеты.

Таким образом, содержание холина в плазме крови, отобранной натощак, может
рассматриваться как маркер физиологического статуса организма.

Содержание холина в плазме как показатель риска патологических процессов
Известно, что холин вовлечен в метаболические процессы, связанные с рядом

патологических состояний организма [48] и, следовательно, может рассматривать-
ся как биомаркер, уровни которого в диагностических средах могут быть ассоции-
рованы с риском здоровья. Активно исследуются риски, ассоциированные с пони-
женным содержанием холина в плазме. По данным IOM (Institute of Medicine,
США), уровень свободного холина в плазме человека составляет 7–20 мкмоль/л, при
этом позиция относительно оптимального уровня остается неоднозначной [49]. Ис-
точник [46] сообщает о норме для взрослых людей натощак 7.0–9.3 мкмоль/л. По-
ниженный уровень холина в плазме может быть ассоциирован с болезнью Альц-
геймера и воспалительными процессами [50], а также с резистентностью к инсули-
ну через активацию глюкагона [51] и опасностью развития диабета 2-го типа у
пациентов с атеросклерозом [52]. Авторы работы [53] характеризуют холин как
один из биомаркеров острого коронарного синдрома, который наряду с тропони-
нами, натрийуретическими пептидами и маркерами воспаления может служить
ранним предиктором сердечно-сосудистых рисков. Уровень холина в сыворотке
крови позволяет различить подгруппы высокого и низкого риска инфаркта мио-
карда у тропонин-положительных пациентов [53]. Холин рассматривается как мар-
кер-кандидат для установления ишемической или неишемической этиологии по-
вышения тропонина. В цитируемом обзоре Danne и Möckel суммированы факторы,
связанные с пониженным содержанием холина в плазме, сыворотке и/или клетках
крови: хирургические операции, черепно-мозговые травмы, цирроз печени, целиа-
кия, длительное парентеральное питание, длительные изнуряющие физические
нагрузки, редкие заболевания (гиперметионемия, синдром Туретта). Патологиче-
ские состояния, связанные с высокими или возрастающими концентрациями хо-
лина в плазме, сыворотке и/или клетках крови: острый коронарный синдром (не-
стабильная стенокардия и острый инфаркт миокарда), инсульт или церебральная
ишемия с каротидными бляшками, болезни почек в терминальной стадии, хрони-
ческий миелогенный лейкоз, беременность [53].

В доклинических исследованиях показано [54], что при пищевом дефиците хо-
лина его содержание в плазме крови животных, получавших витамины группы В,
было на 10% выше по сравнению с животными, не получавшими витамины. Мож-
но предположить, что когнитивные дисфункции, обусловленные дефицитом вита-
минов группы В, связаны в том числе с пониженным уровнем холина в системном
кровотоке. Имеется подтверждение этому предположению: у пожилых людей пони-
женный уровень холина в плазме соответствует более низким когнитивным способ-
ностям [55]. Кроме того, установлено положительное влияние холина на прочность
костной ткани у людей среднего возраста [56]. Наконец, повышенный уровень холи-
на в сыворотке ассоциирован с благоприятным прогнозом при химиотерапии [57], а
содержание холина в плазме является одним из маркеров колоректального рака [58].

Представляют интерес результаты определения свободного холина и транскрип-
ционного фактора Nrf2 в плазме и клетках крови пациентов с хроническими болез-
нями почек, находящихся на гемодиализе [59]. Транскрипционный фактор Nrf2
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обеспечивает антиоксидантный ответ, защищающий клетки при избытке актив-
ных форм кислорода (АФК). Уровень холина в плазме крови измеряли методом
ВЭЖХ-МС/МС, экспрессию мРНК Nrf2 определяли в изолированных мононукле-
арных клетках периферической крови с помощью rt-PCR. Исследования показали,
что холин активизирует экспрессию транскрипционного фактора Nrf2.

В работе Schartum-Hansen и соавт. [60] изучена связь содержания холина и его
метаболита бетаина в плазме крови с долгосрочным риском развития острого ин-
фаркта миокарда и смертности от всех причин, с учетом статуса курения пациентов
со стенокардией. Образцы были получены от 2568 пациентов перед ангиографиче-
ским исследованием. Концентрации в плазме холина, но не бетаина, были ниже у
курильщиков, при этом холин был положительно связан с С-реактивным белком и
тропонином Т у некурящих. Плазменный холин значительно улучшил дискрими-
нацию и реклассификацию при добавлении к установленным факторам сердечно-
сосудистого риска, в то время как бетаин плазмы не был связан ни с одной из ко-
нечных точек. Повышенное содержание холина в плазме авторы работы [61] рас-
сматривают как индикатор кардиоваскулярного риска, а авторы [62] связывают по-
вышенный риск рака легких с высоким потреблением холина. Во всех случаях хо-
лин в плазме как маркер риска достоверно проявляется у некурящих, в то время
как для курильщиков достоверная связь отсутствует.

В популяционном исследовании Konstantinov и соавт. [63] в выборке, включаю-
щей 7074 мужчин и женщин в возрасте 47–49 и 71–74 лет, изучена связь холина и
бетаина в плазме с рядом социально-физиологических и биохимических факторов
(курение, физическая активность, индекс массы тела (ИМТ), процент жира в орга-
низме, окружность талии, артериальное давление, липиды сыворотки крови, глю-
коза). Установлено, что уровень холина и бетаина ниже у женщин, чем у мужчин, и
у молодых людей по сравнению с пожилыми. Многомерный анализ показал, что
холин положительно коррелирует с триглицеридами, глюкозой, ИМТ, процентом
жира, окружностью талии, физической активностью и обратно коррелирует с холе-
стерином ЛПВП и курением. Бетаин был обратно связан с уровнем “плохого” хо-
лестерина – ЛПНП, триглицеридов, ИМТ, процентом жира и окружностью талии,
систолическим и диастолическим артериальным давлением и курением, но поло-
жительно связан с уровнем холестерина ЛПВП и физической активностью. Сле-
довательно, неблагоприятный профиль факторов сердечно-сосудистого риска
коррелирует с высокими концентрациями холина и низкими концентрациями
бетаина. Тот факт, что холин и бетаин противоположным образом коррелируют с
ключевыми компонентами метаболического синдрома, свидетельствует, по мне-
нию авторов, об изменении активности холиндегидрогеназы в митохондриях,
что, в свою очередь, может быть связано с изменением митофагии в результате
перераспределения этого фермента между наружной и внутренней мембранами
митохондрий [64].

Повышенный уровень холина в плазме крови ассоциируется с риском смерти от
инфаркта миокарда [65]. Это было установлено при наблюдении порядка 4000 па-
циентов в возрасте 63 ± 11 лет с риском инфаркта миокарда. Авторы исследования
считают возможным рассматривать этот показатель независимо от традиционных
факторов риска, но отмечают, что значимость повышенного уровня холина в плаз-
ме при сопутствующем повышенном уровне ТМАО существенно повышается.
В другом масштабном исследовании с участием почти 7000 человек пациенты еже-
дневно принимали около 300 мг холина [66]. Уровень холина в плазме составил в
среднем 9.61 (8.28–11.1) мкмоль/л, причем у пациентов с хронической фибрилля-
цией предсердий он был несколько выше – 10.2 (8.82–12.1) мкмоль/л, на основа-
нии чего был сделан вывод о вовлеченности метаболизма холина в патогенез фиб-
рилляции предсердий.
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Анализируя в совокупности результаты работ Schartum-Hansen и соавт. [60] и
Wang и соавт. [65], в которых использован подход, основанный на разделении
групп риска на квартили, можно заключить, что уровень холина в плазме, превы-
шающий порог 11–12 мкмоль/л, можно рассматривать как показатель повышенно-
го кардиоваскулярного риска. Ранее было отмечено, что по данным [45] содержа-
ние свободного холина в плазме крови женщин в период беременности возрастает
и достигает уровня 14 мкмоль/л. Значит ли это, что беременные женщины попада-
ют в зону кардиоваскулярного риска? Это так, но лишь отчасти. Беременность спо-
собствует обострению кардиоваскулярного и других рисков, если они имелись ра-
нее. В то же время даже в отсутствие рисков повышенное содержание холина в
плазме беременных женщин свидетельствует о мобилизации организма к преодо-
лению нагрузки. Повышенное содержание холина в плазме людей, подвергающихся
экстремальным нагрузкам или переживающих период реабилитации после травм и
операций [53], также, как мы полагаем, указывает на мобилизацию резервных воз-
можностей организма. Вызовом к мобилизации может стать как повышенная на-
грузка в отсутствие патологии, так и развивающееся заболевание.

В исследовании [67] было показано, что содержание холина и его метаболитов в
плазме ассоциировано с разными типами сосудистых патологий, что позволяет
предположить различную роль холина и его метаболитов в патогенезе сердечно-со-
судистых и церебральных заболеваний с вовлечением крупных и мелких сосудов.
Некоторые исследователи сердечно-сосудистые заболевания, нарушение функции
почек, диабет 2-го типа ассоциируют с уровнем ТМАО в плазме крови [68]. При
этом установлено, что не фосфатидилхолин, а именно свободный холин является
субстратом для кишечной микробиоты и биопредшественником уремических ток-
синов – ТМА и ТМАО [69]. Зафиксированы значительные различия в кинетике
превращения холина в ТМАО у разных людей. В связи с этим можно предполо-
жить, что индивидуальные рекомендации по коррекции кишечного микробиома
могут быть сделаны на основании оценки такого показателя, как соотношение
концентраций свободного холина и ТМАО в плазме крови. В упрощенном виде
схема биотрансформации холина в ТМА и ТМАО представлена на рис. 2. Окис-
ление ТМА происходит с участием печеночного фермента флавин-содержащей
монооксигеназы 3 (FMO3), образующейся преимущественно в печени. Наруше-
ние функции этого фермента приводит к триметиламинонурии. Молекулярно-
генетическая причина триметиламинонурии заключается в мутации гена, кото-
рый кодирует FMO3.

Таким образом, холин является достаточно важным диагностическим биомар-
кером при оценке риска сердечно-сосудистых и некоторых других заболеваний, в
связи с этим процедуры определения холина в плазме или сыворотке крови пред-
ставлены во многих публикациях. Следует отметить, что трудности в исполнении
соответствующих методик отмечаются в более поздних работах. Возможно, это
связано с ужесточением требований к валидации биоаналитических методик в по-
следнее время. Диагностическая ценность биомаркера определяется наличием до-
стоверной информации о его базовых концентрациях в исследуемых биоматрицах,
допустимых вариациях базовых концентраций, соответствующих норме, и, не в

Рис. 2. Схема биотрансформации холина.
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последнюю очередь, доступностью валидированных аналитических методик, поз-
воляющих получать совпадающие результаты в разных лабораториях.

Аналитические аспекты

В качестве инструментальных методов при определении холина в пищевых про-
дуктах и биопробах применяются биосенсоры различных типов [70], газовая хро-
матография [71], капиллярный зонный электрофорез [72], ионная хроматография
[73], электрохимические методы [74], ЯМР-спектроскопия [75]. Поскольку холин
относится к группе четвертичных аммониевых оснований, которые не способны к
образованию летучих производных, использование метода газовой хроматографии
даже с предколоночной дериватизацией затруднено. Холин практически не погло-
щает свет в ультрафиолетовой области спектра, что затрудняет применение ВЭЖХ-УФ.
Методом выбора для определения концентраций холина в плазме остается высоко-
эффективная жидкостная хроматография с тандемным масс-спектрометрическим
детектированием (ВЭЖХ-МС/МС). Подавляющее большинство исследований,
включающих определение свободного холина в плазме, выполнено методом ВЭЖХ-
МС/МС [46, 76 и др.]. При очевидных преимуществах метода ВЭЖХ-МС/МС огра-
ничением к его применению является трудность достижения линейной градуиро-
вочной характеристики в биологически обусловленном диапазоне концентраций.

В работе [77] отмечается нелинейность калибровки определения холина мето-
дом ВЭЖХ-МС/МС. В цитируемой работе представлены калибровочные кривые,
полученные при разработке методики определения четырех метаболически связан-
ных биогенных компонентов плазмы: карнитина, бетаина, ТМАО и холина. Имен-
но для холина калибровочная зависимость была в наибольшей степени нелинейна,
поэтому важной задачей при оптимизации методики является достижение линей-
ной градуировочной характеристики. В работе [78] продемонстрировано определе-
ние свободного холина в плазме и сыворотке крови методами ВЭЖХ-МС и ЯМР и
получены совпадающие результаты. При этом установлено, что в случае приготов-
ления плазмы и сыворотки из одних и тех же образцов крови, содержание холина в
сыворотке выше, чем в плазме. Размах концентраций холина в плазме оценен на
уровне <5.9–13.1 мкмоль/л, в сыворотке – на уровне <7.1–20.0 мкмоль/л. Интерес-
ные данные сравнительного исследования содержания холина в плазме и цельной
крови представлены в работе Awwad и соавт. [79]. Цельная кровь перед анализом
была гемолизирована. Медиана концентраций холина составила 11.3 мкмоль/л в
плазме и 66.6 мкмоль/л в цельной крови соответственно. Наблюдалась положи-
тельная корреляция между содержанием холина в цельной крови и плазме (r = 0.42,
p ≤ 0.001). Авторы полагают, что концентрации холина в цельной крови отражают
его внутриклеточные концентрации, которые, в свою очередь, коррелируют с кон-
центрациями холина в цитозоле. В аналогичных по своим задачам работах [80, 81]
авторы не наблюдали значительных различий в содержании холина в цельной крови,
стабилизированной ЭДТА или гепарином. При этом в отдельных пробах плазмы,
стабилизированных гепарином, стандартное отклонение при определении холина
было несколько выше, чем в пробах плазмы, стабилизированных ЭДТА. То обсто-
ятельство, что содержание холина в плазме может быть установлено путем пере-
счета его концентрации в цельной крови, открывает возможности для малоинва-
зивного экспресс-тестирования содержания холина в капле крови и, возможно, даже в
сухих пятнах крови. В настоящее время подавляющее большинство данных отно-
сится к содержанию свободного холина именно в плазме крови, но не в цельной
крови или сыворотке.

Возможные причины влияния различных видов пробоподготовки на концен-
трацию холина в клинических образцах исследованы в работе Ohkawa и соавт. [82].
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В качестве одного из факторов, которые могут влиять на изменение концентрации
холина во время пробоподготовки, рассматривается аутотаксин (EC 3.1.4.39). Этот
фермент идентичен лизофосфолипазе D, которая превращает лизофосфатидилхо-
лин в биоактивный липидный медиатор лизофосфатидную кислоту и холин [83].
Аналитической проблемой является эндогенная природа холина, который посту-
пает в плазму крови из двух источников: пищевое потребление и синтез de novo из
фосфатидилхолина [84]. Генетические вариации, обусловливающие разную актив-
ность ферментов у разных индивидов, создают значительные трудности в установ-
лении нормы содержания холина в плазме крови на популяционном уровне.

По нашему опыту при определении содержания свободного холина в плазме крови
источником ошибок является преаналитический этап (приготовление плазмы крови
и условия ее хранения) и последующая подготовка плазмы к инструментальному ана-
лизу. Избежать этих ошибок могут помочь некоторые простые рекомендации.

Наиболее эффективным способом подавления активности эстераз, способству-
ющих росту концентрации холина в плазме ex vivo, представляется соблюдение хо-
лодового режима на всех этапах хранения и подготовки проб. В наших экспери-
ментах была установлена стабильность свободного холина в плазме крови, стаби-
лизированной ЭДТА, без заморозки в течение суток при температуре не выше 4°С.
С учетом литературных данных, оптимальной биоматрицей для определения холи-
на является плазма крови, взятой натощак. Плазму необходимо готовить сразу после
отбора крови с использованием охлаждаемой центрифуги и хранить при температуре
не выше –18°С. Последовательность операций, предшествующих инструментально-
му анализу, отражает схема на рис. 3. При использовании масс-спектрометрии в ка-
честве аналитического метода идеальным внутренним стандартом является изотоп-
но-меченый аналог определяемого вещества. Поскольку приобретение или синтез

Рис. 3. Подготовка плазмы крови к определению содержания свободного холина методом ВЭЖХ-
МС/МС.
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изотопно-меченых стандартов доступны не для всех лабораторий, допускается в
качестве внутреннего стандарта использовать заведомо экзогенное вещество, близ-
кое аналиту по структуре и физико-химическим свойствам. Авторы [46] при разра-
ботке методики определения холина совместно с бетаином в плазме крови в каче-
стве внутреннего стандарта использовали метформин. Мы в качестве внутреннего
стандарта использовали более близкий по структуре к холину мельдоний. Схема
подготовки плазмы крови к анализу представлена на рис. 3. Внутренний стандарт
(мельдоний) вносили в охлажденный (4°С) ацетонитрил, который добавляли в
плазму для депротеинизации. Для разбавления плазмы возможно использование
деионизированной воды с добавками 0.1% муравьиной кислоты и формиата аммо-
ния в концентрации 5 ммоль/л.

Непосредственное проведение ВЭЖХ-МС/МС анализа не рассматривается на-
ми в качестве источника ошибок при определении концентраций свободного хо-
лина в плазме. Единственным требованием является использование охлаждаемого
автосамплера для подачи проб. Если не удается обеспечить линейность градуиро-
вочной характеристики в области концентраций, превышающих 10 мкмоль/л, про-
водят разбавление пробы. В этом случае отсутствие влияния разбавления на ре-
зультат анализа необходимо доказывать в рамках валидационных испытаний.
В перспективе переход на определение диагностически значимых биомаркеров,
включая холин [85], в сухих пятнах крови позволит отказаться от отбора венозной
крови и приготовления плазмы, снимет проблему обеспечения холодового режима
на всех этапах подготовки, хранения и транспортировки биопроб. Препятствиями
на этом пути остаются нерешенная до настоящего времени проблема правильного
учета влияния гематокрита и отсутствие накопленного объема справочных данных
о концентрациях биомаркеров в цельной крови.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Для определения содержания свободного холина оптимальной биоматрицей яв-
ляется плазма крови, стабилизированная ЭДТА. Оптимальным методом для опре-
деления холина в плазме является ВЭЖХ-МС/МС в случае успешного преодоле-
ния проблемы нелинейности градуировочной характеристики при определении
высоких концентраций. Норму содержания холина в плазме для здорового человека
можно оценивать в пределах 4–12 мкмоль/л, более высокий уровень холина может
расцениваться в качестве дополнительного ресурса при беременности и грудном
вскармливании, а также при экстремальных нагрузках. В пожилом возрасте, при
болезни Альцгеймера и прочих когнитивных расстройствах, метаболическом син-
дроме, кардиоваскулярных проблемах и ряде других патологических состояний
высокий уровень свободного холина в плазме указывает на риск тяжелого течения
и неблагоприятного исхода заболевания.

Прогрессивной стратегией является интерпретация содержания свободного хо-
лина в плазме в совокупности с другими показателями, хотя предстоит еще разра-
ботать исчерпывающие рекомендации по интерпретации этого биомаркера. По-
нятно, что интерпретация должна проводиться применительно к конкретным об-
стоятельствам: предполагаемому или подтвержденному диагнозу, сопутствующим
рискам и т.д.
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Diagnostic Potential of Free Blood Choline as a Biomarker
of the Physiological Status of the Organism

E. I. Savelievaa, *, M. A. Leninskiia, and N. V. Goncharova, b

aResearch Institute of Hygiene, Occupational Pathology and Human Ecology,
Leningrad Region, p.o. Kuz’molovsky, Russia

bSechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry Russian Academy of Sciences,
St. Petersburg, Russia

*e-mail: saveleva@gpeh.ru

Choline is an essential nutrient. Mitochondrial dysfunctions, oxidative stress and associ-
ated risks of developing non-alcoholic fatty liver disease, cardiovascular disease, muscu-
lar dystrophy, and fetal neural tube pathology are associated with insufficient choline in-
take. At the same time, excessive consumption of choline is associated with the accumu-
lation in the blood of a uremic toxin – trimethylamine oxide, the bioprecursor of which
is not phosphatidylcholine, but free blood choline. The content of choline and its me-
tabolites in blood plasma is associated with different types of vascular pathologies, and
allows predicting the severity of cardiovascular and other associated diseases. Contradic-
tory information about the norm and deviations from the norm of the content of free
choline in the blood plasma is due to insufficient attention to the stabilization of the
content of free choline in the blood plasma at the stages preceding the instrumental
analysis. When using EDTA as an anticoagulant and following a cold regimen (not high-
er than 4°C) immediately after blood sampling and 23 up to instrumental analysis, it is
possible to avoid an increase in the concentration of choline in ex vivo plasma.

Keywords: free choline, blood plasma, stabilization, biomarker, risks, high performance
liquid chromatography, tandem mass-spectrometry
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