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Порфирии различаются по этапу синтеза гема, на котором происходит сбой, приводящий к 
накоплению промежуточных продуктов – порфиринов. Ввиду низкой специфичности клинических 
проявлений порфирий и латентного течения заболеваний их своевременная диагностика затруднена. 
В статье дается обоснование применения высокоэффективной жидкостной хроматографии 
в определении порфиринов. Метод пригоден к выявлению порфиринов в моче, крови и кале 
пациентов. Продемонстрированы примеры его работы.  
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Porphyrias are distinguished by the stage of heme synthesis at which a failure occurs, leading to the accumulation of intermediate 
products – porphyrins. Due to the low specificity of clinical manifestations of porphyria and the latent course of the disease, 
their timely diagnosis is difficult. This article substantiates the effectiveness of high-performance liquid chromatography method 
in the determination of porphyrins. The method is suitable for porphyrin determination in urine, blood and feces of patients. 
Examples of its work are shown.
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Порфирии – группа гетерогенных заболеваний, 
вызванных дефектами ферментов биосин-
теза гема. Как правило, порфирии – это 

результат врожденных дефектов, нежели приобре-
тенных. Синтез гема (рисунок 1) – многостадийный 
процесс, и если на любом его этапе происходит сбой, 
он приводит к росту концентрации промежуточного 
продукта: порфиринов и/или их предшественников. 
Эти субстраты накапливаются в крови и тканях, 
усиленно выделяются с мочой и калом. 

Порфирины – циклические тетрапиррольные 
соединения, и хоть они и не обладают биологической 
активностью, но являются достаточно сильными окси-
дантами и не могут эффективно выполнять функцию 
конечных продуктов: гема, билирубина, цитохромов 
печени [1]. 

Порфирии классифицируют по: 
	 ферменту, где происходит мутация, приво-

дящая к накоплению аномального порфирина;
	 симптоматике: неврологической или кожной;
	 месту продукции (и накопления) аномального 

порфирина: печень или костный мозг [3]. 

Классификация порфирий представлена в 
таблице. 

Распространенность острых порфирий насчитывает 
7–12 на 100 000, по данным Национального гематоло-
гического сообщества. Они характеризуются прогрес-
сирующим течением и преобладающим поражением 
нервной системы [4]. Все острые порфирии проявля-
ются в эпизодах кризов, сопровождающихся мышечной 
слабостью (42–60%), гипертонией (36–54%) и тахи-
кардией (28–80%). Абдоминальные симптомы вклю-
чают в себя боль в животе (85–95%), тошноту и рвоту 
(43–88%), запор (48–84%) или диарею (5–12%) [5, 6].

Врожденная эритропоэтическая порфирия – очень 
редкое заболевание, на сегодняшний день выявлено 
и зарегистрировано всего около 150 случаев [7]. На 
2004 г. выявлено 5 пациентов с порфирией, вызванной 
дефицитом АЛК-дегидратазы [8].

Cреди острых порфирий чаще всего встреча-
ется острая перемежающаяся порфирия [9]. Обычно 
заболевание протекает в латентной форме: 90% 
носителей мутации в ферменте HMBS никогда не 
проявляют описанных симптомов [10]. 
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Врожденная эритропоэтическая порфирия и 
поздняя кожная порфирия лишены неврологической 
симптоматики. 

Начало приступа печеночных порфирий прово-
цируют разнообразные факторы, не сводящиеся 
к единому критерию: воздействие липофильных 
ксенобиотиков и соединений (лаки, краски, орга-
нические растворители, пестициды), алкоголь, 
стресс, дефицит калорий, физические нагрузки, 
эндо- и экзогенные гормоны, а также сопутствующие 
инфекции [11]. Прием препаратов, ингибирующих 
цитохромы печени (вплоть до нестероидных проти-
вовоспалительных средств и пищевых продуктов, 

наподобие грейпфрутового сока), также может спро-
воцировать эпизод. Дополнительный фактор риска 
для кожной медленной порфирии – перегрузка 
печени железом. В свою очередь, она также может 
быть вызвана злоупотреблением алкоголем, индук-
торами гемоксигеназы или вирусами гепатитов В и С 
[11]. Характерными симптомами кожной медленной 
порфирии являются огрубление кожи и появление 
на открытых участках (тыльная сторона рук, шея и 
лицо) пузырей с серозной жидкостью, эрозий, рубцов 
и гиперпигментации. Кожные симптомы (волдыри, 
гиперпигментация, рубцы, эрозия) никогда не возни-
кают при острой перемежающейся и обусловленной 

Рисунок 1
Схема биосинтеза гема [2]
Figure 1
Heme biosynthesis [2]

Таблица
Классификация порфирий [3]  
Table
Classification of the porphyrias [3]
Название 
Name

Мутация в гене (обозначение)
Mutated gene (symbol)

Острые симптомы
Acute symptoms

Кожные симптомы
Cutaneous symptoms

Порфирия, обусловленная дефицитом АЛК-
дегидратазы 
Delta-aminolevulinic aciduria

AЛК-дегидратаза (ALAD)
ALA dehydratase (ALAD) +++ 0

Острая перемежающаяся порфирия 
Acute intermittent porphyria

Гидроксиметилбилан-синтаза (HMBS)
Hydroxymethyl-bilane synthase (HMBS) +++ 0

Врожденная эритропоэтическая порфирия  
Congenital erythropoietic porphyria 

UROgen III-синтаза (UROS)
UROgen III synthase (UROS) 0 +++

Порфирия кожная медленная 
Porphyria cutanea tarda

UROgen-декарбоксилаза (UROD)
UROgen decarboxylase (UROD) 0 +

Наследственная копропорфирия 
Hereditary coproporphyria

COPROgen-оксидаза (CPOX)
COPROgen oxidase (CPOX) ++ +

Вариегатная порфирия 
Variegate porphyria 

PROTOgen-оксидаза (PPOX)
PROTOgen oxidase (PPOX) ++ +

Эритропоэтическая протопорфирия 
Erythropoietic Protoporphyria 

Феррохелатаза 
Ferrochelatase 0 ++

Х-сцепленная доминантная протопорфирия 
X-linked dominant protoporphyria 

Cинтаза аминолевулиновой кислоты-2 
Aminolevulinic acid synthase 2 0 ++

Гепатоэритропоэтическая порфирия 
Hepatoerythropoietic porphyria 

UROgen-декарбоксилаза  (UROD)
UROgen decarboxylase (UROD) + ++
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дефицитом АЛК-дегидратазы порфириях, а у 60% 
пациентов с вариегатной порфирией – это един-
ственное проявление болезни [12].

В случае эритропоэтической протопорфирии 
часто (25%) встречается холелитиаз, образованный 
кристаллами из гидрофобного протопорфирина в 
гепатоцитах и желчных каналах. Печеночная недоста-
точность поражает 2–5% пациентов, у многих наблю-
дается дефицит железа с микроцитарной анемией и 
низким содержанием витамина Д [12].

Х-сцепленная доминантная протопорфирия, 
гепатоэритропоэтическая порфирия и врожденная 
эритропоэтическая порфирия имеют характерный 
симптом: аномальную чувствительность к солнцу 
(фотодерматоз). Пребывание на свету (в том числе 
искусственном) вызывает сильную боль, жжение, 
отечность и зуд на подверженной излучению коже. 
Накапливающиеся в коже порфирины выступают как 
фотосенсибилизаторы [13]. Длительное или частое 
воздействие светом в случаях врожденной эритро-
поэтической порфирии и гепатоэритропоэтиче-
ской порфирии приводит к образованию волдырей 
и последующему рубцеванию пораженных участков 
[14]. У пациентов с Х-сцепленной доминантной 
протопорфирией и эритропоэтической протопорфи-
рией пребывание на солнце вызывает острую жгучую 
боль и гиперемию кожи без образования рубцов, что 
затрудняет диагностику [15]. 

Клинически явные порфирии у детей встречаются 
крайне редко, лишь 5% пациентов с острой переме-
жающейся порфирией проявляют признаки в детстве 
[10]. Самому младшему пациенту было 3 года [16]. 
Развивающаяся также в детском возрасте гепато
эритропоэтическая порфирия имеет кожные прояв-
ления, сходные с врожденной эритропоэтической 
порфирией, но лишена отличительных признаков: 
спленомегалии и эритродонтии [17]. С 1969 г. заре-
гистрировано 34 случая гепатоэритропоэтической 
порфирии у детей [18].

Наиболее частые клинические проявления 
порфирий неспецифичны, что в совокупности с 
редкой встречаемостью и латентностью течения 
значительно осложняет своевременную диагностику 
и ухудшает прогноз заболевания. Более того, после 
приступов острых порфирий (в течение 2 сут) содер-
жание предшественников гема приходит в норму [19]. 
В физиологических условиях остаточной активности 
фермента хватает для поддержания нормального 
гомеостаза гема, в этот период их анализ не имеет 
диагностической ценности.

Важное значение в постановке диагноза и уста-
новлении формы порфирии имеют определение 
содержания и разделение порфиринов, а также 
продуктов их неполного биосинтеза, т. е. их иденти-
фикация. В настоящее время для этого используют 

комплекс лабораторных методов: биохимических, 
хроматографических и генетических. Биологическим 
материалом для большинства лабораторных методов 
служит разовая или суточная моча, реже кал, эритро-
циты и лимфоциты крови, плазма и сыворотка.

Генетические методы направлены на выявление 
поломок в генах, кодирующих ферменты биосинтеза 
гема: HMBS (OMIM#17600), UROD (OMIM#176100), 
PPOX (OMIM#176200), CPOX (OMIM#176300), ALAD 
(OMIM#612740), UROS (OMIM#263700). Молеку-
лярно-генетические методы исследования должны 
использоваться для определения носительства 
герминального генетического варианта. Эти иссле-
дования, хотя и позволяют с высокой точностью 
верифицировать диагноз и установить характер 
генетического нарушения, приведшего к болезни, 
доступны не каждому лечебно-профилактическому 
учреждению. Они требуют дорогого и специального 
оборудования, а в качестве материалов используются 
фибробласты, лимфоциты и иногда биопсия печени 
[20]. Секвенирование занимает много времени: 
полный анализ выполняется в течение 2 мес. 

Стандартный биохимический тест для обнару-
жения 5-аминолевулиновой кислоты и порфоби-
линогена в крови, моче, кале и крови при помощи 
реактива Эрлиха. В основе метода лежит реакция 
альдегида, входящего в состав реактива Эрлиха, с 
индол-содержащими соединениями (аминолевули-
новая кислота и порфобилиноген) [21, 22]. Однако 
этот метод применяется лишь в скрининге острой 
перемежающейся порфирии [23].

Метод высокоэффективной жидкостной хрома-
тографии (ВЭЖХ) для определения порфиринов 
также используется в диагностике порфирий [24]. 
Хроматография – аналитический метод разделения 
многокомпонентной смеси. Он основан на явлении 
сорбции–десорбции компонентов смеси между 
подвижной и неподвижной фазами. В жидкостной 
хроматографии неподвижной фазой выступает 
сорбент, а подвижной – жидкость, которая через этот 
сорбент движется вместе с исследуемым образцом. 
Разделение достигается за счет того, что компоненты 
пробы с разными скоростями взаимодействуют с 
сорбентом при направленном движении в подвижной 
фазе [25].

В ВЭЖХ в роли неподвижной фазы использу-
ется сорбент, спрессованный в колонки, в них поме-
щают образец и под высоким давлением вымывают 
определенным растворителем, и соединения разной 
природы и строения с разной скоростью вымыва-
ются из колонки. Выделяют нормально-фазную 
и обращенно-фазную ВЭЖХ. Обращенно-фазная 
хроматография задействует гидрофобный сорбент: 
силикагель с привитыми углеводородными 
цепями С4, С18, а подвижной фазой выступает 
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смесь воды, спиртов, слабых кислот и буферных  
растворов [25].

Для анализа порфиринов в биологическом мате-
риале метод обращенно-фазной ВЭЖХ подходит, 
так как порфирины – это нелетучие соединения с 
умеренной полярностью, растворимые в воде и других 
полярных органических растворителях (ацетон, ацето-
нитрил, нитробензол, метанол) [26]. Разница в строении 
порфиринов (наличие карбоксильных групп в структуре 
и положение боковых радикалов в циклической части 
молекулы) влияет на физико-химические свойства этих 
соединений, в частности на растворимость в воде. По 
времени удержания на ВЭЖХ-колонке можно судить о 
структуре порфиринов. 

Порфирины поглощают излучение в видимой 
и ультрафиолетовой областях спектра и обладают 
характерными спектральными свойствами [19]. Их 
отличительным признаком, независимо от строения 
боковых цепей, является максимум поглощения при 
длине волны около 400 нм: полоса Соре [27]. Диодная 
матрица – самый распространенный и бюджетный 
вариант детектора ультрафиолетовой лампы – может 
определять сигналы от этих соединений.

Более того, ВЭЖХ позволяет анализировать 
образцы в мягких условиях (от комнатной темпе-
ратуры до 60°С). Образцы биожидкостей человека 
требуют меньших затрат на пробоподготовку по срав-
нению с другими типами хроматографии, например 
газовой [25].

Метод ВЭЖХ позволяет проводить качественный 
анализ, опираясь на время удерживания на колонке, 
объем удерживания, изучение спектральных харак-
теристик компонента (ультрафиолетовая детекция, 
масс-спектрометрия, инфракрасная спектроскопия и 
др.). Количественный анализ также возможен. Сигнал 
отделенного от остальных соединения соответствует 
определенной концентрации. Чем он выше (т. е. чем 
выше пик на хроматограмме), тем больше содер-
жание компонента. Если есть внутренний стандарт, 
добавляемый к каждой пробе в известных концентра-
циях, то на его сигнал можно нормировать сигналы 
исследуемых соединений и тем самым получать 
более точное значение.

Существует несколько методик определения 
порфиринов в биоматериале при помощи ВЭЖХ. В соот-
ветствии с ранее опубликованной методикой [19, 24] в 
качестве внутреннего стандарта используется 2-винил 
4-гидроксиметил-дейтеропорфирин IX. Этот ксено-
биотик не встречается в организме человека, имеет 
сходное строение (следовательно, пробоподготовка 
действует на него так же, как и на остальные порфи-
рины) и отделяется от других компонентов в выбранных 
условиях. Мезопорфирин IX не используется в каче-
стве внутреннего стандарта, поскольку пациент может 
принимать его в лечебных целях [28]. Метод позволяет 

идентифицировать 9 порфиринов плюс собственно гем 
и внутренний стандарт (рисунки 2–5).  

Рисунок 3
Хроматограмма донорской мочи с использованием 
стандартов: 1 – уропорфирин I; 2 – уропорфирин III; 3 – 
гептакарбоксилпорфирин I; 4 – гексакарбоксилпорфи-
рин I; 5 – пентакарбоксилпорфирин I; 6 – копропорфи-
рин I; 7 – копропорфирин III; 8 – внутренний стандарт; 
9 – мезопорфирин IX; 10 – протопорфирин IX 
Figure 3
Chromatogram of the donor's urine sample using the 
following standards: 1 – uroporphyrin I; 2 – uroporphyrin 
III; 3 – heptacarboxylporphyrin I; 4 – hexacarboxylporphyrin 
I; 5 – pentacarboxylporphyrin I; 6 – coproporphyrin I; 7 – 
coproporphyrin III; 8 – internal standard; 9 – mesoporphyrin 
IX; 10 – protoporphyrin IX

Рисунок 4
Хроматограмма мочи пациента с подозрением на 
уропорфирию: 1 – копропорфирин III; 2 – внутренний 
стандарт 
Figure 4
Chromatogram of the urine of a patient with suspected 
uroporphyria: 1 – coproporphyrin III; 2 – internal standard

Рисунок 5
Хроматограмма плазмы крови пациента с врожден-
ной эритропоэтической порфирией: 1 – внутренний 
стандарт; 2 – гем; 3 – мезопорфирин IX 
Figure 5
Chromatogram of the blood plasma of a patient with 
congenital erythropoietic porphyria: 1 – internal standard; 
2 – heme; 3 – mesoporphyrin IX

Рисунок 2
Хроматограмма донорской мочи с добавлением вну-
треннего стандарта (1 – внутренний стандарт) 
Figure 2
Chromatogram of the donor's urine sample with the addition 
of an internal standard (1 – internal standard)
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Литература

Хроматограммы демонстрируют хорошую селек-
тивность метода (все пики исследуемых соединений 
отделены друг от друга) и чувствительность. Пики, 
не имеющие диагностической ценности, не мешают 
определяемым соединениям и не влияют на их форму.

Метод позволяет работать с мочой или кровью 
пациентов и определять в ней порфирины. В зависи-
мости от биоматериала отличается количество подго-
товительных операций: для мочи достаточно техники 
dilute & shoot (разведение образца и центрифуги-
рование), плазма крови же требует более сложной 
очистки, куда входит и осаждение белков, и разве-
дение пробы. Длительность анализа одного образца 
вне зависимости от использованного материала 
составляет 41 мин.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Порфирии – редко встречающиеся заболе-
вания, которые к тому же имеют либо неспецифи-
ческую симптоматику, либо протекают в латентной 

форме. Вследствие этого своевременная диагностика 
порфирий затруднена. Существуют разные методы 
диагностики этой группы заболеваний, включающих 
в себя биохимические, ферментативные и генетиче-
ские тесты. Тест с реактивом Эрлиха не позволяет 
определить более редкие формы порфирий. Генети-
ческие методы затратны и трудоемки. ВЭЖХ позво-
ляет быстро и бюджетно определить порфирины в 
биологических жидкостях организма: плазме крови, 
моче, что делает данный метод весьма полезным в 
диагностике порфирий. 
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