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В статье рассмотрена роль сопряженных 
пар молочная кислота/лактат-анион (LacH/
Lac–) и дигидрофосфат-анион/гидрофосфат-
анион (H2PO4

–/HPO4
2–) в формировании бу-

ферных свойств ткани как фактора, опреде-
ляющего pH. Буферные свойства гомогенатов 
ткани аденокарциномы молочной железы и 
смежной с ней ткани были количественно 
охарактеризованы буферной емкостью, кото-
рую определяли методом потенциометриче-
ского титрования, а концентрации анионов 
кислот определяли спектрофотометрически. 
Материалом послужили биоптаты аденокар-
циномы молочной железы (T1-4, N0-1, M0) и 
смежной с ней ткани 22 пациентов в возрас-
те от 33 до 75 лет. обнаружено, что буфер-
ная емкость опухолей в 2,5 раза выше чем 
в нормальной ткани. Установлено, что для 
опухолевой ткани буферная емкость системы 
LacH/Lac– в 3 раза больше, а системы H2PO4

–/
HPO4

2– в 2,5 раз больше, чем для нормальной 
нетрансформированной ткани. концентра-
ция лактат-анионов (1,93±0,50 vs 0,57±0,22; 
p<0,001) и фосфат-анионов (2,54±0,39 vs 
0,70±0,19; p<0,001) в гомогенатах опухолевой 
ткани также достоверно больше их количе-
ства в смежной ткани. обнаружена сильная 
корреляционная связь между концентрацией 
фосфат-анионов и величиной буферной емко-
сти для опухолевой ткани (r=0,857; p=0,002) и 
для смежной ткани (r=0,917; p<0,001). корре-
ляция между концентрацией лактат-анионов 
и буферной емкостью для опухолевых тканей 
может быть оценена как средняя (r=0,626; 
p=0,053), в то время как для смежной тка-
ни она отсутствует (r=0,494; p=0,147). полу-
ченные результаты дают основание пред-
положить, что кислотно-основные свойства 
гомогенатов тканей аденокарциомы молоч-
ной железы определяются двумя буферны-
ми системами LacH/Lac– и H2PO4

–/HPO4
2–, в 

то время как кислотно-основный гомеостаз 
нетрансформированных тканей в основном 
определяется системой H2PO4

–/HPO4
2–.
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Введение

рак молочной железы занимает лидирующие 
позиции в онкологической заболеваемости [1]. 
обширные, разноплановые исследования меха-
низмов малигнизации и опухолевой прогрессии 
акцентируют внимание на изменение метаболи-
ческого профиля опухолевых клеток [2]. В столь 
обширное понятие входят многие факторы, в 
том числе и ацидоз. так, в 2018 году на ши-
роко известном медицинском ресурсе «PubMed» 
по запросу «acidosis & breast cancer» находится 
более 4000 статей, посвященных вопросам ме-
таболического ацидоза опухолей. особое внима-
ние уделяется ацидозу не случайно: изменение 
кислотно-основного состояния запускает раз-
личные механизмы опухолевой прогрессии, спо-
собствует инвазии и метастазированию [3]. так, 
в первую очередь, ацидоз влияет на ферментный 
профиль опухоли. Свойства белков могут суще-
ственно меняться в случае изменения состояния 
ионизации связыванием или высвобождением 
свободных протонов H+ [4].

Исследования с использованием рн-
чувствительных контрастных агентов для мрт 
показали, что рн межклеточной среды опухо-
лей значительно ниже (6,6–7,0) в сравнении со 
здоровыми тканями (7,2–7,4) [5, 6]. По дан-
ным [7, 8] такой ацидоз обусловлен сочетани-
ем плохой сосудистой перфузии, региональной 
гипоксии, интенсификацией гликолиза (эффект 
Варбурга  — Кребтри) с сопутствующей гипер-
продукцией молочной кислоты. 

однако, исходя из суммарного уравнения гли-
колиза (1) с учетом стехиометрии и сохранения 
заряда при физиологических значениях рн в 
реакции расходуются два протона и образуются 
две нейтральные молекулы достаточно слабой 
молочной кислоты:

Поэтому гликолиз не может являться источ-
ником протонов, создающих ацидоз, в то время 
как генерация избыточных протонов происходит 
при гидролизе атФ в ходе клеточных реакций, 
требующих затрат энергии [8]:
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Время жизни атФ в клетке не превышает не-
скольких сотен секунд [9], и по его истечении 
высвободившиеся протоны снизят рн среды. В 
этом ключе именно атФ можно рассматривать 
как промежуточный продукт между гликолизом 
и клеточными реакциями с затратами атФ.

Постоянство кислотно-основного баланса 
биологических жидкостей человеческого ор-
ганизма достигается совместным действием 
различных буферных систем. механизмы ком-
пенсации метаболического ацидоза включают 
обменные реакции, в результате которых из-
быток H+ нейтрализуется с образованием ней-
тральных молекул [10]. Поскольку в опухолях 
наблюдается стойкое снижение pH, справедли-
во будет предположить, что механизмы ком-
пенсации не способны полностью устранить 
избыток H+. 

Для опухолей принципиально характерна 
интенсификация катаболических процессов: 
совместно с усилением гидролиза атФ в опу-
холевых клетках отмечается также увеличение 
экспрессии эктонуклеотидаз (CD39 и CD73) 
[11, 12]. результатом их действия является на-
копление продуктов катаболизма нуклеозидфос-
фатов [2], в том числе аденозина и фосфат-ани-
онов (H2PO4

-).
Учитывая усиление катаболических процес-

сов в опухолевых тканях, в частности гликоли-
за, а также увеличение гидролиза аденозинфос-
форных кислот, можно допустить формирование 
собственной буферной системы опухолей, состо-
ящей в основной из сопряженных пар молочная 
кислота/лактат (LacH/Lac–) и дигидрофосфат/
гидрофосфат (H2PO4

–/HPO4
2–). Количественной 

характеристикой буферных свойств растворов 
является буферная емкость (b). Величину b 
многокомпонентной системы, образованной сла-
быми кислотами и их анионами, можно теоре-
тически рассчитать путем дифференцирования 
условий равновесия, электронейтральности и 
материального баланса и выразить через урав-
нение (3):

где bнаn  — значение буферной емкости инди-
видуальной буферной системы многокомпонент-
ного раствора,

bн2о  — буферная емкость воды,
К н2о  — константа автопротолиза воды,
с  — концентрация индивидуальной буфер-

ной системы многокомпонентного раствора,

Кi  — константа диссоциации индивидуаль-
ного буферного вещества многокомпонентного 
раствора. 

 Из уравнения видно, что буферная емкость 
многокомпонентных систем является величиной 
аддитивной, и на буферную емкость системы в 
любом диапазоне рн будут оказывать влияния 
все компоненты раствора. таким образом, адди-
тивность буферной емкости многокомпонентной 
системы опухоли может являться препятствую-
щим механизмом нормализации рн в опухоле-
вом узле.

Целью настоящего исследования было из-
учение роли лактат-анионов и фосфат-анионов 
в формировании буферных свойств тканей аде-
нокарциномы молочной железы и окружающей, 
не трансформированной нормальной ткани. 

Материалы и методы

В качестве объекта исследования был выбран операци-
онный материал  — биоптаты аденокарциномы молочной 
железы (T1-4, N0-1, M0) и смежной, не трансформиро-
ванной ткани 22 пациентов в возрасте от 33 до 75 лет. 
образцы были предоставлены онкохирургическим отделе-
нием №2 республиканского онкологического центра имени 
профессора Г.В. Бондаря.

Пробоподготовка биологического материала
навески тканей гомогенизировали механически при 

температуре 0°С с добавлением 0,9% раствора NaCl в соот-
ношении 1:4. Затем, с целью удаления жировой фракции и 
осаждения не разрушенных элементов, центрифугировали 
15 мин при 3000 об/мин.

Концентрации лактат- и фосфат-анионов определяли 
спектрофотометрически с использованием набора реаген-
тов производства фирмы «ольвекс Диагностикум» россия, 
измерения оптической плотности проводили на спектрофо-
тометре SPECORD 200 PLUS. 

Поскольку биологические жидкости и тканевые гомо-
генаты с химической точки зрения являются сложными 
многокомпонентными растворами, потенциометрическое 
титрование представляется наиболее простым, прямым и 
эффективным методом исследования качественного соста-
ва буферных компонентов в биологических жидкостях и 
тканевых гомогенатах [13]. 

Исследование проводили методом потенциометрическо-
го титрования на pH-метре Mettler Toledo MP220 с комби-
нированным электродом.

непосредственно перед титрованием приготовленный 
ранее тканевой гомогенат смешивали со 100% ацетонитри-
лом в пропорции 1:2. Смесь выдерживали 30 минут при 
температуре +4ºC, затем центрифугировали 15 минут при 
3000 об./мин. Фиксированный объем супернатанта (10 мл) 
доводили до pH 3 добавлением 0,1 M раствора HCl. 

В роли титранта использовали 0,01 M раствор NaOH, 
приготовленный непосредственно перед титрованием. ти-
трант добавляли с шагом 0,1 мл. 

Количественно буферные свойства выражали через бу-
ферную емкость (β), рассчитанную по формуле (2):

где Сa(b)  — молярная концентрация титранта (NaOH);
VT  — объем исходного образца гомогената (в мл);
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ΔV  — объем добавленного титранта (в мл);
Δрн  — соответствующее изменение рн раствора.
Суммарное значение буферной емкости гомогенатов в 

заданных интервалах рассчитывали путем интегрирования 
кривой буферной емкости от рн по методу Симпсона. По-
лученные результаты проверены на соответствие закону 
нормального распределения по критерию шапиро-Уилка 
(p>0,1) и обработаны методами параметрической стати-
стики (п.о. STATISTICA 10). 

результаты и обсуждение

так как целью работы было изучение вклада 
небелковых компонентов в формирование бу-
ферной емкости биологических образцов, то го-
могенаты тканей обрабатывали ацетонитрилом. 
он позволяет осадить из образцов белковые 
молекулы, проявляющие собственные буферные 
свойства и препятствующие корректному опре-
делению буферной емкости системы LacH/Lac– 
по причине близких значений pKa. 

В то же время ацетонитрил, как апротонный 
растворитель со сравнительно высокой диэлек-
трической проницаемостью (ε=38), изменяет 
значения pKa лактат-анионов и фосфат-анионов, 
и, соответственно, их областей буферирования. 
Для количественной оценки этого эффекта в 
присутствии ацетонитрила был приготовлен 
модельный раствор: к 4 мл смеси, состоящей 
из 10 ммоль/л молочной кислоты и 20 ммоль/л 

ортофосфорной кислоты, добавили 8 мл 100% 
ацетонитрила. Полученный модельный раствор 
титровали вышеописанным методом (рис. 1).

термодинамическое значение pKa молочной 
кислоты равно 3,83, а pKa2 фосфорной кисло-
ты  — 7,21 [14]. однако, в присутствии органи-
ческих растворителей pKa увеличивается в силу 
изменения диэлектрической проницаемости сре-
ды [15]. анализ кривой титрования модельного 
раствора показывает: добавление ацетонитрила 
смещает значения pKa молочной кислоты до зна-
чения 4,8, а pKa2 фосфорной кислоты до 7,9. В 
общем случае, внесение ацетонитрила в раствор 
смещает pKa веществ и измеряемую величину 
pH для гомогенатов на 1,0 в щелочную сторону. 

так, на рис. 1 максимум в диапазоне зна-
чений pH 3–4 соответствует pKa1 фосфорной 
кислоты, максимум в области pH 4,3–5,3 соот-
ветствует pKa молочной кислоты, максимум в 
области значений pH 7,4–8,9 соответствует pKa2 
фосфорной кислоты. Интерпретируя кривые бу-
ферной емкости тканевых гомогенатов, допусти-
мо трактовать значения β в вышеописанных диа-
пазонах как буферные свойства системы LacH/
Lac– и H2PO4

–/HPO4
2– (рис. 2).

результаты расчета общей суммарной буфер-
ной емкости (в диапазоне рн 3–9), а также pH 
гомогенатов при добавлении ацетонитрила при-
ведены в табл. 1.

рис. 1. Кривая буферной емкости модельного раствора
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Таблица 1. Кислотно-основные параметры гомогенатов 
смежной и опухолевой тканей (M±σ)

образец pH гомогенатов Суммарная β (ммоль/л)
в диапазоне pH 3–9

Смежная ткань 7,95±0,19 2,60±0,88

опухоль 7,42±0,31 6,51±1,99

t-Критерий Стью-
дента

p<0,001 p=0,003

Из табл. 1 видно, что pH гомогенатов опухо-
левых узлов достоверно ниже, чем в смежной 
ткани, но суммарная β опухолевой ткани в 2,5 
раза выше. Полученные результаты не противо-
речат гипотезе о неспособности компенсаторных 
механизмов адекватно нивелировать накопление 
H+ и подтверждают наличие в опухоли повы-
шенного содержания продуктов катаболизма.

Суммарную буферную емкость биоптатов 
смежной и опухолевой ткани оценивали в опи-
санном ранее диапазоне pH (4,3–5,3 для лактат-
анионов и 7,4–8,4 для фосфат-анионов).

на рисунке 3 приведено распределение те-
стируемых образцов опухолевой и смежной 
ткани по показателям суммарных значений β в 
диапазонах буферирования лактат-анионов (а) и 
фосфат-анионов (б).

Как видно из рис. 3, значения β биоптатов 
опухолевых узлов отличаются большей вариа-
бельностью в сравнении со смежной тканью и 
превышают их в 3 раза для лактат-анионов и 2,5 
для фосфат-анионов. 

Концентрации указанных метаболитов опу-
холевых узлов (для 10 случаев), как и в случае 
с β, отличаются большей вариабельностью, не-
жели в смежной ткани, и превышают их в 3,7 
раз для лактат-анионов и 3,4 для фосфат-анио-
нов. Исходя из гистологических заключений о 
типах исследованных опухолей подобный раз-
брос можно объяснить опухолевой гетероген-
ностью. В результате клеточного разнообразия 
в пределах одной опухоли, внутриопухолевая 
гетерогенность проявляется в неоднородности 
генетического и эпигенетического статусов, 
генной и белковой экспрессии, морфологиче-
ского строения и других характеристик опухо-
ли [16]. Значительная часть образцов относи-
лась ко II стадии рака молочной железы (T2 в 
72,7% случаев). отсутствие поражения регио-
нарных лимфоузлов отмечено в 54,5% случаев 
(N0). Касательно степени анаплазии, высоко-
дифференцированный рак G1 был зарегистри-
рован всего в 13,6% случаев. Превалирующую 
часть опухолей охарактеризовали как умеренно 
(G2 – 31,8%) и низкодифференцированный рак 
(G3 – 54,5%).

Как результат, значительная вариабельность 
значений как буферной емкости, так и концен-
траций низкомолекулярных метаболитов, опре-
деляется межиндивидуальными различиями опу-
холей. При этом, в каждом отдельном случае, 
сохраняется соотношение исследуемых величин. 

рис. 2. Кривые буферной емкости гомогенатов опухолевой (1) и смежной ткани (2) (ммоль/л)
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Чтобы определить вклад лактат- и фосфат-
анионов в формирование суммарной β, концен-
трации вышеуказанных анионов были опреде-
лены независимым спектрофотометрическим 
методом. результаты определения суммарной β 
и концентраций исследуемых анионов в иссле-
дуемых образцах приведены в табл. 2. 

Для выяснения вклада лактат- и фосфат-ани-
онов в формирование буферных свойств иссле-
дуемых биологических образцов был рассчитан 
коэффициент корреляции Пирсона (r-Пирсона) 
концентраций анионов и соответствующих им 
диапазонов β. 

Коэффициент корреляции, описывающий 
вклад лактат-анионов в буферные свойства 
смежной ткани, демонстрирует несуществен-
ность их вклада по причине слабого типа связи 
и недостоверности (r=0,494; p=0,147). наличие 
сильной корреляции (r=0,917; p<0,001) свиде-
тельствует о преимущественном вкладе фосфат-
анионов в буферные свойства смежной ткани, 
что еще раз подчеркивает важность фосфатного 
буфера в формирование внутриклеточного гоме-
остаза.

Для образцов опухолей обнаружена средняя 
корреляционная связь между концентрацией 

рис. 3. распределение тестируемых образцов по буферной емкости в диапазоне лактат- анионов (рис. 3.а) и фосфат-анионов (рис. 3.б)

рис. 4. распределение тестируемых образцов по концентрации в диапазоне лактат- анионов (рис. 4.а) и фосфат-анионов (рис. 4.б)

Таблица 2. Значения суммарной буферной емкости и концентрации лактат- и фосфат-анионов (M±σ)

образец
Суммарная β в диапа-
зоне pH LacH/Lac– 
(4,3–5,3), ммоль/л

Суммарная β в диапа-
зоне pH H

2
Po

4
–/HPo

4
2– 

(7,4–8,4), ммоль/л

Концентрация лактат-
анионов, ммоль/л

Концентрация фосфат-
анионов, ммоль/л

Смежная ткань 0,43±0,20 0,40±0,18 0,57±0,22 0,70±0,19

опухоль 1,29±0,35 1,02±0,39 1,93±0,50 2,54±0,39

t-Критерий Стьюдента p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001
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лактат-анионов и β в диапазоне буферирования 
4,3–5,3 (r=0,626; p=0,053). отсутствие сильной 
корреляционной связи в диапазоне буфериро-
вания лактат-анионов вероятно связано с вкла-
дом других веществ, проявляющих собственные 
буферные свойства в данном диапазоне. отно-
сительно концентрации фосфат-анионов и β в 
области буферирования 7,4–8,4 мы наблюдаем 
сильную связь (r=0,857; p=0,002). 

результаты могут быть объяснены усилени-
ем катаболических процессов в опухоли [2], и 
указывают на наличие как минимум двух гоме-
остатических буферных систем в тканях адено-
карциномы молочной железы.

Из вышеизложенного можно заключить, что 
кислотно-основные свойства гомогенатов тканей 
аденокарциомы молочной железы определяются 
двумя буферными системами LacH/Lac– и H2PO4

–/
HPO4

2–, в то время как кислотно-основный гомео-
стаз в нетрансформированных тканях в основном 
определяется системой H2PO4

–/HPO4
2–. 

Выводы

1. Суммарная буферная емкость опухолевых 
узлов в 2,5 раза выше буферной емкости смеж-
ной ткани. Показано, что для опухолевой ткани 
свойственно ацидотическое микроокружение, 
индуцированное накоплением низкомолекуляр-
ных метаболитов. 

2. Установлено, что для опухолевой ткани 
буферная емкость системы LacH/Lac– в 3 раза 
больше, а буферная емкость системы H2PO4

–/
HPO4

2– в 2,5 раз больше, чем для нетрансфор-
мированной ткани. Концентрация лактат-ани-
онов (1,93±0,50 vs 0,57±0,22, p<0,001) и фос-
фат-анионов (2,54±0,39 vs 0,70±0,19, p<0,001) в 
гомогенатах опухолевой ткани также достоверно 
больше их количества в смежной ткани.

3. обнаружена сильная корреляционная связь 
между концентрацией фосфат-анионов и вели-
чиной буферной емкости для опухолевой ткани 
(r=0,857; p=0,002) и для смежной ткани (r=0,917; 
p<0,001). Корреляция между концентрацией лак-
тат-анионов и буферной емкостью для опухоле-
вых тканей может быть оценена как средняя 
(r=0,626; p=0,053), в то время как для смежной 
ткани она отсутствует (r=0,494; p=0,147). Кис-
лотно-основные свойства гомогенатов тканей 
аденокарциомы молочной железы определяют-
ся двумя буферными системами LacH/Lac– и 
H2PO4

–/HPO4
2–, в то время как кислотно-основ-

ный гомеостаз в нетрансформированных тка-
нях в основном определяется системой H2PO4

–/
HPO4

2–. 
Авторы заявляют об отсутствии конфлик-

та интересов. исследование не имело спонсор-
ской поддержки.
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The article discusses the role of conjugated lactic acid/
lactate anion (LacH/Lac–) and dihydrogenphosphate anion/
hydrogenphosphate anion (H2PO4

–/HPO4
2–) pairs in the 

formation of the buffer properties of tissue as a factor 
determining pH. The buffer properties of homogenates of 
the tissue of adenocarcinoma of the mammary gland and 
the adjacent tissue were quantitatively characterized by the 
buffer capacity which was determined by potentiometric 
titration. The concentrations of acid anions were determined 
spectrophotometrically. The material was biopsy specimens 
of mammary gland adenocarcinoma (T1-4, N0-1, M0) and 
adjacent tissue of 22 patients aged from 33 to 75 years. It 
was found that the buffer capacity of tumors is in 2.5 times 
higher than in normal tissue. It was established that for the 
tumor tissue, the buffer capacity of the LacH/Lac– system is in 
3 times higher, and the buffer capacity of the H2PO4

–/HPO4
2– 

system is in 2.5 times greater than for normal untransformed 
tissue. Concentrations of lactate anions (1,93 ± 0,50 vs 0,57 
± 0,22; p <0.001) and phosphate anions (2,54 ± 0,39 vs 0,70 
± 0,19; p <0,001) in homogenates of the tumor tissue were 
significantly higher in tumor tissue in comparison with the 
adjacent tissue. A strong correlation was found between the 
concentration of phosphate anions and the buffer capacity for 
tumor tissue (r = 0,857; p = 0,002) and for adjacent tissue (r 
= 0,917; p <0,001). The correlation between the concentration 
of lactate anions and the buffer capacity for tumor tissues 
can be estimated as average (r = 0,626; p = 0,053), while it 
is absent for the adjacent tissue (r = 0,494; p = 0,147). The 
results suggest that the acid-base properties of homogenates 
of mammary adenocarcinoma tissues are determined by two 
buffer systems: LacH/Lac– and H2PO4

–/HPO4
2–, while the 

intracellular acid-base homeostasis of non-transformed tissues 
is mainly determined by the H2PO4

–/HPO4
2– system.

Key words: adenocarcinoma, acidosis, buffer capacity, 
lactate


