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Реферат
В обзоре литературы затронуты вопросы применения метаболомических исследований в медицине. Основная 

идея метаболомики заключается в обнаружении специфических биомаркёров в биологическом образце для диаг-
ностики ряда заболеваний. В качестве биомаркёров рассматриваются летучие органические вещества — метаболи-
ты, выделенные из различных биологических тканей и жидкостей (крови, мочи, мокроты, выдыхаемого воздуха). 
Отражены основные методы разделения и идентификации летучих органических веществ образца (газовая хро-
матография, масс-спектрометрия, спектроскопия ядерного магнитного резонанса), применяемые в метаболомике. 
Даны сравнительные характеристики масс-спектрометрии и спектроскопии ядерного магнитного резонанса как 
основных методов детектирования летучих метаболитов. Описан метод твердофазной микроэкстракции, исполь-
зуемый в качестве предварительной подготовки образца. Представлены результаты лабораторных исследований 
по поиску биомаркёров рака, хронических инфекций, наследственных заболеваний. Показаны качественные 
характеристики метаболома биологического образца пациента с той или иной патологией. Кроме того, уделено 
внимание применению возможностей метаболомики в экспериментальной медицине. Описаны результаты ис-
следования изменений летучего метаболома клеточной культуры in vitro в зависимости от добавок в питательные 
среды; летучих продуктов распада β-каротина как проканцерогенных веществ; летучих органических веществ, 
выделяемых при распаде позвоночных животных. Дополнительно описан метод полной двухмерной газовой хро-
матографии, испытанный с целью повышения чувствительности и специфичности метаболомических исследо-
ваний. Представленный подход может помочь в решении вопросов ранней диагностики многих заболеваний.

Ключевые слова: метаболомика, летучие органические вещества, биомаркёры, газовая хроматография, масс-
спектрометрия.
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Clinical Hospital, Yoshkar-Ola, Russia, 2Mari-Turek Central Regional Hospital, Mari-Turek, Russia. The paper covers the ques-
tions of metabolomic research in medicine. The central idea of metabolomics is to identify the specific biomarkers in bio-
logical samples for diagnosis of a number of conditions. The biomarkers include volatile organic compounds — metabolites 
isolated from various tissues and biological fluids (blood, urine, sputum, exhaled air). Main methods of separation and 
identification of volatile organic compounds (gas chromatography, mass spectrometry, nuclear magnetic resonance spec-
troscopy) applied in metabolomics, are reviewed. Mass spectrometry and nuclear magnetic resonance spectroscopy are com-
pared as the main methods of volatile metabolites detection. The method of solid phase microextraction, used for sample 
preparation, is described. The paper reviews laboratory research results aimed at the detection of cancer, chronic infections 
and inherited diseases biomarkers. The qualitative characteristics of biological sample metabolome taken from patients 
with different diseases are discussed. Besides, special attention is paid to the possible use of metabolomics in experimental 
medicine. The results of volatile metabolome changes in cell culture in vitro depending on the additives to nutrient media, 
β-carotene volatile decomposition products as suspected carcinogens, volatile organic compounds emitted at vertebrates 
decay are described. In addition, the method of two-dimensional gas chromatography aimed to increase the sensitivity and 
specificity of metabolomics tests is portrayed. The presented approach adds to early diagnosis of a number of diseases. Key-
words: metabolomics, volatile organic compounds, biomarkers, gas chromatography, mass spectrometry.



2

АА Передовая статья

 Одно из новых направлений в генетике 
и молекулярной биологии — метаболомика, 
которая может помочь практикующим вра-
чам в диагностике и прогнозе различных 
заболеваний [29]. Метаболомика — область 
науки, изучающая конечные и промежу-
точные продукты обмена веществ в биологи-
ческой системе, будь то клетка, орган или 
организм в целом [13]. Метаболом, или мета-
болический профиль, представляет собой со-
вокупность всех низкомолекулярных мета-
болитов (<1500 Да) биологического образца, 
являясь уникальным химическим «отпечат-
ком пальцев», специфичным для процессов, 
протекающих в живых клетках [8].

Идея применения метаболического про-
филя в диагностике заболеваний была вы-
двинута Linus Pauling и соавт. ещё в 1971 г. 
Они предложили производить анализ вы-
дыхаемого воздуха пациентов методом га-
зовой хроматографии в целях выявления 
метаболических изменений при определён-
ных заболеваниях и выявили более 200 раз-
личных летучих органических соединений 
(ЛОС) [23]. В январе 2007 г. учёные универ-
ситета Альберта и университета Калгари за-
вершили исследование метаболомического 
профиля человека. Они каталогизировали 
около 2500 метаболитов, 1200 лекарств и 
3500 компонентов пищи, которые могут 
быть найдены в биологических образцах че-
ловека [35].

В настоящее время описаны метаболомы 
биологических жидкостей человека и жи-
вотных — мочи, спинномозговой жидкости, 
плазмы и т.д. Последние исследования по-
казали, что метаболомика может выявить 
специфические признаки болезни, так на-
зываемые биомаркёры, которые в будущем 
сыграют большую роль в диагностике и про-
гнозе заболевания [6, 10, 30].

Исследования метаболического профиля 
выполняют, как правило, с использовани-
ем гибридного метода анализа — сочетания 
газовой (ГХ) или жидкостной (ЖХ) хрома-
тографии и масс-спектрометрии (МС) или 
спектроскопии ядерного магнитного резо-
нанса (ЯМР-спектроскопия).

ГХ — универсальный метод разделения 
смеси веществ, испаряющихся без разложе-
ния [1, 29]. Моча и мокрота богаты летучими 
органическими метаболитами, потенциаль-
ными биомаркёрами многих заболеваний, их 
получение не требует применения инвазивных 
процедур (в отличие от забора крови или спин-
номозговой жидкости) [11, 15, 29].

В метаболомических исследованиях 

выделение ЛОС из образца чаще всего про-
изводят способом твердофазной микроэк-
стракции (ТФМЭ). Метод основан на сорб-
ции компонентов газовой фазы образца на 
нить с полимерным покрытием с её после-
дующей термической десорбцией в предва-
рительно нагретом инжекторе газового хро-
матографа. Эта методика имеет несколько 
преимуществ перед традиционными мето-
дами извлечения растворителем: ТФМЭ не 
требует существенных временных затрат, 
удобна, высокочувствительна, проводится 
без использования растворителя [29].

Высокого уровня по информативности 
метаболомических данных достигли две 
технологии: МС и ЯМР-спектроскопия [22, 
26]. Они имеют свои специфические пре-
имущества и недостатки. Основным пре-
имуществом МС является чувствительность: 
современный уровень масс-спектрометров 
может обнаружить аналиты в фемтомоляр-
ном (10–15) и аттомолярном (10–18) диапазоне. 
Связь МС с ЖХ или ГХ позволяет измерять 
сотни отдельных метаболитов в пределах 
одного образца и вместе с постоянно попол-
няемыми базами данных делает идентифи-
кацию этих метаболитов более рутинной.

Одна из слабых сторон МС — определе-
ние концентрации искомого метаболита. 
Также к недостаткам можно отнести и тот 
факт, что интенсивность МС-сигнала любо-
го соединения зависит от подготовки образ-
ца и его молекулярного окружения [34].

Основные слабые стороны МС являют-
ся основными сильными сторонами ЯМР-
спектроскопии. Высота пика конкретного 
метаболита в ЯМР-спектре напрямую свя-
зана с концентрацией ядер химического 
соединения, что делает его количественное 
определение в сложной смеси очень точ-
ным. Другой недооценённой характерис-
тикой ЯМР-спектроскопии является её 
универсальность для анализа метаболитов 
в жидком состоянии (таких, как сыворотка 
крови, моча и т.д.), в неповреждённых тка-
нях (например, опухоли) или в естествен-
ных условиях (in vivo) [34].

Хотя метаболомика — относительно мо-
лодое направление по сравнению с геноми-
кой и протеомикой, её уже применяют в 
разнообразных областях медицины, в том 
числе при скрининге патологии новорож-
дённых, в токсикологии и фармакологии.

В сравнении с геномикой и протеоми-
кой на метаболомику возлагают большие на-
дежды в поиске биомаркёров заболеваний, в 
первую очередь онкологических.
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К примеру, Sreekumar и соавт. выдели-
ли метаболический профиль 42 образцов 
ткани, 110 образцов мочи и 110 образцов 
плазмы крови пациентов, страдающих 
доброкачественными заболеваниями про-
статы, ограниченной и распространённой 
формой рака предстательной железы. Они 
в состоянии отличить эти три состояния на 
основе данных ГХ и ЯМР-спектроскопии. 
Также ими обнаружено, что концентрация 
конкретного метаболита — саркозина (в том 
числе в моче) — была существенно увеличе-
на на этапе метастатического прогрессиро-
вания рака предстательной железы [30].

В исследовании рака яичника лабо-
ратория доктора Fiehn провела метаболо-
мический скрининг тканей 66 образцов 
инвазивной формы рака и 9 образцов добро-
качественных опухолей яичников [9]. Ис-
следователи обнаружили различие между 
данными группами образцов более чем по 
50 метаболитам. Многие из этих метаболи-
тов играют важную роль в обмене пуринов, 
пиримидинов, глицеролипидов и в энерге-
тическом обмене.

Xue и соавт. использовали этот метод для 
исследования ЛОС крови, связанных с ра-
ком печени. Было установлено, что группа 
больных раком печени и контрольная груп-
па различались по 19 ЛОС крови (р <0,05). 
Из этих 19 соединений 3 (гексанал, 1-октен-
3-ол и октан) были найдены в повышенных 
концентрациях в крови группы больных 
раком печени по сравнению с контрольной 
группой [37].

Чтобы исследовать летучие метаболиты 
мочи как потенциальные биомаркёры рака 
C.L. Silva и соавт. качественно и количествен-
но проанализировали образцы мочи 33 боль-
ных злокачественными новообразованиями 
(14 больных лейкозом, 12 — колоректальным ра-
ком, 7 — лимфомами) и 21 здорового пациента, 
используя ТФМЭ-ГХ-МС. В общей сложности 
в онкологической и контрольной группах иден-
тифицировано 82 летучих метаболита, принад-
лежащих к различным химическим классам. 
Производные бензола, терпеноиды и фенолы 
были наиболее распространёнными классами в 
онкологической группе, тогда как кетоны и се-
росодержащие вещества оказались основными 
классами соединений, выделенными из мочи 
здоровых пациентов [29].

Метод идентификации летучих биомар-
кёров даёт возможность дополнить гистопа-
тологическую характеристику опухоли ме-
таболомическими данными. M.V. Brown и 
соавт. разработали методику параллельного 

выделения метаболитов и гистологического 
анализа неповреждённых биоптатов. Ими 
также было обнаружено 69 метаболитов, от-
личающих раковую опухоль почки от образ-
цов доброкачественной опухоли, и определе-
ны 83 метаболита, статистически значимо 
(р <0,05) отличающих биоптаты рака от 
доброкачественных образований предста-
тельной железы. Выделение определённых 
метаболических характеристик опухолевой 
ткани, по данным M.V. Brown и соавт., мо-
жет свидетельствовать не только о стадии 
рака, но и о степени злокачественности [4].

Ряд других метаболомических исследо-
ваний указывает на возможность построе-
ния прогностической модели на наличие 
у пациентов хронической инфекции путём 
обнаружения ЛОС-биомаркёров микроорга-
низмов в биологических средах (мокроте, 
крови, моче, выдыхаемом воздухе и др.). 
ЛОС синтезируются всеми микроорганиз-
мами, являясь частью их нормального обме-
на веществ. Типы и классы производимых 
микробами ЛОС обширны и включают 
жирные кислоты и их производные (напри-
мер, углеводороды, алифатические спирты 
и кетоны), ароматические соединения, азот-
содержащие вещества и летучие соединения 
серы [28].

P.C. Goeminne и соавт. определяли ЛОС, 
вырабатываемые Pseudomonas  aeruginosa, в 
мокроте больных муковисцидозом (кистоз-
ным фиброзом) лёгких методом ТФМЭ-
ГХ-МС [11]. Они обнаружили связь между 
присутствием Pseudomonas aeruginosa в орга-
низме пациента и высокой концентрацией 
терпенов 1-ундецена, 1-α-пинена и соедине-
ний додекана, терпинен-4-ола и 2,2,6-триме-
тил-октана в образцах мокроты. На основе 
обзора литературы и своих результатов авто-
ры пришли к выводу, что не одно ЛОС, а их 
сочетание может свидетельствовать о нали-
чии Pseudomonas aeruginosa в организме [11].

Колонии Aspergillus  fumigates из дыха-
тельных путей пациентов с хроническими 
заболеваниями лёгких были ассоциирова-
ны с присутствием летучего вещества 2-пен-
тилфурана при анализе выдыхаемого возду-
ха методом ГХ-МС, что в настоящее время 
разрабатывается в качестве нового диагнос-
тического дыхательного теста [7].

Метаболомика как современная методи-
ка также может помочь определить значи-
мость экологического воздействия экзоген-
ных ЛОС на здоровье человека. Источники 
ЛОС включают табачный дым, нефтепро-
дукты и хлорированную воду [3]. Длитель-
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ная экспозиция токсичных ЛOC может уве-
личить риск лейкоза, рака мочевого пузыря, 
врождённых дефектов и нейрокогнитивных 
нарушений [16, 27]. Индивидуальные осо-
бенности в поглощении, распределении, ме-
таболизме и выделении экологических ядов 
человеком усложняет оценку экспозиции 
ЛOC. Методом ТФМЭ-ГХ-МС B.C. Blount и 
соавт. определили 14 галогенизированных ал-
канов, 5 галогенизированных алкенов, 10 со-
единений ароматического ряда и некоторых 
других ЛОС в образцах человеческой крови. 
В большинстве этих образцов данный метод 
зарегистрировал в крови бензол, 1,4-дихлор-
бензол, этилбензол, толуол, м/п-ксилол. Не-
которые из образцов крови содержали так-
же 13 дополнительных соединений: стирол, 
хлороформ, o-ксилол, тетрахлорэтен, 2,5-ди-
метилфуран, метил-трет-бутиловый эфир, 
бромдихлорометан, дибромхлорметан, бро-
моформ, тетрахлорметан, трихлорэтан, мети-
ленхлорид и 1,2-дихлорэтан [3].

В настоящее время метаболомика имеет 
широкое применение в различных областях 
науки, в том числе и в экспериментальной 
медицине. Сегодня различные клеточные 
культуры широко используют в науке, экс-
перименты in  vitro применяют в таких 
фундаментальных исследованиях, как ха-
рактеристика метаболизма клетки [38] или 
анализ митоза [36]. В других научных рабо-
тах культивированные клетки используют 
как тест-системы для оценки воздействия 
химиотерапевтических препаратов на клет-
ку [14].

Для поддержания клеточных культур 
необходимо добавление в питательные сре-
ды животной сыворотки, например сыво-
ротки эмбриона телёнка. К сожалению, жи-
вотные сыворотки имеют ряд недостатков, 
таких как возможное загрязнение образцов 
и высокая себестоимость.

Для определения влияния искусствен-
ных заменителей сыворотки на жизнеде-
ятельность и метаболизм культивируемых 
клеток M. Hartmann и соавт. использовали 
метод определения летучих метаболомов 
опухолевых клеток с помощью ГХ-МС [12]. 
В целом было проанализировано около 
50 ЛОС и установлено, что метаболизм куль-
тивируемых клеток сильно меняется при 
добавлении в питательную среду замените-
ля животной сыворотки. Таким образом, 
учёные пришли к выводу, что для роста и 
метаболизма опухолевых клеток и, соот-
ветственно, достоверности экспериментов с 
культурами клеток необходимо добавление в 

питательную среду животной сыворотки [12].
Как отмечено выше, ГХ в сочетании 

с МС является наиболее «естественной» 
комбинацией для исследования метабо-
ломического профиля биологических об-
разцов. В своей работе G. Martano и соавт. 
стремились оптимизировать метод ГХ-MС 
с предшествующей ТФМЭ для определения 
концентрации летучих продуктов расщепле-
ния β-каротина в клеточной культуре [17]. 
Известно, что β-каротин, предшественник 
витамина А, уменьшает риск сердечно-сосу-
дистых болезней, катаракты и дегенерации 
макулы. Однако было замечено, что при 
ежедневном приеме 20–30 мг β-каротина 
пациентами с большим стажем курения на 
16–28% увеличилась заболеваемость раком 
лёгкого, влекущая за собой повышенный 
риск смертности по сравнению с плацебо-
контролем.

Этот кажущийся парадокс был связан с 
прооксидантными и проканцерогенными 
свойствами продуктов распада β-каротина 
в сочетании с высоким парциальным дав-
лением кислорода, окислительным стрес-
сом и высоким уровнем реактивных форм 
кислорода в ткани лёгкого курильщиков 
[2, 5, 19, 20]. Очевидно, продукты распада 
β-каротина образуются эксцентральным 
(неферментативным) расщеплением в бо-
гатой радикалами окружающей среде лёг-
кого курильщика, и эти продукты распада 
β-каротина могут провоцировать канцероге-
нез разнообразными путями. Набор продук-
тов распада β-каротина содержит β-ионон, 
циклоцитраль, дигидроактинидиолид и 
1,1,6-триметилтетралин. Эти продукты рас-
пада β-каротина являются пусковым меха-
низмом в развитии скрытых опухолей [19, 
21]. Таким образом, представленный метод 
позволил определить биологически значи-
мые летучие продукты распада β-каротина 
в клеточных системах in vitro [17].

В другой работе с целью улучшения по-
нимания процесса посмертного распада 
позвоночных животных S. Paczkowski и 
S. Schutz объединили результаты исследова-
ний биохимической структуры ЛОС, обна-
руженных во время процесса разложения 
[18]. Ими выдвинуто предположение о воз-
можности существования зависимой от вре-
мени структуры ЛОС некротических масс, 
что может быть использовано в таких обла-
стях, как судебная медицина и диетология. 
Поиск жертв стихийных бедствий, напри-
мер погребённых при землетрясениях [32], 
может быть ускорен с помощью методики 
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идентификации ЛОС [31].
В пищевой промышленности примене-

ние детектора для регистрации ранних по-
смертных ЛОС позвоночных может помочь 
в определении степени порчи или оценке 
сроков хранения рыбных и мясных продук-
тов. Rajamaki и соавт. нашли большое коли-
чество диметилдисульфида (образующегося 
из метантиола) в образцах испорченных 
цып лят-бройлеров [24]. Таким образом, ме-
тантиол или связанные метилированные 
сульфиды могут быть маркёрами непра-
вильного хранения мясных продуктов.

Несмотря на всё вышесказанное, в ме-
таболомике существует серьёзная пробле-
ма — все биологические образцы содержат 
многочисленные соединения с различными 
физико-химическими свойствами и в широ-
ком диапазоне концентраций, что делает 
метаболомическое профилирование доста-
точно сложной задачей, требующей улучше-
ния метода с точки зрения чувствительнос-
ти и специфичности.

Полная двухмерная ГХ (ГХ-ГХ) с вре-
мя-пролётной МС — относительно новая 
методика с очень высокой разрешающей 
способностью, которая была опробована в 
метаболомических исследованиях. Исполь-
зуя колонки с двумя разными стационарны-
ми фазами (например, полярная-неполяр-
ная) в одной процедуре, ГХ-ГХ добавляет 
второе хроматографическое разделение ком-
понентов исследуемого образца. При ГХ-ГХ-
анализе пики веществ достаточно разграни-
чены, чтобы следовые компоненты можно 
было легко детектировать и измерять их 
концентрацию.

S.M. Rocha и соавт. применили полную 
ГХ-ГХ с время-пролётной МС в сочетании 
с ТФМЭ образца для всестороннего изу-
чения летучих соединений мочи человека 
[25]. Было идентифицировано около 300 со-
единений, которые были распределены по 
следующим химическим группам: углево-
дороды, амины, амиды, сложные эфиры, 
кетоны, альдегиды, спирты, карбоновые 
кислоты, эфиры, нитрилы, галогениды, 
сульфиды, тиолы, терпеноиды и гетероцик-
лические соединения. Это наиболее полная 
на сегодняшний день информация о соста-
ве человеческой мочи, которая представляет 
собой ценные данные для будущих исследо-
ваний в клинической медицине.

Полная ГХ-ГХ с время-пролётной МС 
образцов мочи была применена K.А. Koure-
menos и соавт. для диагностики врождён-
ных нарушений обмена веществ у детей и 

детального анализа сложных профилей, ко-
торые часто связаны с этими расстройства-
ми [15]. Врождённые нарушения обмена 
веществ можно диагностировать на основе 
обнаружения в моче аномально повышен-
ных органических кислот, связанных с 
соответствующей ферментопатией. Повы-
шенная чувствительность метода ГХ-ГХ 
с время-пролётной МС позволила обнару-
жить следовые уровни многих органичес-
ких кислот, присутствующих в образцах, 
что бывает довольно сложно сделать при 
использовании подхода одномерного разде-
ления ГХ. Метилмалоновая и метиллимон-
ная кислоты служат основными маркёрами 
метилмалоновой ацидемии. В свою очередь 
адипиновая и 3-метил-адипиновая кислоты 
не связанны с метилмалоновой ацидемией, 
но могут отражать вторичное торможение 
других метаболических путей. Гексаноил-
глицин является основным маркёром недо-
статочности среднецепочечной ацил-КoA 
дегидрогеназы. 3-Метил-кротонил-глици-
новая и 3-гидрокси-изовалериановая кисло-
ты — индикаторы недостаточности 3-метил-
кротонил КоА карбоксилазы [15].

Таким образом, на метаболомику воз-
лагаются большие надежды в поиске био-
маркёров заболеваний, таких как злокачес-
твенные новообразования, наследственные 
и инфекционные заболевания.

В заключение отметим, что примене-
ние многих из вышеописанных методов 
по-прежнему в значительной степени огра-
ничивается научно-исследовательской ра-
ботой, но предполагается, что в будущем 
профилирование ЛОС «у постели больного» 
откроет возможность быстрой характерис-
тики заболевания, обеспечивая жизненно 
важной информацией пациентов и меди-
цинских работников [33].
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