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Живой организм представляет собой биохимически уникальную систему, его жизненные функции
могут быть исследованы с помощью аналитических измерений. Характеристические хроматогра-
фические или электрофоретические профили биологически активных веществ уже более 15 лет яв-
ляются объектами активных биомедицинских исследований в связи с возможностью экспрессного
получения диагностически важной информации. В представленном обзоре рассматриваются целе-
вые и нецелевые метаболомные исследования методами хроматографии и капиллярного электро-
фореза.
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Исследования в области метаболомики на-
правлены на выявление изменений эндогенных
метаболитов посредством получения хроматогра-
фических или электрофоретических профилей
биологически активных соединений с последую-
щей хемометрической обработкой результатов
[1–3]. Для мочи по сравнению с другими биоло-
гическими жидкостями характерны легкость про-
боотбора, многообразие метаболитов и способ-
ность отражать дисбалансы биохимических путей
в организме. Мочевая метаболомика стала важ-
ным инструментом идентификации неинвазивных
биомаркеров, которые позволяют обнаруживать
метаболические изменения в ответ на конкретное
заболевание или терапевтическое вмешательство.
Гипотеза о метаболическом профиле как индивиду-
альной характеристике нашла свое подтверждение
в начале 1950-х гг. в работе [4], в которой
методом бумажной хроматографии были получены
различные метаболические профили образцов
мочи здоровых доноров и больных шизофренией.
В 1970-х гг. опубликованы работы по различию
уровней экскреций сахаров [5] и органических
кислот [6], характеристическим профилям образ-
цов крови [7]. Позднее сообщалось [8, 9] о полу-
чении газохроматографических профилей лету-
чих органических соединений (ЛОС) в равновес-
ной паровой фазе образцов мочи и выдыхаемом
воздухе. Характеристические профили биологи-

ческих объектов получали также методами ЯМР
[10] и капиллярного электрофореза (КЭ) [11].

Метаболомика изучает профили низкомоле-
кулярных метаболитов (М ≤ 1.5 кДа) в биологиче-
ском объекте, являющихся промежуточными или
конечными продуктами обмена веществ [12–14].
Сам термин “метаболомика” введен в 1998 г. [15],
и с каждым годом интерес к этой науке непрерыв-
но растет (рис. 1).

Метаболомные исследования активно исполь-
зуют в биомедицине. Наряду с геномикой, про-
теомикой, липидомикой и др., метаболомика
позволяет расширить возможности персонализи-
рованной медицины [16, 17], целью которой явля-
ется прогнозирование индивидуальной воспри-
имчивости к конкретному заболеванию, его про-
теканию и лечению. От особенностей организма
зависит эффективность и безопасность терапев-
тического лечения, поэтому для подбора пра-
вильной дозировки лекарственных средств про-
водят мониторинг действующих веществ и их ме-
таболитов в биологических объектах [18].

Одна из сфер приложения метаболомики –
поиск специфических биомаркеров различных
заболеваний. Наличие или отсутствие конкрет-
ных аналитов, изменение их соотношения позво-
ляют выявить конкретную патологию на ранней
стадии заболевания [19] или диагностировать сте-
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пень его развития [20–22]. Опубликованы обзо-
ры, посвященные поиску биомаркеров по харак-
теристическим профилям биологически актив-
ных веществ в онкологии [23], гастроэнтерологии
[24], нефрологии [25, 26], репродуктологии [27];
при нейродегенеративных [28], аллергических
[29] и ревматических [30] заболеваниях и патоло-
гиях сердечно-сосудистой системы [31], диабете
[32], туберкулезе [33], атеросклерозе [34] и др.

Не менее важным является применение мета-
боломики в нутрициологии (научная дисциплина
по различным аспектам питания) с целью иден-
тификации компонентов пищевых продуктов [35,
36] в биологических объектах, исследования их
физиологической активности [37, 38] и путей ме-
таболизма [39–41], оценки изменений в метабо-
ломе [42–44] и рисков возникновения опреде-
ленных заболеваний [45, 46] при употреблении
конкретных пищевых продуктов. Метаболомика
интенсивно применяется и в токсикологии при
исследовании пагубного влияния тяжелых метал-
лов [47], полициклических ароматических угле-
водородов [48], N-нитрозоаминов [49] и др. на
живые организмы.

Различают целевые [14] и нецелевые [15] мета-
боломные исследования. В целевых исследовани-
ях выявляют конкретные группы эндогенных ме-
таболитов в различных образцах. Так, описано
[50–56] различие в балансе стероидных гормонов
(по сравнению с “нормой”) при синдроме Ицен-
ко−Кушинга, гиперплазии коры надпочечников,
синдроме поликистозных яичников; незамени-
мых аминокислот – при колоректальном раке,
раке легких и молочных желез и др. В нецелевой

метаболомике (или метаболическом профилиро-
вании) получают характеристический профиль с
максимально возможным количеством метабо-
литов и выделяют среди них те, которые домини-
руют в исследуемых физиологических процессах
[57]. Например, установлены различия в уровнях
глутатиона и мочевой кислоты при болезни Пар-
кинсона [58]; нуклеозидов, карнитина, дипепти-
дов при колоректальной опухоли и карциноме
[59]; аминокислот, сахаров, спиртов при болезни
Баттена [60] и др.

Эксперимент в метаболомике (рис. 2) включа-
ет отбор пробы биологического образца и его
пробоподготовку, хроматографический и/или
электрофоретический анализ образцов с получе-
нием характеристических профилей, хемометри-
ческую обработку результатов с последующим
выявлением потенциальных биомаркеров, иденти-
фикацию биомаркеров с помощью баз данных ме-
таболома человека (Human Metabolome Database
[61], METLIN Metabolomics Database [62] и др.) и
анализ метаболического пути конкретного био-
логически активного соединения для уточнения
физиологии заболевания.

Наиболее распространенными биологически-
ми объектами в метаболомике являются плазма
[54, 63–65] и сыворотка [41, 51, 53, 66–68] крови,
моча [43, 69–71], что в существенной степени
объясняется их доступностью и возможностью
получения большого объема информации о со-
стоянии организма. Со стремлением к неинва-
зивным методам диагностики вырос интерес к
анализу и других объектов: выдыхаемому воздуху
[72, 73], слюне [74, 75], поту [76], слезной жидко-

Рис. 1. Число публикаций в Scopus по ключевому слову “metabolomics”.
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сти [77, 78]. Опубликованы работы по метаболом-
ному исследованию спинномозговой жидкости
[79], экстрактов гомогенатов тканей [80, 81].

Стратегия пробоподготовки биологических
объектов в целевом и нецелевом вариантах суще-
ственно различается. В случае целевого метабо-
лического исследования, где известны физико-
химические характеристики аналитов, процедура
подготовки пробы к анализу должна быть селек-
тивной и воспроизводимой, а степень извлечения
аналитов – максимальной. Так, в работе [69]
предложен способ определения саркозина, ала-
нина, лейцина и пролина – биомаркеров рака
простаты в моче – методом дисперсионной жид-
костно–жидкостной микроэкстракции с изобу-
тилхлорформиатом в качестве дериватизирующе-
го агента с последующим хроматографическим
разделением образующихся производных. На-
против, в нецелевом варианте пробоподготовка
должна быть неселективной и обеспечивать
очистку пробы от мешающих компонентов с со-
хранением максимально возможного исходного
состава метаболома, чтобы обнаружить диагно-
стические маркеры [82]. Простым и экспрессным
способом подготовки образцов крови и мочи к
метаболическому профилированию является оса-
ждение белков органическими растворителями
[83–85] или ультрафильтрация [86]. В работе [87]
отмечено, что фосфолипиды и другие эндоген-
ные компоненты могут значительно влиять на
разделение аналитов и подавлять ионизацию при
масс-спектрометрическом детектировании, по-
этому предложено после депротеинизации образ-
ца проводить твердофазную экстракцию, выде-
ляя 3 фракции: фосфолипиды, липиды и поляр-
ные компоненты, в результате чего возможное
число определяемых метаболитов увеличивается
более чем в 2 раза.

На метаболический состав биологических объ-
ектов влияет процедура отбора и хранения. Напри-
мер, метаболиты образцов мочи подвергаются бак-
териальному воздействию [88–90], причем наи-
большее изменение происходит при комнатной

температуре в течение 12 ч [89]. Если необходимо
длительное хранение образцов, рекомендуется тем-
пература ниже –20°С [88]. Эффективно также до-
бавление консервантов для предотвращения роста
бактерий [89] и краткосрочное хранение образцов
при +4°С [89, 90]. На метаболом плазмы крови вли-
яет природа антикоагулянта [90]. В отличие от об-
разцов мочи, хранение плазмы крови при комнат-
ной температуре в течение 16 ч приводит к незна-
чительным потерям в метаболическом профиле
[91]. Как и для других биологических жидкостей,
для длительного хранения образцов плазмы кро-
ви требуются температуры ниже –20°С [92, 93],
при этом на метаболом влияет и количество цик-
лов заморозки–разморозки [92].

Получение характеристических профилей
биологических объектов, содержащих большое
количество метаболитов с различными физико-хи-
мическими свойствами и широким диапазоном
концентраций, представляет собой серьезную ана-
литическую задачу. Традиционными методами для
метаболомных исследований является спектроско-
пия ЯМР [77, 94], масс-спектрометрия (МС) [95,
96]. В качестве гибридных методов анализа отдают
предпочтение газовой (ГХ–МС) [97–100] и жид-
костной (ВЭЖХ–МС) [51, 59, 64, 65, 82, 101] хрома-
то-масс-спектрометрии, а также методу КЭ с МС-
детектированием [66, 67, 75], что обусловлено
возможностью идентификации доминирующих
диагностических маркеров и количественного
определения концентраций метаболитов в пробе.

ПОЛУЧЕНИЕ ХРОМАТОГРАФИЧЕСКИХ 
И ЭЛЕКТРОФОРЕТИЧЕСКИХ ПРОФИЛЕЙ 

БИОЛОГИЧЕСКИХ ОБРАЗЦОВ 
ДЛЯ ДИАГНОСТИКИ РАЗЛИЧНЫХ 

ЗАБОЛЕВАНИЙ

Обращенно-фазовую (ОФ) ВЭЖХ успешно
применяют как в целевом, так и в нецелевом ме-
таболомных исследованиях. Например, для диа-
гностики шизофрении методом ОФ ВЭЖХ–МС
получены характеристические профили 47 сво-

Рис. 2. Схема эксперимента в метаболомике.
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бодных жирных кислот в образцах сыворотки
крови [68]. Известно, что оптические изомеры
эндогенных метаболитов обладают различной
биологической активностью и могут одновремен-
но служить диагностическими маркерами ряда
заболеваний [102]. В работе [103] для обнаруже-
ния методом ОФ ВЭЖХ–МС/МС энантиомеров
карбоновых кислот в слюне разделяли их диасте-
реомерные производные. Найдено, что концен-
трации D-молочной кислоты и соотношение
D,L-стереоизомеров существенно выше в образ-
цах больных сахарным диабетом. В работе [104]
методом двумерной (2D) ВЭЖХ определяли в
плазме крови D-энантиомеры аминокислот в ви-
де флуоресцирующих производных. При этом
аналиты сначала разделяли на обращенно-фазо-
вом сорбенте, а затем на хиральной стационарной
фазе. У пациентов с хронической болезнью почек
обнаружено в плазме крови 16 D-аминокислот.
Установлено, что концентрации D-серина, D-про-
лина и D-аспарагина связаны с функцией почек;
D-аланина и D-пролина – с возрастом; D-аспара-
гиновой кислоты и D-пролина – с наличием сахар-
ного диабета; D-серина и D-аспарагина – с про-
грессированием хронической болезни почек.

Альтернативой ОФ ВЭЖХ для разделения вы-
сокополярных и ионных метаболитов является
гидрофильная хроматография (Hydrophilic Inter-

action Liquid Chromatography, HILIC). В работе
[65] получены метаболические профили образцов
плазмы крови и мочи методом HILIC–MC с це-
лью поиска маркеров хронической болезни почек
на разных стадиях. Метод HILIC используют для
определения эндогенных метаболитов и в сочета-
нии с ОФ ВЭЖХ. Так, в работе [101] методы ОФ
ВЭЖХ–МС и HILIC–МС использовали для вы-
явления биомаркеров рака молочной железы в
слюне. Показано, что одновременная математи-
ческая обработка результатов двух методов позво-
ляет достичь более четкого разделения кластеров
норма/патология (рис. 3).

Этот же подход реализован для метаболиче-
ского профилирования водного (для полярных
компонентов) и органического (для липидов)
экстрактов гомогенатов образцов тканей почек с
целью выявления карциномы почек [105]. В рабо-
те [64] для оптимизации условия получения более
полного метаболического профиля образцов мо-
чи и плазмы крови варьировали 5 типов стацио-
нарных фаз в условиях ОФ ВЭЖХ и HILIC, что
существенно увеличило число обнаруженных ме-
таболитов по сравнению с применением только
ОФ ВЭЖХ.

Режим двумерной ВЭЖХ позволяет одновре-
менно определять эндогенные метаболиты в ши-
роком диапазоне их полярностей. Так, методом

Рис. 3. Графики счетов, полученные методом дискриминантного анализа с регрессией на латентные структуры, образ-
цов слюны здоровых людей (n) и людей с патологией рака молочной желез (j) по характеристическим профилям, по-
лученным методами ОФ ВЭЖХ–МС (а), HILIC–МС (б) и при объединении результатов двух методов (в) [101].

(а) (б)

(в)
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2D-ВЭЖХ–МС/МС с использованием двух раз-
личных ОФ сорбентов идентифицировали 28 мо-
дифицированных нуклеозидов – продуктов мета-
болизма РНК, являющихся диагностических
маркерами рака молочной железы на ранней ста-
дии [106]. Сочетание HILIC и ОФ ВЭЖХ обеспе-
чивает более высокую ортогональность, благода-
ря чему в моче удалось одновременно определить
более 570 полярных и 260 неполярных метаболи-
тов, 11 из которых позволили четко различить об-
разцы с раком легких и без данной патологии
[107]. В [108] предложена схема комплексного
подхода к анализу плазмы крови, включая опре-
деление метаболитов и липидов, путем сочетания
ОФ ВЭЖХ и HILIC. В результате обнаружены
аминокислоты, карнитины, желчные кислоты,
свободные жирные кислоты, фосфолипиды, ли-
зофосфолипиды и сфингомиелины. Общая про-
должительность анализа составило 30 мин.

Газохроматографические метаболомные ис-
следования нередко требуют предварительной
дериватизации компонентов биологического об-
разца с применением реакций ацилирования
[97–99] или силилирования. Разработан [98] ав-
томатизированный способ определения в моче
потенциальных биомаркеров раковых опухолей
(диаминовалериановой и γ-аминомасляной кис-
лот, путресцина, кадаверина, спермина), осно-
ванный на in situ дериватизации этилхлорформи-
атом, выделении производных твердофазной
микроэкстракцией (ТФМЭ) и определении мето-
дом ГХ–МС. Обнаружено значительное различие
в содержаниях путресцина и диаминовалериано-
вой кислоты в образцах мочи здоровых добро-
вольцев и больных с меланомой, раком печени и
легких. Предложен [99] способ определения сте-
роидов и токоферолов в плазме крови и амниоти-
ческой жидкости с помощью реакций трифторал-
килхлорформиатов со вторичными ациклическими
гидроксильными функциональными группами в их
структурах. В работе [97] при исследовании образ-
цов мочи получен профиль метаболитов с амино- и
карбоксильными функциональными группами, в
качестве реагента дериватизации использовали
1,1,1,2,2,3,3-гептафторбутилхлорформиат. Образу-
ющиеся слабополярные производные путем жид-
костно–жидкостной микроэкстракции переводили
в октановую фазу и определяли методом ГХ–МС.
В нецелевой метаболомике чаще используют ре-
акцию силилирования N,O-бис(триметилси-
лил)трифторацетамидом или его N-метилпроиз-
водным [100, 109]. Отмечено [97], что данная ре-
акция эффективнее для определения методом
ГХ–МС О-силилированных производных, что
позволяет получать метаболические профили
биологических объектов практически без потерь
компонентов. Например, данный подход приме-
нен [110] к ГХ–МС-профилированию сыворотки
крови с целью выявления видов рака желудочно-

кишечного тракта. Обнаружены такие доминирую-
щие диагностические маркеры, как малоновая кис-
лота и L-серин в случае рака пищевода, 3-гидрокси-
припионовая и пировиноградная кислоты – рака
желудка и L-аланин и L-глутамин – колоректаль-
ного рака. Предложена [111] автоматизированная
процедура силилирования метаболитов плазмы
крови для метаболического профилирования ме-
тодом ГХ–МС, что привело к значительному со-
кращению продолжительности анализа и лучшей
воспроизводимости результатов.

Метод ГХ–МС востребован при определении
ЛОС. Так, анализ выдыхаемого воздуха с предва-
рительным концентрированием ЛОС сорбцион-
ными трубками [112, 113] или ТФМЭ [114] позво-
ляет проводить неинвазивную диагностику различ-
ных патологий. По компонентам, обнаруженным в
выдыхаемом воздухе, оказалось возможным отли-
чить пациентов с раком легких от здоровых доно-
ров и больных с другими патологиями легких,
включая астму и хроническое обструктивное забо-
левание легких [114]. Обнаружены такие диагности-
ческие маркеры, как диметилсульфид, 1,4-пентади-
ен, этилацетат, метилциклопентан, 2-пропанол,
изобутан и 2,4-диметилгептан, по которым можно
выделить группы норма/патология. Получены ха-
рактеристические профили альдегидов в выдыха-
емом воздухе для диагностики рака легких [115];
чувствительность и специфичность этого метода
сопоставимы с данными компьютерной томогра-
фии. В работе [116] в качестве биомаркеров рака
легких предложены 23 ЛОС и разработана диа-
гностическая модель, способная отличить боль-
ного или здорового человека с высокими показа-
телями чувствительности (96%) и специфичности
(97%).

Летучие органические соединения над кон-
денсированной фазой мочи также являются важ-
нейшими специфическими биомаркерами. Для
диагностики рака простаты ЛОС над образцами
мочи извлекали ТФМЭ и определяли методом
ГХ–МС [70]. Выявлены 4 биомаркера: 2,6-диме-
тил-7-октен-2-ол, пентаналь, 3-октанон и 2-ок-
танон; точность диагностического критерия соста-
вила 63–64%. При совместном учете указанных че-
тырех биомаркеров и простат-специфического
антигена точность повышена до 74%. Выявленные
при парофазном анализе ЛОС мочи позволили
идентифицировать образцы больных с карциномой
почек [117]. Отмечено, что значение pH биологи-
ческой жидкости сильно влияет на эффектив-
ность ТФМЭ, более представительные метаболи-
ческие профили получены в кислой среде. В ра-
боте [118] диагностировали туберкулез легких по
характеристическим газохроматографическим
профилям ЛОС с предварительной ТФМЭ над
образцами мочи (рис. 4). Авторы обнаружили
значительное увеличение содержания о-ксилола,
изопропилацетата и снижение уровней пентано-
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ла-3, диметилстирола и цимола для образцов мо-
чи туберкулезных больных по сравнению со здо-
ровыми донорами. Важно отметить, что по этим
диагностическим маркерам возможно также от-
личить туберкулез легких от хронического об-
структивного заболевания и рака легких.

Электрофоретические профили биологически
активных веществ широко используют в метабо-
ломике, особенно для определения полярных мета-
болитов биологических объектов (сахаров, амино-
кислот, фосфорилированных метаболитов, нуклео-
тидов, нуклеозидов и др.). Сравнительный анализ
показал [119], что метод КЭ–МС эффективно до-
полняет другие аналитические платформы при
обнаружении полярных и ионогенных метаболи-
тов, которые не могут быть детектированы с по-
мощью методов ГХ–МС, ВЭЖХ–МС, ЯМР или
прямой МС.

В большинстве публикаций, касающихся по-
иска диагностических маркеров различных пато-
логий методом КЭ–МС, используют сочетания
капиллярного зонного электрофореза при низ-
ком и высоком pH фонового электролита для ис-
следования положительно и отрицательно заря-
женных метаболитов. Так, данный подход реали-
зован при метаболическом профилировании
сыворотки крови для выявления заболеваний пе-
чени [66]. Обнаружены три метаболита (трипто-
фан, глутамин, 2-гидроксимасляная кислота), по
которым можно отличить здорового от больного
гепатоцеллюлярной карциномой или циррозом.
Получены [81] электрофоретические профили

аминокислот в образцах экстрактов гомогенатов
тканей с колоректальной карциномой и адено-
мой. Установлено, что данные патологии можно
различить по содержанию метионина, тирозина,
валина и изолейцина. Проведено метаболомное
исследование образцов сыворотки крови и слю-
ны с целью поиска диагностических маркеров
лобно-височной деменции, болезни Альцгеймера
и деменции с тельцами Леви [67]. Уровни 6 мета-
болитов в сыворотке крови (β-аланин, креатинин,
гидроксипролин, глутамин, изоцитрат и цитидин) и
2 в слюне (аргинин и тирозин) значительно разли-
чались у здоровых и больных данными нейродеге-
неративными заболеваниями. Методом многомер-
ного анализа показано, что сыворотка крови явля-
ется более представительным биологическим
объектом, чем слюна для диагностики данных пато-
логий. Осуществлен поиск специфичных биомар-
керов сыворотки крови для отличия больных грип-
пом и больных энцефалопатией, провоцированной
гриппом [120]. В течение острой фазы заболева-
ния энцефалопатией уровни трех метаболитов
(янтарная кислота, ундекановая кислота и кину-
ренин) оказались значительно выше, а двух дру-
гих метаболитов (декановая кислота и цистин) –
ниже по сравнению с группой больных гриппом.
В работе [75] в электрофоретических профилях
образцов слюны больных раком полости рта, гру-
ди и поджелудочной железы обнаружено 57 мета-
болитов, по которым можно надежно отличить
каждое из этих заболеваний от образцов здоровых
добровольцев.

Рис. 4. Хроматографические профили летучих компонентов равновесной паровой фазы образцов мочи здоровых до-
норов (а) и больных туберкулезом (б) и график счетов (метод дискриминантного анализа с регрессией на латентные
структуры) характеристических профилей образцов мочи здоровых людей с отрицательной (d) и положительной (m)
туберкулиновой пробой и больных туберкулезом (j) (в) [117].
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* * *
Таким образом, несмотря на значительный

прогресс, достигнутый в клинической диагности-
ке, интенсивный поиск дополнительных биомарке-
ров различных заболеваний по-прежнему остается
крайне актуальным. Одновременное определение
сотен эндогенных метаболитов представляет собой
серьезную проблему. Ценным инструментом для
обнаружения биомаркеров как на ранних стадиях
заболевания, так и на более поздних являются це-
левая и нецелевая метаболомика. Целевой анализ
наиболее часто проводят методом ВЭЖХ–МС с
использованием режима “мониторинга заданных
реакций”. Однако применение этой стратегии
ограничено относительно низким содержанием
метаболитов. Разработаны новые подходы для
расширения возможностей целевого исследова-
ния метаболитов на основе таких технологий, как
мониторинг параллельных реакций, обеспечива-
ющий высокую чувствительность и избиратель-
ность при определении десятков и сотен аналитов в
сложных матрицах [121–123]. Метаболическое про-
филирование (нецелевая метаболомика) обеспечи-
вает получение характеристических профилей с
определением доминирующих в исследуемых фи-
зиологических процессах биомаркеров.
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