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Конденсату выдыхаемого воздуха (КВВ) как объекту анализа в метаболомных исследованиях по-
прежнему уделяется внимание аналитиков. Конденсат выдыхаемого воздуха – это образец, состав
которого отражает особенности биохимических процессов в организме, является относительно чи-
стой, по сравнению с кровью, матрицей, в отличие от выдыхаемого воздуха содержит больше поляр-
ных компонентов (в том числе нелетучих). Кроме того, пробоотбор КВВ является неинвазивным.
Методом газовой хроматографии-масс-спектрометрии с электронной ионизацией изучены продук-
ты силилирования лиофилизатов образцов КВВ здоровых волонтеров и больных бронхиальной аст-
мой (БА), хронической обструктивной болезнью легких (ХОБЛ). На хроматограммах по полному
ионному току, соответствующих образцам больных БА и ХОБЛ, зарегистрированы силильные про-
изводные моно-D-фруктозы и дисахаридов. Выдвинуто предположение о том, что D-фруктоза мо-
жет быть маркером особенностей биохимических процессов, происходящих в организме пациентов
с диагнозами БА и ХОБЛ.
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Современные исследования в области метабо-
ломного анализа образцов конденсата выдыхае-
мого воздуха (КВВ) при респираторных заболева-
ниях направлены [1] на оценку профилей био-
маркеров и создание “отпечатков пальцев”
заболевания; на идентификацию специфических
метаболитов, характеризующих заболевание; на
распознавание конкретных заболеваний и их фе-
нотипирование; на выявление возможных мета-
болических путей, в том числе с помощью специ-
ального программного обеспечения (например,
MetaboAnalyst 3.0 [2]).

При сравнении групп здоровых добровольцев
и пациентов с хронической обструктивной болез-
нью легких (ХОБЛ) и бронхиальной астмой (БА)
часто используют метод ЯМР и различные вари-
анты сочетания хроматографии и масс-спектро-

метрии, в том числе газовой хроматографии-
масс-спектрометрии [3].

В метаболомике на основе масс-спектромет-
рии развиваются нецелевой и целевой анализы. В
случае нецелевого анализа исследователи пыта-
ются оценить весь молекулярный (компонент-
ный) состав образцов, чтобы охватить макси-
мальное количество веществ, потенциально отве-
чающих за особенности физиологических и
патологических биохимических процессов. Целе-
вой анализ направлен на обнаружение и опреде-
ление конкретных метаболитов/классов метабо-
литов, теоретически (или доказанно) связанных с
биологическими механизмами, ответственными
за патологию. При этом часто теряется информа-
ция о новых (или не рассматриваемых в данном
анализе) биомаркерах заболеваний [4]. Это осо-
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бенно заметно, если анализ не ретроспективен,
например, нет данных, собранных в режиме ска-
нирования полного ионного тока в правильно
выбранном диапазоне а.е.м..

Метод газовой хроматографии-масс-спектро-
метрии (ГХ-МС) обоснованно используют при
задачах обнаружения низкомолекулярных орга-
нических соединений, как летучих, так и нелету-
чих (после предварительной дериватизации [5]),
причем на уровне следов. В обзоре [5] обращено
внимание на обнаружение в образцах КВВ при
ХОБЛ и БА низкомолекулярных органических
соединений.

В образцах КВВ здоровых добровольцев с при-
менением в качестве способа пробоподготовки
твердофазной микроэкстракции (и из паровой
фазы над образцом, и непосредственно из жид-
кой фазы КВВ) обнаружили нормальные и раз-
ветвленные углеводороды, спирты, кетоны, аль-
дегиды, карбоновые кислоты [6].

В конденсате выдыхаемого воздуха при астме,
по сравнению с образцами здоровых волонтеров,
наблюдают повышенные содержания маркера
окислительного стресса 8-изопростана, стабиль-
ного продукта пероксидного окисления липидов.
Определяли производные 8-изопростана мето-
дом ГХ-МС с химической ионизацией и реги-
страцией отрицательных ионов [7].

Другими маркерами окислительного стресса
при астме, определяемыми в КВВ, являются ма-
лоновый диальдегид, 4-гидроксигексеналь, 4-
гидроксиноненаль и насыщенные альдегиды
(гексаналь, гептаналь и нонаналь) [8]. Эти же
маркеры, за исключением 4-гидроксигексаналя,
4-гидроксиноненаля, определяли при ХОБЛ [9].
Медиатр воспалительного процесса – лейкотри-
ен В4 – определяют в КВВ как больных БА, так и
ХОБЛ [10]. К маркерам окислительного стресса
относят также тирозин и нитротирозин [11]. Уро-
вень карбоксиметиллизина в КВВ больных БА
значительно ниже, чем в образцах КВВ здоровых
добровольцев [12].

Жидкостно-жидкостная экстракция среднеле-
тучих органических веществ (из образцов КВВ
здоровых волонтеров, больных ХОБЛ и БА) с по-
следующим вводом больших по объему проб в
ГХ-МС позволила обнаружить ряд жирных кис-
лот, спирты, альдегиды, в том числе с подтвер-
ждением по образцам сравнения [13].

С применением в качестве способа пробопод-
готовки лиофилизации методом ВЭЖХ опреде-
ляли аденозин в образцах КВВ больных астмой
[14]. Определение концентрации аденозина в об-
разцах КВВ больных ХОБЛ и БА позволило оце-
нить активность воспалительного процесса в
бронхолегочной системе и эффективность тера-
пии у пациентов [15].

При мониторинге общего воспаления или вос-
паления дыхательных путей при респираторных
заболеваниях в образцах КВВ астматиков фикси-
руют повышение в разы (по сравнению с образца-
ми здоровых людей) концентрации 3-нитротиро-
зина. Производные аналита определяют методом
ГХ-МС [16].

Из моносахаридов, изменение содержания ко-
торых в биологических жидкостях фиксируется
при ХОБЛ и БА, можно отметить сиаловые кис-
лоты. Повышение суммарного содержания сиа-
ловых кислот в сыворотке крови пациента с
ХОБЛ отражает наличие воспалительных процес-
сов при данном заболевании [17, 18]. Литератур-
ные данные, отражающие информацию о содер-
жании этих кислот в КВВ при ХОБЛ и БА, не об-
наружены.

Средняя концентрация глюкозы в жидкости,
выстилающей дыхательные пути здорового чело-
века, составляет 0.4 мМ. Это примерно в 12 раз
ниже, чем средняя концентрация глюкозы в его
крови (4.8 мM) [19]. Из-за высокого градиента
концентрации между кровью и жидкостью дыха-
тельных путей предполагают, что перенос глюко-
зы между этими биологическими жидкостями и
установление соответствующего равновесия про-
исходит быстро, что может быть использовано
для неинвазивного определения уровня глюкозы,
в частности, при анализе конденсата выдыхаемо-
го воздуха [20].

Нарушения метаболизма глюкозы чаще встре-
чаются у пациентов с ХОБЛ, чем у людей, не стра-
дающих этим заболеванием [21, 22]. У обследо-
ванных пациентов с обострением ХОБЛ повы-
шенные уровни глюкозы в крови связывали
именно с этим диагнозом [23].

В исследованиях, посвященных анализу не
КВВ, а образцов других биологических жидко-
стей дыхательных путей (назальный смыв, мок-
рота, раствор бронхоальвеолярного лаважа) у па-
циентов с ХОБЛ, концентрация глюкозы была
повышена по сравнению со здоровыми добро-
вольцами [19].

При анализе КВВ, отобранного при других за-
болеваниях (диабет, муковисцидоз), зафиксиро-
вано повышение содержания глюкозы [19], при
этом публикации, в которых отражены исследо-
вания содержания глюкозы в КВВ больных ХОБЛ
и БА, отсутствуют.

Цель данной работы − исследование раство-
ров силильных производных компонентов высу-
шенных образцов КВВ больных БА, ХОБЛ и здо-
ровых добровольцев методом газовой хромато-
графии-масс-спектрометрии для обнаружения
потенциальных низкомолекулярных биомарке-
ров заболевания.
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Образцы КВВ для исследования отбирали с
помощью установки ECoScreen (Jaeger, Würzburg,
Германия). Благодаря системе клапанов на пути
движения вдыхаемого воздуха из окружающей
среды и выдыхаемого воздуха в охлаждающее
устройство эти потоки не смешивались, и образу-
ющаяся слюна не попадала в КВВ. Пациент, си-
дя, вдыхал и выдыхал воздух через рот при спо-
койном дыхании (для исключения прохождения
воздуха через носовую полость использовали но-
совой зажим).

В группу здоровых отбирали добровольцев с
нормальными показаниями функции легких, у
которых в анамнезе отсутствовали указания на
атопию, хронические заболевания легких, других
органов и систем, а также острые респираторные
симптомы в течении последних двух месяцев. В
группу пациентов с ХОБЛ входили больные с ра-
нее подтвержденным диагнозом ХОБЛ 2 и 3 сте-
пени [24], в группу пациентов с бронхиальной
астмой входили больные с ранее подтвержден-
ным диагнозом БА в соответствии с рекоменда-
циями GINA [24]. Больные, принимающие си-
стемные глюкокортикостероиды, страдающие
другими болезнями легких, онкологическими за-
болеваниями, имеющие тяжелую сопутствую-
щую патологию сердечно-сосудистой системы,
органов пищеварения, мочеполовой и нервной
системы, сахарный диабет, злоупотребляющие
алкоголем и наркотиками в анамнезе в исследо-
вание не включали.

Пробоотбор осуществляли в течение 10 мин.
Было отобрано 5 образцов КВВ больных БА,
13 образцов КВВ больных ХОБЛ, 2 образца КВВ
спортсменов после нагрузки, 5 образцов КВВ
здоровых добровольцев (по одному образцу у
каждого человека). Собранные образцы КВВ пе-
реливали в стеклянные виалы объемом 1.5 мл или
полипропиленовые пробирки. Далее образцы за-
мораживали для хранения при –20°С. Аликвоты
размороженных образцов (образцы не перезамо-
раживали) объемом 0.5–1.0 мл лиофилизировали.
К высушенному остатку добавляли 50 мкл N,O-
бис(триметилсилил)трифторацетамида (БСТФА),
виалы с полученными растворами выдерживали
при 60°С в течение 30 мин в термостате. Растворы
остужали до комнатной температуры и пробу
объемом 1 мкл вводили в инжектор газового хро-
матографа Thermo Scientific Finnigan TRACE GC
Ultra (Италия), соединенного с масс-спектромет-
ром Trace DCQ MS, в режиме с делением/без де-
ления потока. Температура инжектора составляла
250°С. Диапазон времени от момента ввода про-
бы до открытия клапана делителя потока 30 с. Ве-
щества разделяли в кварцевой капиллярной ко-

лонке Restek Rtx-5MS. Длина колонки – 15 м,
внутренний диаметр – 0.25 мм. Толщина непо-
движной фазы – 0.25 мкм. Поток гелия через ко-
лонку 1 см3/мин. Сконцентрированные на входе
в аналитическую колонку компоненты разделяли
в условиях программирования температуры тер-
мостата, их масс-спектры электронной иониза-
ции с энергией 70 еВ регистрировали в режиме
полного ионного тока. Термостат колонок нагре-
вали по следующей программе: изотерма 50°С в
течение 5 мин, далее нагрев со скоростью
10°С/мин до 250°С и выдерживание при этой тем-
пературе в течение 10 мин. Температура обогрева-
емого интерфейса между газовым хроматографом
и масс-спектрометром 250°С. Диапазон сканиро-
вания выбрали от 50 до 700 а.е.м.. Полученные
хроматограммы сравнивали между собой. Масс-
спектры обнаруженных компонентов сравнивали
с библиотечными (NIST).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В данном исследовании предполагали обнару-
жить неизвестные низкомолекулярные органиче-
ские вещества – потенциальные маркеры БА и
ХОБЛ методом ГХ-МС. Необходимо было вы-
брать способ пробоподготовки, обеспечивающий
возможность обнаружения среднелетучих орга-
нических веществ и термостабильных продуктов
дериватизации нелетучих низкомолекулярных
органических веществ в одинаковых условиях
хроматографического разделения на следовом
уровне. Лиофилизация образцов с последующим
силилированием позволяет решить такую задачу.

Примеры хроматограмм, соответствующих об-
разцам КВВ здорового добровольца, больного
БА, больного ХОБЛ, спортсмена после нагрузки
представлены на рис. 1–4 соответственно. Срав-
нение полученных хроматограмм выявило замет-
ные различия между образцами. На хроматограм-
мах по полному ионному току всех образцов КВВ
больных БА и ХОБЛ обнаружены две группы хро-
матографических пиков в диапазонах времен
удерживания 12.0–12.2 мин и 15.2–16.0 мин. На
хроматограммах спортсменов обнаружены пики
только в диапазоне 15.2–16.0 мин. На хромато-
граммах образцов КВВ здоровых добровольцев
пиков в этих диапазонах времен удерживания не
обнаружено (или они ниже пределов обнаруже-
ния). Сравнив масс-спектры, соответствующие
хроматографическим пикам в диапазоне времен
удерживание 15.2–16.0 мин, с библиотечными и
обратив внимание на характеристичные значения
m/z в этих спектрах, можно с высокой долей веро-
ятности считать, что речь идет о смеси силильных
производных дисахаридов (в том числе, возмож-
но, и сахарозы). На данном этапе исследования
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Рис. 1. Хроматограмма продуктов силилирования высушенного образца конденсата выдыхаемого воздуха здорового
добровольца.
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мы не уделили большего внимания этой группе
соединений, хотя эти вещества, безусловно,
представляют интерес для выяснения особенно-
стей метаболизма у рассмотренных групп людей.
Особое внимание привлекли хроматографиче-
ские пики с временами удерживания 12.03 и
12.07 мин, зарегистрированные только на хрома-
тограммах силильных производных высушенных
образцов КВВ больных астмой и ХОБЛ в диапа-
зоне времен удерживания 12.0–12.2 мин. Сравне-
ние соответствующих масс-спектров со спектра-
ми библиотеки NIST, соотношение характери-
стичных ионов в масс-спектрах позволило
выдвинуть предположение, что эти хроматографи-
ческие пики соответствуют силильным производ-
ным фуранозной и пиранозной форм D-фруктозы.
На рис. 5 представлен масс-спектр электронной
ионизации, соответствующий хроматографическо-
му пику со временем удерживания 12.07 мин (масс-
спектры обоих хроматографических пиков очень
похожи), на схеме 1 – структурная формула веще-
ства (силилового эфира D-фруктозы) из масс-спек-
тральной базы данных. Библиотечные масс-спек-
тры силильных производных глюкозы заметно от-
личаются от масс-спектров зарегистрированного
соединения. Хроматографические пики произ-
водных глюкозы не были зарегистрированы.

Схема 1. Структурная формула вещества из базы дан-
ных масс-спектров NIST, масс-спектр которого с вы-
сокой степенью сходимости совпал с масс-спектрами 
веществ с временами удерживания 12.03 и 12.07 мин 

(D-fructose, 1,3,4,5,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)-
C21H52O6Si5, MW 540, CAS#19126-98-8).

Далее провели поиск литературы по списку
ключевых слов, включающих “exhaled breath con-
densate”, “fructose”, “COPD/astma”. Не удалось
обнаружить публикации, в которых фруктозу как
продукт метаболических процессов в организме
человека идентифицировали бы в КВВ при ХОБЛ
или БА. Однако выявили две публикации, в кото-
рых фруктоза в той или иной форме фигурирует в
роли биомаркера ХОБЛ [25, 26]. Авторы работы
[25] сравнили составы образцов плазмы крови
двух групп пациентов с диагнозом ХОБЛ (выжив-
ших и умерших в течение двух лет после исследо-
вания). Оказалось, что в ограниченный круг ком-
понентов, внесших наибольший вклад в различие
таких групп образцов, входит фруктоза (замет-

Si
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O
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O
Si

OO
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Рис. 2. Хроматограмма продуктов силилирования высушенного образца конденсата выдыхаемого воздуха пациента
с диагнозом бронхиальная астма.
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Рис. 3. Хроматограмма продуктов силилирования высушенного образца конденсата выдыхаемого воздуха пациента
с диагнозом хроническая обструктивная болезнью легких (ХОБЛ).
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ный рост содержания этого вещества в образцах
плазмы крови умерших пациентов). В этот же
круг веществ вошел и лактат, являющийся из-
вестным маркером ХОБЛ [27].

При выяснении влияния нарушения мышеч-
ного метаболизма на переносимость физических
нагрузок при ХОБЛ сравнили содержания ве-
ществ в образцах ткани (латеральной широкой
мышцы бедра) пациентов с ХОБЛ и здоровых во-
лонтеров того же возраста (отобраны биопсией),
расходующихся и образующихся при гликолизе
[26]. Анализ экстрактов из образцов ткани мето-
дом ВЭЖХ показал, что индуцированное физиче-
ской нагрузкой образование конечных продуктов
гликолиза, таких как лактат и пируват, и проме-
жуточных продуктов гликолиза, таких как глюко-
зо-6-фосфат, глюкозо-1-фосфат и фруктозо-6-
фосфат, а также потребление гликогена выше у
пациентов с ХОБЛ. Вероятно, что такое наруше-
ние мышечного метаболизма при нагрузке у
больных ХОБЛ (выраженное в том числе повы-
шенным содержанием фруктозо-6-фосфата в
мышцах) взаимосвязано с появлением фруктозы
в КВВ, обнаруженным в нашем исследовании.

В результате проведенного нами исследования
в образцах КВВ пациентов с диагнозами БА и
ХОБЛ обнаружены вещества (фруктоза, дисаха-
риды), которые отсутствуют в образцах здоровых
добровольцев. Данные о наличии таких веществ в
КВВ больных БА и ХОБЛ не представлены в ли-

тературе. Выбранные условия пробоподготовки
(лиофилизация и силилирование) и анализа поз-
волили зарегистрировать производные этих по-
тенциальных маркеров заболеваний на хромато-
граммах по полному ионному току. Это, в свою
очередь, позволило провести качественное срав-
нение (в масс-спектрах веществ видны все или
большинство фрагментных ионов) с библиотеч-
ными данными (NIST).

Важно отметить, что потенциальные маркеры
обнаружены в каждом из 18 образцов больных
(5 пациентов с БА, 13 пациентов с ХОБЛ).

Далеко не всегда удается выделить новое веще-
ство, характеризующее особенности биохимиче-
ских процессов при заболевании и отсутствую-
щее в образцах здоровых добровольцев. Часто со-
держание вещества-маркера в биологической
жидкости больного только повышено/понижено
по сравнению с образцом здорового добровольца.
Обычно для выявления потенциальных биомар-
керов заболевания приходится сравнивать боль-
шое количество (часто более 50 на каждую груп-
пу) образцов биологических жидкостей здоровых
и больных пациентов с последующей математи-
ческой обработкой полученных данных с введе-
нием различных поправок на матричный эффект,
на различие концентраций одних и тех же анали-
тов у разных людей, связанное с естественным
разбавлением исследуемых биологических жид-
костей. В результате нашего исследования на за-

Рис. 4. Хроматограмма продуктов силилирования высушенного образца конденсата выдыхаемого воздуха спортсмена
(образец отобран после физической нагрузки).
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метно отличающемся от предела обнаружения
уровне зарегистрированы аналитические сигна-
лы новых потенциальных биомаркеров во всех
исследованных образцах пациентов, отсутствую-
щие в образцах здоровых добровольцев. Когда
удастся выяснить механизм появления фруктозы
в образцах КВВ при БА и ХОБЛ и взаимосвязь с
содержанием дисахаридов, потребуется оптими-
зация условий количественного анализа, выясне-
ние варьирования концентрации фруктозы внут-
ри выборок образцов пациентов и между ними.
Для этой цели имеет смысл применять более до-
ступные по части аппаратурного оформления ме-
тоды анализа, чем ГХ-МС. Кроме того, использу-
емый в данной работе способ пробоподготовки
хорошо подходит для нецелевого скрининга низ-
комолекулярных органических веществ, но для
количественного определения сахаров у него есть
ограничения. Одному исходному аналиту соот-
ветствует ряд образующихся силильных произ-
водных (это особенно заметно для дисахаридов).
Соотношение этих пиков может меняться в зави-
симости от количества исходного вещества, что
может отрицательно сказаться на результатах ко-
личественного анализа.

* * *

В лиофилизатах образцов КВВ больных ХОБЛ и
БА после силилирования обнаружены силильные
производные моно- и дисахаридов, отсутствующие
в образцах КВВ здоровых добровольцев. Моносаха-
ридом с высокой долей вероятности является D-
фруктоза. Представляет интерес дальнейшее иссле-

дование образцов КВВ пациентов с указанными ди-
агнозами на содержание моно- и дисахаридов, ре-
зультаты которого могут помочь при выявлении вза-
имосвязи содержания обнаруженных веществ в
образцах КВВ с особенностями биохимических
процессов в организме человека, а также при диа-
гностике протекания болезни.

Работа выполнена при финансовой поддержке
РФФИ в соответствии с исследовательским про-
ектом № 20-03-00894.
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