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Пол индивидов, определяемый по человеческим останкам – это наиболее востребованная информация при
антропологических, археологических и судебно�медицинских исследованиях. При плохой сохранности
скелетов взрослых, а также на детских останках определение пола по морфологическим критериям имеет
ряд существенных ограничений, поэтому для успешной реализации этой задачи проводятся регулярные по�
пытки привлечения альтернативных методов анализа. В качестве одного из таких методов может быть ис�
пользован хромато�масс�спектрометрический анализ пептидов зубной эмали. В ходе оптимизации экспе�
римента было показано, что кислотное травление участка зубной эмали в течение 10 мин с последующим
обессоливанием продуктов травления на SDB�RPS StageTips микроколонках и анализа 1/3 части обессолен�
ного образца методом хромато�масс�спектрометрии позволяет надежно определять пол ископаемых остан�
ков в широком диапазоне их археологического и биологического возраста, не подвергая существенному
разрушению анализируемый образец. Увеличение длительности травления зубной эмали позволяет в 2–3
раза увеличить общее количество идентифицируемых в образце пептидов и, что самое важное, количество
выявляемых специфических фрагментов Y изоформы амелогенина в образцах мужских зубов, что позволя�
ет надежно определять пол ископаемых останков. Предложенный метод анализа был апробирован на 8 об�
разцах постоянных зубов и 15 образцах зубов молочной генерации различного археологического возраста и
разной степени сохранности. Были выявлены две специфичные для Y изоформы амелогенина пептидные
последовательности, одна из которых (SM(+15.99)IRPPYS) обнаружена во всех без исключения образцах
мужского пола, а вторая (IRPPYSS(+79.97)), содержащая фосфорилированный остаток Ser66, встречается
только в эмали молочных зубов. Можно предположить, что фосфорилирование этого остатка Ser имеет
функциональное значение при формировании эмали именно в зубах молочной генерации.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: зубная эмаль, идентификация пола, амелогенины, пептиды, хромато�масс�спектро�
метрия.
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ВВЕДЕНИЕ

Данные по идентификации пола по остан�
кам человека наиболее востребованы в антропо�
логических, археологических и судебно�меди�
цинских исследованиях. В судебной медици�
не – это один из ключевых признаков для иден�
тификации личности. В археологии и палеоан�
тропологии анализ пола важен для реконструк�

ции социальной и биологической структуры
группы, образа жизни с выявлением гендерных
особенностей, моделирования демографичес�
ких и ростовых процессов в прошлом с учетом
полового диморфизма.

Определение пола человеческих останков
возможно по морфологическим критериям, ког�
да используются измерительные и описатель�
ные признаки. В результате разработан обще�
принятый стандарт, который в большинстве
случаев (до 95%) дает успешное определение по�
ла по костным останкам взрослых индивиду�
умов [1–3]. Однако определение пола у ископа�
емых останков неполовозрелых индивидуумов,

* Приложение к статье на английском языке опубликовано
на сайте журнала «Biochemistry» (Moscow) и на сайте изда�
тельства Springer (https://link.springer.com/journal/10541),
том 85, вып. 5, 2020.
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равно как и анализ фрагментарных останков
взрослых методами морфологии, имеет ряд су�
щественных ограничений, что на порядок сни�
жает востребованность этого источника в науч�
ных исследованиях. Для успешной идентифика�
ции пола на ископаемых останках такого рода
проводятся регулярные попытки привлечения
дополнительных морфологических или молеку�
лярных методов, например, анализ ДНК [4–8].
В большинстве случаев дополнительные морфо�
логические критерии работают с разной долей
успешной идентификации. Так, например, ис�
следование полового диморфизма тазовой кости
неполовозрелых индивидуумов по метрическим
признакам, проведенное на паспортизованных
коллекциях, показало, что и логистическая рег�
рессия, и анализ дискриминантной функции да�
ют низкие прогностические оценки, самые вы�
сокие из которых (0,68) недостаточны для пос�
ледовательного прогнозирования пола. Анализ
описательных морфологических признаков та�
зовой кости также показал, что они не могут
быть использованы для надежного определения
пола [9]. Исследования метрических признаков
зубов дают более ясную картину идентификации
пола. По размерам постоянных клыков досто�
верность определения пола в некоторых группах
достигает 76,5–100% точности, однако в других
группах этот признак работает не так успешно
[10, 11]. Молекулярные методы и, в частности,
анализ ДНК ископаемых индивидуумов иденти�
фицирует пол с высокой долей достоверности.
Этот метод, как правило, используют в судебно�
медицинской экспертизе и при анализе уни�
кальных ископаемых останков. Однако для ана�
лиза многочисленных палеоантропологических
серий этот метод не применяется. Обратим вни�
мание, что успешное выделение ДНК возможно
только из образцов с хорошей сохранностью ор�
ганики, что редко встречается на фрагментар�
ных останках, и тем самым значительно ограни�
чивает использование этого метода.

В качестве альтернативного метода с высо�
кой долей успешной идентификации пола на
многочисленной выборке может быть использо�
ван пептидомный анализ эмали зубов ископае�
мых останков. Эмаль зубов представляет собой
нанокомпозитную биокерамику, защищающую
зубы от внешних физических и химических по�
вреждений. Являясь наиболее твердой, плотной
и кальцифицированной тканью млекопитаю�
щих, она позволяет сохранять содержащиеся в
ней вещества под действием времени и окружа�
ющей среды в течение многих десятков тысяч
лет. Созревание зубной эмали происходит при
участии ряда белков, секретируемых специали�
зированными клетками – амелобластами. Ос�

новными из них являются гетерогенные по
структуре амелогенины (AMELX и AMELY),
амелобластин (AMBN), энамелин (ENAM),
матриксная металлопротеиназа 20 (MMP20) и
каллекреин 4 (KLK4). Амелогенины являются
мажорными структурными белками органичес�
кой матрицы зубной эмали, составляющими
>90% ее белковой материи. У человека гены
амелогенинов локализованы как на X� (ген
AMELX), так и на Y�хромосоме (AMELY), при�
чем структуры белков, кодируемые этими гена�
ми диморфны, т.е. имеют отличия в аминокис�
лотных последовательностях, которые позволя�
ют отличить эти белки друг от друга. Оба гена
экспрессируют свои продукты, т.е. в состав зуб�
ной эмали женщин входит продукт экспрессии
гена AMELX, а у мужчин – продукты экспрессии
генов AMELX и AMELY, при этом уровень
экспрессии гена AMELY составляет ∼10% от
уровня экспрессии AMELX [12]. При созревании
зубной эмали, одновременно с завершением ее
минерализации, происходит массовая протео�
литическая деградация белков ее органической
матрицы, в результате которой в состав зубной
эмали вышеперечисленные белки входят уже в
виде пептидных фрагментов. Целью настоящей
работы являлась оптимизация условий выделе�
ния и идентификации пептидов из зубной эма�
ли человека с использованием хромато�масс�
спектрометрии с учетом археологической древ�
ности, тафономической сохранности эмали зуба
и принадлежности зубов разным биологичес�
ким генерациям (молочной и постоянной).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Образцы зубов. Образцы для исследования
были получены из нескольких антропологичес�
ких коллекций, большая часть которых хранит�
ся в фондах НИИ и Музея антропологии МГУ.
Они различаются археологической древностью
и тафономической сохранностью (табл. 1).

1) Один образец (16) из могильника камен�
ного века Минино I – самый древний в исследо�
ванной выборке, относят по результатам радио�
углеродного анализа к эпохе мезолита, 9435 ± 55
лет назад (Вологодская область, Россия) [13].
Это верхний клык постоянной генерации хоро�
шей сохранности без видимых повреждений.

2) Два образца (17 и 18) от разных половозре�
лых индивидуумов из пещеры Кайлю, предпо�
ложительно, относят к эпохе неолита, VI–V тыс.
до н. э. (Восточный Прикаспий, Туркменистан)
[14]. Это 2 постоянных зуба верхней и нижней
челюстей плохой сохранности (один – предко�
ренной и один – резец). Эмаль коронки зубов
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сильно эродирована из�за тафономических ус�
ловий захоронения. В одном случае дегенера�
тивные процессы затронули не только коронку
зуба (эмаль), но и дентин. Таким образом, со�
хранность этих образцов в одном случае сред�
няя, в другом – плохая.

3) 18 образцов (1–14 и 19–22) принадлежат
останкам из раннесредневекового могильника
Мамисондон, VII–IX вв. н. э. (Республика Се�
верная Осетия – Алания) [15]. Присутствуют
как зубы молочной генерации (14 зубов), так и
постоянной (4 зуба) от разных индивидуумов. В
целом эмаль зубов хорошей сохранности, ко�
ронки полностью сформированы и без видимых
повреждений. В двух случаях (3 и 8) анализиро�
вали зубы детей в возрасте до года, у которых ко�
ронки молочной генерации зубов сформирова�
лись, а корень зуба находился в начальной ста�
дии развития. Они использовались в экспери�
менте для сравнительной оценки присутствия
амелогенинов в эмали еще не сформированного
зуба молочной генерации. В целом толщина
эмали на молочной генерации зубов была мень�
ше, что подтверждается другими исследования�
ми [16–18]. В этом случае все образцы молочной
генерации оценивались как условно хорошей
сохранности, а зубы постоянной генерации –
как хорошей сохранности.

4) Один образец (23) датируется 1812–1813 гг.,
и относится к половозрелому индивидууму из
госпитального кладбища солдат армии Наполе�
она г. Кенигсберга (ныне г. Калининград) [19].
Это верхний резец постоянной генерации хоро�
шей сохранности без видимых повреждений.
Эмаль коронки отличалась исключительно хо�
рошей сохранностью.

5) Один образец молочного зуба (15) принад�
лежит современному ребенку. Зуб без видимых
повреждений, нижний первый коренной зуб.
Как и другие зубы молочной генерации, был от�
несен к условно хорошей сохранности.

Всего в работе были использованы образцы
от 23 индивидуумов, причем 15 молочных зубов
отличались условно хорошей сохранностью,
6 постоянных зубов – хорошей сохранностью,
1 постоянный зуб – средней сохранностью,
1 постоянный зуб – плохой сохранностью.

Методы анализа пола. Пол всех половозре�
лых индивидуумов, вошедших в анализ, был оп�
ределен методами антропологии [1–3]. Для ана�
лиза пола детских скелетов (серия Мамисондон)
использовали археологический критерий погре�
бального обряда, когда останки женского пола
хоронили на боку, а мужского – на спине [15]. В
нескольких случаях в серии Мамисондон пол
детей (11 индивидов) было невозможно устано�
вить по археологическому критерию в связи с

посмертным нарушением положения скелета в
погребении (образцы 1–11, табл. 1). Кроме того,
в этой серии отмечен случай несогласованности
идентификации пола одного взрослого индиви�
да по археологическому (женский пол) и антро�
пологическому (мужской пол) критериям (обра�
зец 20, табл. 1) В этих случаях пол определяли
только методом пептидомного анализа зубной
эмали. Определение пола одного взрослого ин�
дивида в серии Мамисондон (образец 22,
табл. 1), помимо примененных методов, подтве�
рждено методами генетики.

Травление зубной эмали. Травление зубной
эмали и экстракцию из нее пептидов проводили
по модифицированной методике, описанной
ранее [20]. Поскольку в предварительных экспе�
риментах, в которых поверхность зубов до ос�
новной процедуры травления механически очи�
щали от возможных загрязнений тонким абра�
зивом и протравливали 1,5 М HCl в течение
1 мин, не было обнаружено принципиальных
отличий в списках идентифицированных пеп�
тидов от тех же образцов, у которых другую
часть зубной эмали просто последовательно
промывали этиловым спиртом и деионизован�
ной водой, в дальнейшем от этой предваритель�
ной обработки зуба было решено отказаться.
Для травления зубной эмали использовали
1,5 М HCl. В качестве реакторов для травления
использовали крышки микропробирок 0,5 мл. В
реактор вносили 80 мкл 1,5 М HCl, зуб фикси�
ровали при помощи пинцета, зажимая его в лап�
ках штатива, и помещали над реактором так,
чтобы эмаль была погружена в раствор кислоты.
Использовали 3 схемы травления:

1) 3 последовательные инкубации одной и
той же части зубной эмали в 1,5 М HCl в течение
4�х мин каждая;

2) инкубация участка зубной эмали в 1,5 М
HCl в течение 4�х мин;

3) инкубация участка зубной эмали в 1,5 М
HCl 10�ти мин.

Растворы, полученные в результате травле�
ния эмали, замораживали в жидком азоте, высу�
шивали на центрифужном вакуумном испарите�
ле SpeedVac («Savant», Франция) и хранили до
использования при –85 °С.

Обессоливание пептидов на SDB>RPS
StageTips микроколонках. Микроколонки для
обессоливания пептидов изготавливали из на�
конечника для автоматических пипеток
(200 мкл) и двух кусочков мембраны Empore
SDB�RPS («3M», США), вырезанных иглой 14
калибра. Высушенный продукт протравливания
зубной эмали растворяли в 100 мкл 1% TFA
(трифторуксусная кислота) («Merck», Германия)
и наносили на микроколонку, используя цент�
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Таблица 1. Список проанализированных образцов зубов

Успешность идентификации пола по данным** 

Условные обозначения: * I – резцы, С – клыки, P – премоляры, M – моляры; строчные буквы – молочные зубы, пропис�
ные – постоянная генерация.
** «x» – Идентификация невозможна, «–» – идентификация не совпадает с финальным определением, «+» – идентифи�
кация совпадает с финальным определением.
*** Пол данного индивида подтвержден методами генетики.

Номер
образца

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

Происхождение
образца

Мамисондон,
ОЧМ, п. 15

Мамисондон,
Х�1, п. 21

Мамисондон,
Х�1, п. 23

Мамисондон,
ОЧМ, п. 40

Мамисондон,
ОЧМ, п. 41

Мамисондон,
Х�1, п. 43А

Мамисондон,
Х�1, п. 51Б

Мамисондон,
Х�1, п. 51В

Мамисондон,
ОЧМ, п. 52

Мамисондон,
Х�1, п. 65В, ск1

Мамисондон,
Х�1, п. 65В, ск2

Мамисондон,
Х�1, п. 48Б

Мамисондон,
ОЧМ, п.94Б

Мамисондон,
Х�1, п. 43Б

Москва

Минино I,
п.19, инд 3

Кайлю, п. 1

Кайлю, п. 2

Мамисондон,
ОЧМ, п. 61

Мамисондон,
Х�1, п. 53

Мамисондон,
ОЧМ, п. 13

Мамисондон,
Х�1, п.34***

Кенигсберг, 
L�32

Класс
зуба*

i

i

i

m

i

i

i

i

i

m

m

m

c

m

m

C

P

I

P

C

M

C

P

Возраст,
лет

0,5−1

0,75−1

0,25−0,75

5−7

0,75−1,2

1,2−2,6

1,5−2,5

0,75−1

2−3

1−2

1,5−2

9−10

1−1,5

5−6

8−9

20−29

20−35

30−49

12−14

35−49

35−45

20−29

18−20

Археологии

x

x

x

x

x

x

x

x

x

x

x

+

+

+

контроль

x

x

x

+

−

+

+

x

ПолДатировка

раннее
средневековье

раннее
средневековье

раннее
средневековье

раннее
средневековье

раннее
средневековье

раннее
средневековье

раннее
средневековье

раннее
средневековье

раннее
средневековье

раннее
средневековье

раннее
средневековье

раннее
средневековье

раннее
средневековье

раннее
средневековье

XXI в.

мезолит

неолит

неолит

раннее
средневековье

раннее
средневековье

раннее
средневековье

раннее
средневековье

XIX в.

Антропологии

x

x

x

x

x

x

x

x

x

x

x

x

x

x

контроль

+

x

x

x

+

+

+

+

Пептидомики

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

Сохран�
ность
зуба

условно
хорошая 

условно
хорошая

условно
хорошая

условно
хорошая

условно
хорошая

условно
хорошая

условно
хорошая

условно
хорошая

условно
хорошая

условно
хорошая

условно
хорошая

условно
хорошая

условно
хорошая

условно
хорошая

условно
хорошая

хорошая

средняя

плохая

хорошая

хорошая

хорошая

хорошая

хорошая

***
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рифугу 5418 R («Eppendorf», Германия) при 200 g
в течение ∼6 мин, промывали 100 мкл 0,2% TFA
и элюировали 50 мкл раствора, содержащего
50% ацетонитрила в 0,05% TFA. Элюат высуши�
вали на центрифужном вакуумном испарителе
досуха и хранили до хромато�масс�спектромет�
рического анализа при –85 °С. Перед хромато�
масс�спектрометрическим анализом пептиды
растворяли либо в 30 мкл (для продуктов травле�
ния эмали в течение 4�х мин), либо в 15 мкл (для
продуктов травления эмали в течение 10�ти
мин) водного раствора, содержащего 2% ацето�
нитрила и 0,1% TFA.

Хромато>масс>спектометрический анализ пеп>
тидов. Разделение пептидов проводили на хрома�
тографической системе Ultimate 3000 Nano LC
System («Thermo Fisher Scientific», США), сопря�
женной с масс�спектрометром Q Exactive Plus
(«Thermo Fisher Scientific», США), посредством
наноэлектроспрейного источника («Thermo
Fisher Scientific», США). На предколонку
(100 мкм × 2 см, Reprosil�Pur C18�AQ 1,9 μm
(«Dr. Maisch GmbH», Германия)) наносили
5 мкл обессоленного раствора пептидов и элюи�
ровали их на колонку (100 мкм × 50 см, Reprosil�
Pur C18�AQ 1,9 μm («Dr. Maisch GmbH», Герма�
ния)) линейным градиентом раствора Б (0,1%
муравьиной кислоты (FA), 19,9% вода, 80% аце�
тонитрила) в А (0,1% FA) при скорости потока
440 нл/мин. Градиент: 3→35% Б за 55 мин;
35→55% Б за 5 мин; 55→99% Б за 1 мин. Перед
каждой новой загрузкой колонку уравновешива�
ли при 3% раствора Б в А в течение 5 мин. Масс�
спектрометрические данные сохраняли при ав�
томатическом переключении между MS1 скани�
рованием и вплоть до 5 MS/MS�сканирований
(метод topN). Целевое значение для MS1�скани�
рования было выставлено 3 × 106 в диапазоне
350–2000 m/z с максимальным временем инжек�
тирования ионов 50 мс и разрешением 70 000.
Изолирование ионов�прекурсоров осуществляли
при ширине окна 1,4 m/z и фиксированной пер�
вой массе 100.0 m/z. Ионы�прекурсоры фрагмен�
тировали методом высокоэнергетической диссо�
циации c нормализованной энергией столкнове�
ния 29 эВ. MS/MS�сканы сохраняли c разреше�
нием 17 500 и при значении 2 × 105 для целевых
ионов с максимальным временем инжекции ио�
нов 80 мс. Полученные масс�спектрометрические
данные переданы в консорциум ProteomeXchange
через репозиторий PRIDE с идентификатором
массива данных PXD017965 [21].

Анализ хромато>масс>спектрометрических
данных. Анализ MS/MS�данных проводили при
помощи компьютерной программы PEAKS
Studio 8.0 build 20160908 [22]. Первичные струк�
туры пептидов, генерируемые программой

PEAKS Studio, анализировали против базы дан�
ных белковых последовательностей UniProtKB/
Swiss�Prot (03.2019) [6], содержащей 20 417 запи�
сей для таксона Homo sapiens, в которой изофор�
ма 1 гена AMELX (Q99217�1) была заменена на
изоформу 3 этого белка (Q99217�3), имеющую
наибольшую степень гомологии с канонической
изоформой белка, кодируемого геном AMELX
(Q99218�2). Анализ проводили со следующими
настройками: окисление Met, дезамидирование
Asn/Gln и фосфорилирование Ser/Thr/Tyr – ва�
риабельные модификации; специфичность про�
теазы не указывали. Допустимый уровень лож�
ноположительных идентификаций (FDR) пеп�
тидов был установлен на уровне 0,01 и опреде�
лялся путем корреляции массива MS/MS�дан�
ных с реверсной базой данных белковых после�
довательностей, которая генерировалась прог�
раммой PEAKS Studio. Идентификацию пепти�
дов осуществляли при допустимом начальном
отклонении массы иона�прекурсора до 10 м.д.
(миллионных долей) и допустимом отклонении
массы фрагментов 0,05 Да. В финальный список
идентифицированных белков включали только
те из них, для которых было найдено не менее
2�х уникальных пептидов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

На сегодняшний день известно, что ген
AMELX в результате альтернативного сплайсин�
га продуцирует три изоформы амелогенина,
сиквенсы которых приведены в базе данных
UniProtKB под идентификаторами Q99217�1,
Q99217�2 и Q99217�3. Канонической аминокис�
лотной последовательностью белка, кодируемо�
го у человека геном AMELX, считается изоформа
Q99217�1. Изоформа Q99217�2 отличается от ка�
нонической структуры отсутствием фрагмента
19–34, а изоформа Q99217�3 – вставкой пептида
ENSHSQAINVDRTAL вместо 34�го аминокис�
лотного остатка (E). Ген AMELY в результате аль�
тернативного сплайсинга продуцирует две изо�
формы белка (идентификаторы UniProtKB
Q99218�1 и Q99218�2). В качестве канонической
структуры Y изоформы амелогенина принята
последовательность Q99218�2, изоформа
Q99218�1 отличается от нее отсутствием фраг�
мента (35–48), имеющего структуру
NSHSQAINVDRIAL. Выравнивание наиболее
близких друг другу аминокислотных последова�
тельностей X (Q99217�3) и Y (Q99218�2) изоформ
амелогенина приведено на рис. 1. Видно, что от�
личия между изоформами обусловлены заменой
∼20 аминокислотных остатков, более�менее рав�
номерно распределенных по сиквенсу белка.
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Предложенный ранее метод хромато�масс�
спектрометрического анализа продуктов кис�
лотного травления зубной эмали [20] позволил
авторам показать принципиальную возмож�
ность установления пола ископаемых останков
по пептидным фрагментам X и Y изоформ аме�
логенина. Для оптимизации условий выделения
пептидов из зубной эмали и проверке однород�
ности распределения пептидов в толще зубной
эмали нами был проведен эксперимент по пос�
ледовательному травлению эмали постоянных
зубов ископаемых останков женщины и мужчи�
ны (образцы 21 и 22 в табл. 1) 1,5 М HCl. От каж�
дого зуба было получено по 3 фракции: 0–4 мин
(Ф1); 4–8 мин (Ф2); 8–12 мин (Ф3). После обес�
соливания полученных фракций на SDB�RPS
StageTips микроколонках и их высушивания на
центрифужном вакуумном испарителе образцы
растворяли в 30 мкл 0,1% TFA, и 5 мкл получен�
ного раствора анализировали методом хромато�
масс�спектрометрии. В результате этого анализа
и последующей корреляции полученных масси�
вов MS/MS спектров против белковых последо�
вательностей человека, содержащихся в базе
данных Uniprot KB/Swiss�Prot, во фракциях
Ф1–Ф3 всего было идентифицировано 80 бел�
ков: в образце зубной эмали мужчины 73 белка
(49 белковых групп), а в зубной эмали женщи�
ны – 63 белка (36 белковых групп) (список
идентифицированных белков приведен в табл.
S1 в Приложении). Распределение идентифици�
рованных белков по фракциям в каждом образ�
це и сравнение значений нормированных на об�
щий ионный ток суммарных площадей под уни�
кальными для основных белков зубной эмали
пептидными фрагментами, идентифицирован�
ными в различных фракциях, представлено на
рис. 2.

Из диаграмм, представленных на рис. 2, вид�
но, что качественный состав белков и их коли�
чественное содержание в толще зубной эмали
может быть не однородным.

В результате хромато�масс�спектрометри�
ческого анализа фракций Ф1–Ф3 образца 22
было идентифицировано в общей сложности
103 уникальных для Y изоформы амелогенина
пептидных фрагмента (табл. S2 в Приложении).
Необходимо отметить, что из 103�х пептидных
структур, приведенных в табл. S2, только 5 пеп�
тидов не содержит в своем составе либо деами�
дированные остатки Gln, либо окисленные ос�
татки Met. Данный факт говорит о необходи�
мости обязательного включения подобных мо�
дификаций в качестве возможных (так называе�
мые вариабельные модификации) при корреля�
ции MS/MS спектров с базой данных белковых
последовательностей.

Для валидации метода выделения и анализа
пептидов зубной эмали нами были проанализи�
рованы 5 образцов постоянных зубов различно�
го археологического возраста и разной степени
сохранности (образцы 16–20 и 23, табл. 1), а так�
же 12 образцов зубов молочной генерации (об�
разцы 1–12, табл. 1). Количественные результа�
ты идентификации пептидных фрагментов ос�
новных белков зубной эмали этих образцов све�
дены в табл. 2. Все образцы молочных зубов от�
носились к одному археологическому периоду
(раннее средневековье, VII–IX вв. н.э.), а био�
логический возраст детей варьировал 0,5–10 лет
(табл. 1). Как видно из табл. 2, количественные
показатели для всех молочных зубов, за исклю�
чением образцов 5 и 9, очень близки и позволя�
ют однозначно установить половую принадлеж�
ность индивидов, которым они принадлежали.
Контрольный образец молочного зуба (15), при�
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Рис. 1. Выравнивание сиквенсов белков, кодируемых генами AMELX и AMELY (идентификаторы в базе данных UniProtKB
Q99217�3 и Q99218�2 соответственно). Отличающиеся в сиквенсах белков аминокислотные остатки выделены на после�
довательности белка Q99218�2 полужирным шрифтом с подчеркиванием. Курсивом с полужирным шрифтом на сиквен�
сах белков выделена аминокислотная последовательность сигнального пептида
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надлежавший современному мальчику 8,5 лет,
также показал близкие результаты. Здесь необ�
ходимо отметить, что если для однозначного ус�
тановления мужского пола достаточно выявить
в пептидоме зубной эмали хотя бы один фраг�
мент, специфичный для Y изоформы амелоге�
нина, то отсутствие таких пептидов в образце не
обязательно свидетельствует о том, что этот об�
разец принадлежал индивиду женского пола.
Так, например, в образцах 5 и 9 не было выявле�
но ни одного фрагмента амелогенина, специ�
фичного для Y изоформы этого белка. Однако
общее количество идентифицированных пеп�
тидных фрагментов основных белков зубной
эмали в этих образцах настолько мало, что фраг�
менты Y изоформы амелогенина, содержание
которой в эмали зуба мужчин составляет ∼10%
от содержания ее X изоформы, могли быть не
выявлены просто в силу их содержания в этих
образцах ниже порога детекции. Что касается
результатов пептидомного анализа постоянных
зубов (образцы 16–23, табл. 2), то первое, что

бросается в глаза – количество идентифициро�
ванных в них пептидов зависит не столько от ар�
хеологического возраста образцов, сколько от
степени их сохранности. Так, например, в об�
разце 16, археологический возраст которого
насчитывает не менее 9,5 тыс. лет, было иденти�
фицировано примерно столько же пептидов,
сколько и в образце 20 (археологический воз�
раст не более 1300 лет), и несколько меньше,
чем в образце 23 (археологический возраст нем�
ногим более 200 лет).

В недавно вышедшей работе американских
исследователей для случаев идентификации ма�
лого числа пептидных фрагментов X изоформы
амелогенина и при отсутствии фрагментов Y
изоформы этого белка был предложен вероят�
ностный метод оценки достоверности определе�
ния женского пола, как функции логарифма
сигнала AMELX_HUMAN (р < 0,0001) с исполь�
зованием логистической регрессии [23]. В на�
шем эксперименте был предложен другой, более
простой вариант. Из табл. 2 можно увидеть, что

БИОХИМИЯ  том  85  вып.  5  2020

724

Рис. 2. Результаты пептидомного анализа фракций Ф1–Ф3, полученных от образцов 21 и 22. Распределение белков�пред�
шественников идентифицированных пептидов во фракциях Ф1–Ф3, полученных при последовательном травлении зуб�
ной эмали образцов 21 (а) и 22 (б) (цифры на диаграмме Венна означают количество идентифицированных белков�пред�
шественников пептидов). Относительное содержание основных белков зубной эмали во фракциях Ф1–Ф3 образцов 21 (в)
и 22 (г). По оси ординат отложена в % относительная площадь под пиками пептидов, уникальных для указанных белков
во фракции, нормированная на общий ионный ток. AMELX – изоформ 3 амелогенина Х изоформ; AMBN – амелоблас�
тин; ENAM – энамелин; AMELY – амелогенин Y изоформ
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для тех образцов зубов индивидов мужского по�
ла, для которых было идентифицировано не ме�
нее 31�го пептидного фрагмента X изоформы
амелогенина, также было идентифицировано не
менее 2�х уникальных фрагментов Y изоформы
этого белка. При увеличении длительности
травления зубной эмали в 2,5 раза и последую�
щего хромато�масс�спектрометрического ана�
лиза третьей части выделенных из зубной эмали
пептидов количество идентифицируемых фраг�
ментов X изоформы амелогенина превысило
число 31, как минимум в 2 раза, даже в образцах
молочных и плохо сохранившихся постоянных
зубов (табл. 3). Вместе с этим минимальное ко�
личество уникальных для Y изоформы амелоге�
нина пептидов, идентифицированных нами в
образцах зубов индивидов мужского пола, по�

высилось от 2�х до 7�ми. В результате этих прос�
тых модификаций метода выделения пептидов
из зубной эмали образцы 5 и 9, для которых в
предыдущем варианте метода пробоподготовки
не было идентифицировано ни одного уникаль�
ного для Y изоформы амелогенина фрагмента,
были однозначно определены, как принадле�
жавшие индивидам мужского пола, а принад�
лежность образца 18 индивиду женского пола
была подтверждена. Таким образом, при опре�
делении пола человеческих останков по резуль�
татам пептидомного анализа зубной эмали важ�
ным условием применимости этого метода яв�
ляется степень сохранности образца. Критерием
приемлемой для использования этого метода
идентификации пола степени сохранности зуб�
ной эмали мы предлагаем считать идентифика�
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Таблица 2. Основные белки зубной эмали, идентифицированные в образцах зубов при травлении эмали в течение 4 мин

Амелобластин (Q9NP70)

* При расчете нормированной на общий ионный ток площади учитываются только пептиды, уникальные для данного
белка.

Образцы

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

16

17

18

19

20

21

22

23

уникаль�
ные

57

42

51

71

21

51

52

36

12

30

36

33

74

50

7

26

46

146

185

178

площадь
под

пиками
(%)*

70,01

81,51

85,78

59,85

7,21

33,69

41,41

66,69

37,00

20,65

2,77

11,99

36,02

27,02

0,96

51,11

80,85

7,36

18,81

26,41

всего

57

42

51

71

21

51

52

36

12

30

36

33

74

50

7

26

46

146

185

178

идентифициро�

ванные пептид�

ные фрагменты

Энамелин (Q9NRM1)

уникаль�
ные

35

25

33

48

18

69

43

35

11

56

52

26

100

61

5

28

26

151

156

159

площадь
под

пиками
(%)*

4,15

4,93

4,02

16,49

1,54

35,03

5,64

9,68

1,80

29,93

3,02

10,25

48,41

21,66

0,94

25,71

11,87

11,43

40,67

35,87

всего

35

25

33

48

18

69

43

35

11

56

52

26

100

61

5

28

26

151

156

159

идентифициро�

ванные пептид�

ные фрагменты

Амелогенин X (Q99217�3)

уникаль�
ные

31

24

38

56

17

52

42

24

9

33

61

69

39

34

34

18

27

181

170

84

площадь
под

пиками
(%)*

25,78

13,27

9,97

23,05

91,25

29,74

49,44

21,31

61,20

46,72

94,21

77,77

15,45

44,95

98,10

23,07

6,85

81,21

38,22

35,47

всего

51

42

65

85

17

78

69

43

9

54

61

69

78

74

34

31

73

181

241

134

идентифициро�

ванные пептид�

ные фрагменты

Амелогенин Y (Q99218)

уникаль�
ные

2

2

3

7

−
6

6

2

−
7

−
−
4

8

−
2

3

−
53

15

площадь
под

пиками
(%)*

0,06

0,29

0,23

0,61

−
1,54

3,51

2,32

−
2,69

−
−

0,11

6,37

−
0,12

0,43

−
2,30

2,25

всего

22

20

30

36

−
32

33

21

−
28

−
−
43

48

−
15

49

−
124

65

идентифициро�

ванные пептид�

ные фрагменты
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цию в нем не менее 30 пептидных фрагментов X
изоформы амелогенина. При идентификации в
образце <30 пептидных фрагментов X изоформы
амелогенина и отсутствии в нем специфических
фрагментов Y изоформы этого белка предлагаем
считать качество образца неудовлетворитель�
ным для использования этого метода для опре�
деления пола. Еще одно важное преимущество
предложенного нами метода пробоподготовки –
он менее деструктивен, чем использованный
американскими коллегами. Их методика требо�
вала измельчение, т.е. полное разрушение ко�
ронки зуба [23], в то время как в ходе нашего
эксперимента форма и размер коронки визуаль�
но не меняются, что сохраняет объект для после�
дующих научных исследований. Кроме того,
анализ аминокислотных последовательностей
идентифицированных нами пептидов говорит о
том, что использование трипсина для гидролиза
пептидно�белковой материи, выделяемой из
зубной эмали, явно избыточно и не позволяет
идентифицировать в образцах дополнительное
количество пептидов, специфичных для Y изо�

формы амелогенина. Более того, трипсин гидро�
лизует С�концевой фрагмент Y изоформы аме�
логенина до коротких пептидов, которые не мо�
гут быть идентифицированы в дальнейшем тан�
демной масс�спектрометрией.

В работе Stewart et al. [24] авторы предложи�
ли использовать для определения пола челове�
ческих останков пептидные фрагменты
AMELX�(44–52) (SIRPPYPSY) и AMELY�
(58–64) (SMoxIRPPY), выделяемые из зубной
эмали в результате ее 2�х минутного травления.
Наличие или отсутствие в образце пептида
AMELY�(58–64) предлагалось использовать в
качестве однозначного указания на пол. Авторы
использовали в своей работе образцы постоян�
ных зубов от 13 человеческих останков взрослых
индивидов. Анализ полученных нами массивов
масс�спектрометрических данных показал, что
далеко не во всех образцах обнаруживаются эти
пептиды даже на уровне экстрагированных ион�
ных хроматограмм. В табл. S3 в Приложении
приведены аминокислотные последовательнос�
ти уникальных для Y изоформы амелогенина
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Таблица 3. Основные белки зубной эмали, идентифицированные в образцах зубов при травлении эмали в течение 10 мин

Амелобластин (Q9NP70)

* При расчете нормированной на общий ионный ток площади учитываются только пептиды, уникальные для данного
белка.

Образцы

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

16

17

18

уникаль�
ные

342

288

102

370

183

227

430

144

316

370

325

416

410

199

35

площадь
под

пиками
(%)*

25,40

63,14

10,29

56,49

57,29

66,29

54,11

52,51

65,08

53,85

20,18

10,84

42,19

37,82

6,45

всего

342

288

102

370

183

228

430

144

316

371

327

416

410

199

35

идентифициро�

ванные пептид�

ные фрагменты

Энамелин (Q9NRM1)

уникаль�
ные

135

169

67

295

128

166

368

79

167

265

205

320

325

188

39

площадь
под

пиками
(%)*

3,49

18,47

7,88

24,56

22,57

28,51

34,02

7,23

19,58

31,79

8,28

9,55

32,41

52,22

5,43

всего

135

169

67

295

128

166

368

79

167

265

205

320

325

188

39

идентифициро�

ванные пептид�

ные фрагменты

Амелогенин X (Q99217�3)

уникаль�
ные

59

55

25

108

45

73

134

26

49

63

175

273

141

52

78

площадь
под

пиками
(%)*

66,29

15,30

78,62

9,29

19,84

5,12

6,46

37,25

10,93

9,23

71,55

79,61

22,29

9,63

88,12

всего

124

126

56

208

100

139

224

69

122

151

175

273

244

96

78

идентифициро�

ванные пептид�

ные фрагменты

Амелогенин Y (Q99218)

уникаль�
ные

14

13

9

33

10

9

34

7

18

18

−
−
49

7

−

площадь
под

пиками
(%)*

4,82

3,09

3,22

9,66

0,30

0,07

5,41

3,02

4,40

5,13

−
−

3,11

0,32

−

всего

79

84

40

133

65

74

124

50

91

106

−
−

152

51

−

идентифициро�

ванные пептид�

ные фрагменты
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пептидных фрагментов, которые были иденти�
фицированы в образцах молочных зубов 1–10.
При всем разнообразии структур (табл. S3 в
Приложении), только две из них, а именно
SM(+15.99)IRPPYS и IRPPYSS(+79.97), содер�
жащие фосфорилированный остаток Ser66, бы�
ли идентифицированы во всех 10 образцах, что
позволяет рассматривать их в качестве перспек�
тивных кандидатов в «маркеры» пола при разра�
ботке метода таргетного анализа продуктов
травления зубной эмали для определения пола
ископаемых останков человека. Интересно, что
если пептид SM(+15.99)IRPPYS был идентифи�
цирован также и в эмали постоянных зубов, то
пептидные фрагменты Y изоформы амелогени�
на, содержащие фосфорилированный остаток
Ser66, были идентифицированы нами только в
молочных зубах. Можно предположить, что
фосфорилирование этого остатка Ser имеет
функциональное значение при формировании
эмали именно в молочных зубах.

Применимость таргетного анализа этих пеп�
тидов для идентификации пола человеческих
останков требует дополнительной проверки на
более обширной выборке образцов.

В результате настоящей работы нами пред�
ложен простой и воспроизводимый метод про�
боподготовки, хромато�масс�спектрометричес�
кого и биоинформатического анализа пептидо�
ма зубной эмали, позволяющих надежно и
быстро определять пол ископаемых останков в
широком диапазоне их археологического и био�
логического возраста, не подвергая существен�
ному разрушению анализируемый образец. Суть
предлагаемого метода заключается в травлении
участка зубной эмали 1,5 М HCl в течение
10 мин, обессоливании полученных продуктов
травления на SDB�RPS StageTips микроколон�

ках и анализа 1/3 части обессоленного образца
методом тандемной хромато�масс�спектромет�
рии. При условии идентификации в образце не
менее 30 пептидных фрагментов X изоформы
амелогенина пол образца определяется по нали�
чию или отсутствию в списке идентифициро�
ванных пептидов специфических пептидных
фрагментов Y изоформы амелогенина. Иденти�
фицированы 2 пептидных фрагмента Y изофор�
мы амелогенина, одна из которых
(SM(+15.99)IRPPYS) обнаружена во всех без
исключения образцах мужского пола, а вторая
(IRPPYSS(+79.97), содержащая фосфорилиро�
ванный остаток Ser66, встречается только в эма�
ли молочных зубов. Можно предположить, что
фосфорилирование этого остатка Ser имеет
функциональное значение при формировании
эмали именно в зубах молочной генерации.
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Determination of biological sex to human remains is a fundamental requirement in anthropological, archeological,
and forensic anthropological studies. Sex determination based on morphological criteria is significantly limited in the
cases of juvenile remains and adult skeletons in a poor state of preservation. Regular attempts have been made to use
alternative techniques to resolve this issue, including analysis of tooth enamel peptides by liquid chromatography/mass
spectrometry. Optimization of this method involving acid etching of tooth enamel for 10 min followed by desalting of
the products of etching on SDB�RPS StageTips microcolumns and analysis of desalted sample (1/3) by liquid chro�
matography/mass spectrometry allowed reliable sex determination to fossil remains within a wide range of archeolog�
ical and biological ages without destructing analyzed teeth. Increasing the duration of enamel etching ensured a 2 to
3�fold increase in the total number of identified peptides and, more importantly, in the number of identified fragments
of amelogenin Y isoform specific for male teeth, which facilitated reliable sex determination of fossil remains. The sug�
gested technique was tested with 8 permanent and 15 deciduous teeth of different archaeological age and different
degree of preservation. Two amelogenin Y�specific peptide sequences were identified. One of these peptides
[SM(+15.99)IRPPYS)] was found in all male�derived samples without exception; the other peptide [IRP�
PYSS(+79.97)], which contained phosphorylated Ser66 residue, was found only in the enamel from deciduous teeth,
which suggests that phosphorylation of Ser66 plays a role in the enamel formation in deciduous teeth.
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