
4 ПРОБЛЕМЫ ЭНДОКРИНОЛОГИИ, 3, 2014

© Коллектив авторов, 2014

КЛИНИЧЕСКАЯ ЭНДОКРИНОЛОГИЯ

*e-mail: lokhovpg@gmail.com

doi: 10.14341/probl20146034-9

Нарушенная толерантность к глюкозе (НТГ) яв-

ляется состоянием, связанным с повышенным ри-

ском развития сахарного диабета (СД) 2-го типа 

(СД2) [1]. В настоящий момент пероральный глю-

козотолерантный тест (ПГТТ) является золотым 

стандартом диагностики СД и других нарушений 

гликемии, в том числе НТГ. Однако этот тест харак-

теризуется низкой воспроизводимостью [2, 3]. Бо-

лее того, проведение ПГТТ требует времени и под-

готовки пациента. Таким образом, создание более 

быстрого и воспроизводимого теста для диагности-

ки НТГ является актуальным. 

В данной работе была исследована возможность 

применения метаболомных методов для диагности-

ки НТГ. В метаболомике большое количество мета-

болитов может быть определено одномоментно в 

образце крови, что упрощает диагностику заболева-

ний [4]. В большинстве случаев метаболомный ана-

лиз проводится в несколько стадий [5], применение 

которых позволяет идентифицировать биомаркеры 

различных заболеваний, включая метаболиты, ука-

зывающие на развитие СД [6]. Среди метаболомных 

технологий прямой масс-спектрометрический ана-

лиз можно считать наиболее приемлемым для при-

менения в клинической диагностике. В данном под-

ходе анализируемый биологический материал непо-

средственно вносится в источник ионизации масс-

спектрометра без какого-либо предварительного 
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разделения входящих в него веществ хроматографи-

ческим или иным методом. Таким образом, являясь 

одностадийным процессом, прямой масс-

спектрометрический анализ характеризуется бы-

стротой выполнения и высокой воспроизводимо-

стью и может быть рассмотрен как прототип клини-

ческих анализов [5]. Поэтому именно прямой масс-

спектрометрический анализ был исследован в дан-

ной работе в качестве средства диагностики НТГ. 

Материал и методы
В исследовании были использованы образцы 

крови пациентов, обратившихся в поликлинику 

ФГБУ ЭНЦ Минздрава России (Москва). Исследо-

вание было одобрено этическим коммитетом дан-

ного учреждения. Все пациенты подписали инфор-

мированное согласие на использование образцов их 

крови в научных исследованиях. Кровь брали из ку-

битальной вены утром, натощак, с использованием 

стекляных вакутейнеров с K
2
EDTA (BD Vacutainer, 

США). Биохимический анализ крови (уровень глю-

козы, мочевой кислоты, общего холестерина, инсу-

лина, триглицеридов, липопротеинов низкой плот-

ности (ЛПНП), липопротеинов высокой плотности 

(ЛПВП)) проводили на биохимическом анализаторе 

Architect c4000 («Abbott Diagnostics», США). Глики-

рованный гемоглобин (HbA
1c

) измеряли анализто-

ром Bio-Rad D10 («Bio-Rad Laboratories», Франция). 

Глюкозотолерантный тест проводили путем пер-

орального введения пациентам 75 г глюкозы, рас-

творенной в 250 мл воды, и измерения уровня глю-

козы в крови через 2 ч. В соответствии с классифи-

кацией ВОЗ 2006 г., НТГ диагностировали, если 

уровень глюкозы плазмы натощак не превышал 6,0 

ммоль/л, а через 2 ч находился в диапазоне от 7,8 до 

11,0 ммоль/л включительно [7]. Результаты ПГТТ 

использовали для формирования двух групп: экспе-

риментальной группы пациентов с НТГ (n=20) и 

контрольной группы лиц без нарушений углеводно-

го обмена (n=30) пациентов. В табл. 1 представлены 

клинические характеристики обеих групп.

Для масс-спектрометрического анализа исполь-

зовали плазму крови, полученную центрифугирова-

нием образцов крови в течение 15 мин при 1600 g и 

комнатной температуре. Полученную плазму (10 

мкл) смешивали с 10 мкл воды («LiChrosolv», Герма-

ния) и 80 мкл метанола («Fluka», Германия) и инку-

бировали в течение 10 мин при комнатной темпера-

туре для осаждения белка. После чего образцы цен-

трифугировали при 13000 g («MiniSpin plus», Герма-

ния) в течение 15 мин. Супернатант разбавляли 

50-ю объемами метанола, содержащего 0,1% муравь-

иной кислоты («Fluka») и анализировали на квадру-

поль-времяпролетном масс-спектрометре maXis 

Impact («Bruker Daltonics», США), оборудованном 

электроспрейным источником ионизации. Масс-

спектрометр был настроен на детекцию положи-

тельно заряженных ионов в диапазоне m/z 50—1000. 

Точность измерения составляла 1—3 ppm. Растворы 

образцов вводили в электроспрейный источник ио-

низации со скоростью 180 мкл/ч с помощью шпри-

цевого насоса. Порядок анализа образцов был ран-

домизирован. 

Детектируемые в плазме ионы метаболитов, ин-

тенсивность которых связана с наличием у пациен-

тов НТГ [с площадью под ROC-кривой (AUC) 

>0,7)], были использованы для расчета диагности-

Таблица 1. Клинические характеристики экспериментальной и контрольной групп пациентов

Характеристика

Величина (среднее значение ± стандартное отклоне-

ние/диапазон) AUC
t-тест

(p)
контрольная группа пациенты с НТГ

Число пациентов 30 20 — —

Пол (м/ж) 15/15 10/10 0,51 —

Возраст, годы 53,3±14,3/32—82 61,8±12,2/38—85 0,46 0,0306

ИМТ, кг/м2 35,4±8,3/25,0—53,2 33,9±8,9/23,2—57,0 0,66 0,8173

Уровень глюкозы натощак, ммоль/л 5,5±0,3/4,8—6,1 5,6±0,3/5—6,1 0,56 0,6080

Уровень глюкозы в ПГТ, ммол/л 6,4±1,0/4,1—7,8 9,9±1,3/8,2—11,0 1,00 * 0,0000

Инсулин, мкЕд/мл 16,1±20,0/3,3—100,8 14,5±7,9/4,9—31,7 0,59 0,7753

HbA
1c

, % (ммоль/мл) 5,8±0,4/5,1—6,4

(40±4,4/32—46)

6,1±0,4/5,4—6,6

(43±4,4/36—49)

0,77 0,0003

ЛПНП, ммоль/л 3,4±0,7/1,7—5,3 3,1±1,0/1,6—4,7 0,41 0,8108

ЛПВП, ммоль/л 1,2±0,4/0,7—1,9 1,1±0,4/0,6—1,9 0,4 0,4534

Общий холестерин, ммоль/л 5,2±0,8/3,9—6,6 5,1±1,2/3,0—6,8 0,47 0,4220

Мочевая кислота, мкмоль/л 374±83/223—514 386±83/255—581 0,54 0,7182

Триглицериды, ммоль/л 1,3±0,6/0,5—3,0 1,69±0,9/0,8—3,9 0,62 0,1314

HOMA-IR 3,2±2,9/0,82—15 3,6±2,1/1,1—8,5 0,59 0,8195

HOMA-β 130±113/31—568 139±76/55—283 0,58 0,6889

мб-ПГТТ 43±33/7—152 131±48/33—202 0,94 0,0000

Примечание. * — AUC для глюкозы в ПГТТ равен 1, так как результат ПГТТ был использован для формирования экспериментальной и контрольной групп.
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ческого показателя для ПГТТ, работающего на ос-

нове совокупности метаболитов плазмы (далее мб-

ПГТТ). С этой целью интенсивность каждого такого 

метаболита рассматривалась как мера отдельного 

теста, имеющего два результата на НТГ: положи-

тельный, равный «1», и отрицательный, равный «0». 

Интенсивность пика, соответствующая максималь-

ной точности такого теста, бралась за отсечение 

между положительным и отрицательным результа-

том теста. Для расчета диагностического показателя 

для мб-ПГТТ все положительные результаты, т.е. 

единицы, суммировались. 

Результаты и обсуждение
Масс-спектрометрический анализ низкомоле-

кулярной фракции плазмы позволил детектировать 

примерно 4000 ионов метаболитов в одном образце 

(рис. 1). При этом интенсивность 230 ионов корре-

лировала с наличием НТГ у пациента с AUC более 0,7. 

б

а

Рис. 1. Протокол метаболомного анализа плазмы, используемый при мб-ПГТТ (а) и масс-спектр, полученный в соответствии с этим 
протоколом (б). 
На спектре показаны основные группы детектируемых метаболитов.

КЛИНИЧЕСКАЯ ЭНДОКРИНОЛОГИЯ

doi: 10.14341/probl20146034-9
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Так, уровень 103 ионов увеличивался при НТГ, а 127 

ионов, наоборот, уменьшался. Величина AUC для 

мб-ПГТТ составила 0,94 (рис. 2). 
Расчет AUC («Area under ROC-curve» — площадь 

под ROC-кривой) является общепринятым спосо-

бом оценки диагностического теста. AUC, равная 

0,5—0,6, показывает, что тест не может использо-

ваться для диагностики заболевания; при величине 

AUC 0,6—0,7 тест имеет низкую диагностическую 

ценность, 0,7—0,8 — среднюю, а 0,9—1,0 — высокую 

[8]. AUC для мб-ПГTT, равная 0,94, показывает, что 

данный тест является высокоэффективным для диа-

гностики НТГ (максимальная точность теста при 

этом равна 92%). Однако эффективность мб-ПГTT 

не достигла максимально возможного значения, так 

как контрольная и экспериментальная группы фор-

мировались на основе ПГТТ, который также имеет 

погрешность.

Следует отметить, что основным недостатком 

ПГТТ является его низкая воспроизводимость [2, 3]. 

Уровень глюкозы в крови колеблется в широких 

пределах, и ее коэффициент вариации (СV — 

coeffi  cient of variation; процентное соотношение 

стандартного отклонения величины к ее среднему 

значению) в 2-часовом ПГТТ составляет ~25% [2], 

что и приводит к очень низкой воспроизводимости 

результатов. Такой высокий CV неприемлем для 

биоаналитических тестов, где его значение, равное 

15%, рассматривается как максимально допустимое 

[9].

Уровень метаболитов в крови также имеет высо-

кий CV (~45%) [10]. Как следствие, метаболические 

тесты с применением масс-спектрометрических ме-

тодов характеризуются очень низкой воспроизводи-

мостью, что мешает их внедрению в клиническую 

практику [11]. Применение мб-ПГTT, основанного 

на использовании совокупности связанных с НТГ 

метаболитов, устраняет этот недостаток. Расчет та-

кого многопараметрического показателя приводит 

к усреднению ошибки, заложенной в измерении от-

дельных метаболитов. В результате CV диагностиче-

ского показателя мб-ПГTT составил всего 7,8%, что 

существенно ниже показателей СV, допустимых для 

биоаналитических тестов. Вследствие малого значе-

ния CV, измеренная в эксперименте воспроизводи-

мость мб-ПГТТ составила 85% (табл. 2).
Идентификация ионов метаболитов, входящих 

в мб-ПГTT, является дополнительным подтвержде-

нием релевантности данного теста. Идентифициро-

ванные метаболиты, уровень которых в крови уве-

личивается при НТГ с AUC >0,7, представлены в 

табл. 3, среди которых как уже известные метаболи-

ты, ответственные за развитие СД, так и ранее не 

описанные.

Известно, что амиды жирных кислот (эндокана-

биоиды), к которым относятся выявленные в иссле-

довании линолеамид, олеамид и стеарамид, играют 

важную роль в развитии предиабетических наруше-

ний углеводного обмена. Активация эндоканабио-

идной системы приводит к увеличению потребле-

ния пищи [12] и развитию метаболического синдро-

ма (увеличение индекса массы тела, окружности та-

лии, увеличение в крови уровня инсулина) [13]. По-

вышенный уровень жирных кислот, который заре-

гистрирован у пациентов с НТГ, также 

подтверждается ранее полученными данными. Так, 

метаболический синдром характеризуется повы-

шенным уровнем липидов [14], в том числе и жир-

ных кислот [15]. 

Фосфатидилхолин, включающий в свой состав 

углеродные цепи олеиновой и миристиновой кис-

лот, был также увеличен в крови пациентов с НТГ. 

Данный факт может являться отражением метабо-

лического синдрома, связанного с НТГ и характери-

зующегося липидными нарушениями. 

Децендикислота относится к дикарбоновым 

кислотам, увеличение экскреции которых с мочой 

зарегистрировано у пациентов с СД2, и которые 

рассматриваются как маркеры окислительного воз-

действия на жирные кислоты [16]. Увеличенный 

уровень в крови децендикислоты в нашем исследо-

вании может указывать на наличие подобного окис-

лительного воздействия на жирные кислоты при 

НТГ. Однако для подтверждения этого требуются 

дальнейшие исследования. 

α-Кетооктановая кислота — кетокислота с раз-

ветвленным углеродным радикалом, является ин-

термедиатом в катаболизме лейцина. Недавно было 

установлено, что лейцин и другие аминокислоты с 

разветвленной углеродной цепью являются биомар-

керами риска развития СД [6]. β-Кетооктановая 

Рис. 2. ROC-кривая для мб-ПГTT. 
Точка, указанная на ROC-кривой, соответствует максимальной точности 

мб-ПГТТ. Площадь под ROC-кривой (т.е. AUC) выделена затемнением.

doi: 10.14341/probl20146034-9
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кислота — жирная кислота, которая образуется из 

малонил-коэнзима. Высокий уровень β-кетоокта-

новой кислоты был установлен у пациентов с избы-

точным весом и СД2 [17]. Таким образом, одна из 

двух, а возможно и обе кетооктановые кислоты вно-

сят вклад в мб-ПГТТ (используемый метод иденти-

фикации метаболитов не позволяет различить α- и 

β-кетокислоты).

П-крезол сульфат — метаболит микробов и вто-

ричный метаболит п-крезола. Известно, что боль-

ные с СД имеют высокую концентрацию как сво-

бодного, так и общего п-крезола в крови [18]. 

Орнитин — аминокислота, произведенная в мо-

чевом цикле. Уровень орнитина в плазме крови по-

вышен у пациентов с СД2 в результате пониженной 

активности аргиназы [19].

Фосфогликолевая кислота является субстратом 

для триозофосфат изомеразы. В литературе нет дан-

ных о повышении ее уровня при НГТ у пациентов. 

Среди метаболитов, характеризующихся низ-

ким уровнем при НТГ, изменение уровня ионов ка-

лия вносило основной вклад. Ранее было показано, 

что калий понижен при диабетическом кетоацидозе 

[20]. Точнее, в организме происходит интенсивное 

выведение положительно заряженных ионов калия 

через почки, ввиду выделения ими в кровь отрица-

тельно заряженных кетонов, представленных также 

и при НТГ. Таким образом, зарегистрированное 

снижение ионов калия подтверждается ранее уста-

новленными данными. 

Идентификация других метаболитов, также ха-

рактеризующихся низким уровнем при НТГ, ослож-

нена вследствие некоторых особенностей использу-

емого метода ионизации. Ионизация электроспре-

ем отличается возможностью образования анализи-

руемыми веществами квазиионов, в том числе и с 

калием. В данном исследовании у пациентов с НТГ 

уровень калия значительно менялся и, как след-

ствие, менялся уровень образующихся калийсодер-

жащих квазиионов. Поэтому для анализа метаболи-

тов крови, характеризующихся низким уровнем при 

НТГ, необходимо дополнительное исследование с 

использованием других методов ионизации. 

Заключение
Выявленные в результате прямого масс-

спектрометрического анализа ионы метаболитов, 

Таблица 2. Сравнительная характеристика воспроизводимости результатов глюкозотолерантных тестов и коэффициента вариации 
измеряемых в этих тестах параметров

Тест
Количество изме-

ряемых параметров
Измеряемые параметры

Коэффициент

 вариации (CV) измеряемых па-

раметров

Воспроизводимость 

результатов

теста

ПГТТ 1 Уровень глюкозы в плазме 25% [3] 56% [3]

мб-ПГТТ 230 Уровень связанных с НТГ 

метаболитов в плазме 

7,8%

(~45% для одного параметра [11])

85%

Таблица 3. Метаболиты в плазме, уровень которых увеличивается при НТГ с величиной AUC более 0,7

Метаболит (идентификационный номер в 

базе) 

Молекулярный вес

Детектируемый 

ион

Элементный 

состав

Тест 

Вилкок-

сона

(p)

AUCизмеренный 

(m/z)

рассчитанный по 

элементному со-

ставу (Да)

Линолеамид (Metlin ID 43435) 280,2631

302,2432

280,2635

302,2454

[M+H]+

[M+Na]+

C
18

H
33

NO 0,0012

0,0101

0,77

0,71

Олеамид (HMDB02117) 282,2778 282,2791 [M+H]+ C
18

H
35

NO 0,0178 0,71

Стеарамид (HMDB34146) 284,2916 284,2948 [M+H]+ C
18

H
37

NO 0,0052 0,74

Децендикислота (HMDB00603) 223,0943 223,0941 [M+Na]+ C
10

H
16

O
4

0,0288 0,72

α- или β-кетооктановая кислота (HM-

DB13211

или HMDB10721)

181,0827 181,0835 [M+Na]+ C
8
H

14
O

3
0,0335 0,71

Октановая кислота (HMDB00392) 165,0859 165,0886 [M+Na]+ C
8
H

14
O

2
0,0183 0,73

Молочная кислота (HMDB00190) 135,0014 135,0029 [M+2Na-H]+ C
3
H

6
O

3
0,0027 0,76

Яблочная кислота (HMDB00156) 178,9882 178,9927 [M+2Na-H]+ C
4
H

6
O

5
0,0204 0,72

Глюкуроновая кислота (HMDB00127) 239,0164 239,0138 [M+2Na-H]+ C
6
H

10
O

7
0,0303 0,71

Фосфогликолевая кислота (HMDB00816) 200,9532

156,9831

200,9535

156,9897

[M+2Na-H]+

[M+H]+

C
2
H

5
O

6
P 0,016 0,74

П-крезол сульфат (HMDB11635) 211,0033 211,0035 [M+Na]+ C
7
H

8
O

4
S 0,0050 0,76

Орнитин (HMDB00214) 133,0962 133,0972 [M+H]+ C
5
H

12
N

2
O

2
0,0227 0,72

Фосфатидилхолин (HMDB08097) 366,7848 366,7805 [M+2H]2+ C
40

H
78

NO
8
P 0,0580 0,71

КЛИНИЧЕСКАЯ ЭНДОКРИНОЛОГИЯ

doi: 10.14341/probl20146034-9
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уровень которых в плазме связан с наличием у паци-

ентов НТГ, позволили создать мб-ПГТТ (т.е. ПГТТ, 

работающий на основе метаболомного анализа кро-

ви), обладающий высокой точностью диагностики. 

Идентификация выявленных в исследовании мета-

болитов подтвердила, что мб-ПГТТ основан на ме-

таболической картине крови, отражающей развитие 

СД у пациента. Дальнейшие исследования мб-ПГТТ 

на более крупных выборках помогут более полно 

охарактеризовать эффективность теста, однако уже 

сейчас данный тест можно рассматривать как более 

воспроизводимую и быструю альтернативу исполь-

зуемому в клинике ПГТТ. 
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