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Конденсат выдыхаемого воздуха (КВВ) содержит в себе широкий набор низко- и высокомолекуляр-
ных соединений и представляет большой исследовательский интерес для поиска маркеров социаль-
но-значимых патологий. Благодаря неинвазивному, быстрому и безопасному способу сбора проба
КВВ может служить диагностическим образцом, используемым в персонализированных приборах
мониторинга состояния организма. Применение современных высокочувствительных методов
масс-спектрометрии при анализе проб составляет основу достоверной и наиболее полной иденти-
фикации молекулярного профиля КВВ. В ходе исследования проведен сравнительный анализ не-
которых из них и предложен наиболее оптимальный подход к молекулярному профилированию
конденсата выдыхаемого воздуха с помощью масс-спектрометрии высокого разрешения. Показа-
но, что результаты анализа молекулярного профиля КВВ могут существенно зависеть как от типа
использованного для сбора КВВ устройства, так и от температуры охлаждения конденсора. Приме-
чательно, что большее количество соединений было идентифицировано в сорбированных на стен-
ках собирающих устройств остатках КВВ, дополнительно собранных при помощи органического
растворителя.
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ВВЕДЕНИЕ
Дыхательная система выполняет важнейшую

функцию жизнеобеспечения, на ее состоянии от-
ражается образ жизни и здоровье человека. Кон-
денсат выдыхаемого воздуха (КВВ) содержит в се-
бе широкий набор низко- и высокомолекулярных
соединений и представляет большой исследова-
тельский интерес для поиска маркеров социально-
значимых патологий [1–3]. Благодаря неинвазив-
ному, быстрому и безопасному сбору, проба КВВ
может служить диагностическим образцом, ис-
пользуемым в персонализированных приборах
мониторинга состояния организма. Сбор таких
проб может проводиться даже у очень тяжелых
пациентов, в том числе и с повторами через ко-
роткие интервалы времени [4–6]. Таким образом,

исследование дыхания представляется крайне
перспективным подходом к созданию скринин-
говых программ для широкомасштабного клини-
ческого применения [7–9].

По своему молекулярному составу КВВ явля-
ется сложной матрицей, химический состав кото-
рой сходен с составом альвеолярной жидкости лег-
ких. В состав КВВ входят разные классы соедине-
ний, включая белки, липиды, антитела, углеводы,
аминокислоты и другие нелетучие биомакромоле-
кулы. Суммарно КВВ человека содержит более 2000
различных соединений [10]. Соединения, присут-
ствующие в КВВ, не ограничены происхождением в
дыхательной системе и могут быть индикаторами
самых разнообразных системных процессов [11].
При развитии патологических процессов в дыха-
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тельных путях характерно изменение белкового со-
става их тканей, которое может иметь диагностиче-
ское значение, а белки и пептиды выдыхаемого воз-
духа могут являться специфическими маркерами
[4–6, 12–14].

Несмотря на недостаточную стандартизацию
методов сбора и анализа образцов [15], интерес к
исследованию КВВ продолжает расти [16, 17].
Применение современных высокочувствительных
методов, например, масс-спектрометрии (МС)
при анализе проб составляет основу достоверной
и наиболее полной идентификации молекулярного
профиля сложных смесей [18–20]. МС высокого
разрешения является высокочувствительным мето-
дом и позволяет одновременно идентифицировать
молекулы различных типов в диапазоне концен-
траций, различающихся на пять и более поряд-
ков, в том числе в КВВ [4]. В настоящее время
проводятся исследования других высокоточных
методов, таких как метаболомика и протеомика,
обладающих огромным потенциалом в области
профилирования биомаркеров выдыхаемого воз-
духа. Ввиду того, что концентрации веществ в
КВВ на несколько порядков ниже, чем в других
физиологических образцах, МС высокого разре-
шения является наиболее оптимальной для его
молекулярного анализа [21–23]. В настоящей ра-
боте проведен сравнительный анализ проб КВВ,
собранных в различных условиях, и предложен
наиболее оптимальный подход к молекулярному
профилированию конденсата выдыхаемого воз-
духа с использованием масс-спектрометрии вы-
сокого разрешения.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Сбор и приготовление пробы конденсата 

выдыхаемого воздуха
Сбор КВВ осуществляли с помощью порта-

тивного устройства R-Tube в соответствии с ранее
опубликованными протоколами [5, 6]. В качестве
доноров в исследовании приняли участие здоро-
вые, некурящие добровольцы. Протокол сбора
КВВ был утвержден комитетами по этике ИБХФ
РАН и ИМБП РАН, все доноры подписали ин-
формированное согласие на участие в исследова-
нии. Пробоподготовка для масс-спектрометрии
включала лиофилизацию пробы и селективный
триптический гидролиз, расщепляющий белок
по пептидным связям, содержащим лизин и арги-
нин [5, 6].

Хромато-масс-спектрометрический
анализ (ВЭЖХ-МС/МС)

Хромато-масс-спектрометрический анализ
(ВЭЖХ-МС/МС) образцов проводили на комби-
нированной системе, состоящей из жидкостного
хроматографа Agilent 1100 (Agilent Technologies

Inc., США) и масс-спектрометра LTQ FT Ultra
(Thermo, Германия) в соответствии с ранее опуб-
ликованными протоколами [5, 6]. Масс-спектры
собранных проб находились в диапазоне от 300 до
1600 m/z. Каждый образец КВВ был проанализи-
рован трижды и для последующего анализа ото-
браны лишь те белки, которые были обнаружены
в двух или трех повторах.

Список точных масс пептидов и масс их фраг-
ментов использовали для поиска и идентификации
белков по базе данных при помощи программы
Mascot (Matrix Science, Лондон, Великобритания;
версия 2.2.2). Для идентификации белков ис-
пользовали базу данных Swiss-Prot Human из от-
крытой базы данных последовательностей белков
UniProt (Швейцария). Для идентификации бел-
ков применили следующие параметры поиска:
фермент – трипсин; точность масс для родитель-
ского иона – 5 ppm; точность масс для MS/MS
фрагментов – 0.50 Да; модификации – окисление
метионина. Считалось, что белок достоверно
идентифицирован, если для него нашлось более
двух пептидов (Score > 24). Также считалось, что
пептид идентифицирован верно, если вероят-
ность его определения была более 95.0% согласно
алгоритму по Peptide Prophet. Предполагается,
что для надежной идентификации белков вероят-
ность их определения должна быть более 99.0%
согласно алгоритму по Peptide Prophet.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В начале исследования нами было проведено
сравнение состава проб КВВ, собранных у одного и
того же донора при использовании двух различных
устройств: 1) коммерческого продукта R-Tube (Re-
spiratory Research, США) с пластиковой трубкой и
2) изготовленного вручную устройства со стек-
лянной трубкой. Две пробы КВВ собирали в те-
чение 10 мин (с интервалом в 1 ч) при охлажде-
нии трубок до температуры –20°С. В результате
ВЭЖХ-МС-анализа при использовании устройства
R-Tube определили 77 молекулярных ионов, лежа-
щих в диапазоне масс 788–5576 Да. При использо-
вании стеклянной трубки – 103 иона, диапазон
масс – 1031–5576 Да (табл. 1). Примечательно, что
для обоих устройств еще большее количество ионов
было идентифицировано в остатках КВВ, допол-
нительно собранных со стенок устройств с исполь-
зованием метанола (табл. 1). Это может указывать
на существенную сорбцию ряда компонентов
КВВ на стенках обоих собирающих устройств.

Для дальнейших экспериментов мы использо-
вали устройство R-Tube, поскольку оно является
стандартизованным, тогда как изготовленное
вручную устройство со стеклянной трубкой пред-
ставляется менее эффективным для отделения
КВВ от примесей содержимого слюны, что, веро-
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Таблица 1. Количество молекулярных ионов, идентифицированных при использовании двух разных устройств
для сбора КВВ в зависимости от условий сбора пробы КВВ при T = –20°C в стеклянную и пластиковую трубки

Заряд
молекулярного

иона, z

Разные устройства для сбора КВВ

КВВ остаточный смыв метанолом

пластик стекло пластик стекло

2 32 82 96 146
3 29 10 59 100
4 5 3 6 22
5 8 8 3 14
6 3 0 4 5
7 0 0 0 9
8 0 0 0 7
9 0 0 0 1

Всего 77 103 168 304
Диапазон масс, Да 788–5576 1031–5576 788–5576 905–11559

ятнее всего, способствовало выявлению больше-
го количества ионов.

Для анализа белково-пептидного состава
КВВ пробы собирали при трех разных темпера-
турных режимах для охлаждении трубки устрой-
ства R-Tube: –80°C, –20°C и –10°C). Три соответ-
ствующие пробы были собраны у одного и того же
донора с интервалом не более 1 ч. В лиофилизи-
рованных пробах был проведен трипсинолиз. Из
результатов анализа полученных с использовани-
ем программы Mascot (рис. 1 и табл. 2) масс-спек-
тров можно сделать вывод, что наибольший выход
по белкам получается при сборе образца с охла-

ждением трубки при температуре T = –20°C. Тем
не менее в каждом из образцов были идентифи-
цированы уникальные белки, а количество об-
щих белков оказалось равным восьми. Как и при
анализе молекулярных ионов, общее количество
идентифицированных белков в метанольном
смыве оказалось выше во всех трех пробах, чем в со-
ответствующих образцах КВВ. Так, при температуре
T = –80°C количество белков в смыве увеличилось с
11 до 32. Несмотря на то, что в метанольных смывах
количество белков от температуры практически не
зависело, наблюдалось некоторое отличие по бел-
ковому составу. В пробе, собранной при T = –20°C
оказалось больше всего уникальных белков, а

Рис. 1. Количество идентифицированных белков при анализе КВВ и метанольного смыва, собранных при разных тем-
пературах охлаждения собирающего устройства R-Tube.
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именно восемь. Таким образом, сбор КВВ при
T = –20°С представляется наиболее оптималь-
ным. Немаловажным является также то, что дан-
ную температуру можно получить с использовани-
ем стандартной бытовой техники, что не требует
затрат на приобретение специализированного
оборудования для применения данного метода в
клинике.

Таким образом, проведенные исследования
позволяют заключить, что результаты анализа
КВВ могут существенно зависеть как от материа-
ла использованного для сбора КВВ устройства
стекло/пластик, так и от используемой температу-
ры охлаждения. Важно также принимать во вни-
мание существенную сорбцию выдыхаемых ве-
ществ на стенках собирающего устройства. Пред-
ставляется крайне целесообразным использование
органических растворителей для дополнительного

смыва сорбированных веществ. Изменение режи-
мов проведения ВЭЖХ-МС для анализа разных
классов веществ также представляется рацио-
нальным.

Работа выполнения при финансовой поддерж-
ке грантом РФФИ 18-29-09158 МК. В работе ис-
пользовали оборудование и ресурсы ЦКП ИБХФ
РАН “Новые материалы и технологии”.
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