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РЕФЕРАТ Настоящая работа посвящена изучению возможностей и ограничений прямого МAЛДИ (матрично-активированная лазерная десорбция/ионизация) 
масс-спектрометрического профилирования бактериальных белков для исследования микробных популяций. Оптимизирован лабораторный протокол 
анализа, включающий грубый лизис бактерий в растворе 50 % ацетонитрила, 2.5 % трифторуксусной кислоты и применение α-циано-4-гидроксикоричной 
кислоты в качестве МАЛДИ матрицы. В исследование включены два вида бактерий, традиционно относящихся к микроорганизмам с высокой пластичностью 
геномов. В совокупности проанализированы масс-спектры от 278 штаммов Neisseria gonorrhoeae и 22 штаммов Helicobacter pylori. Типичные МАЛДИ 
масс-спектры N. gonorrhoeae содержали около 70 пиков, 20 из которых были хорошо воспроизводимы. Хотя для 3 пиков обнаружены отличия в спектрах 
некоторых штаммов, в целом популяция N. gonorrhoeae отличалась низкой гетерогенностью. Этот факт свидетельствует в пользу перспективности 
использования прямого МАЛДИ масс-спектрометрического профилирования для видовой идентификации гонококка. В случае со штаммами H. pylori 
выявлена существенная вариабельность среди накопленных масс-спектров. Только 5 пиков присутствовали в более 70 % образцов и сохраняли неизменными 
значения масс для всех спектров. Хотя эти данные ставят под вопрос возможность адекватной видовой идентификации для H. pylori с помощью этого 
подхода, предложено его применение для штаммового типирования. Продемонстрировано наличие ассоциации между распределением МАЛДИ профилей 
и регионом изоляции штамма.
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вание), т.е. без фракционирования и очистки отдельных 
компонентов. 

В общем случае метод предполагает анализ сложных 
смесей клеточных компонентов (белков, пептидов, липи-
дов, нуклеиновых кислот). Однако рецептура применяе-
мых матриц и параметры снятия масс-спектров позволя-
ют регистрировать преимущественно белковые молекулы, 
что наиболее ценно: белки хорошо представлены в клетке 
в количественном соотношении и, вместе с тем, характери-
зуются определенной изменчивостью. 

Возможность регистрации масс-спектров, уникальных 
и воспроизводимых для семейств, родов, видов и подви-
дов микроорганизмов, формирует основу для применения 

ВВЕДЕНИЕ
Современная микробиология, ее прикладные направле-
ния требуют развития новых быстрых и точных методов 
для идентификации клинически значимых патогенов 
и описания их характерологических признаков – виру-
лентность, чувствительность к антибиотикам, штаммовая 
принадлежность. Одним из активно развивающихся на-
правлений в этой области является применение прямой 
МАЛДИ масс-спектрометрии для осуществления анали-
за бактериальных клеток. Относительная толерантность 
МАЛДИ к загрязнению солями и другими примесями по-
зволяет проводить прямой масс-спектрометрический ана-
лиз содержимого микробной клетки (прямое профилиро-
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масс-спектрометрии для идентификации и типирования 
бактерий, что впервые было показано в 1975 г. [1]. Несмотря 
на то, что спектр «целой клетки» (без какого-либо разделе-
ния клеточных компонентов) отражает только небольшую 
часть клеточной протеомы, он достаточно хорошо харак-
теризует таксономические особенности, что продемон-
стрировано для ряда бактерий [2, 3, 4, 5, 6]. Стоит отметить, 
что такой подход не предполагает идентификацию отдель-
ных микробных белков, а позволяет использовать уникаль-
ный масс-профиль для характеристики микроорганизма 
по принципу «отпечатков пальцев» [7]. Особенностями и, 
вместе с тем, преимуществами такого подхода перед тра-
диционными методами являются: 1) достаточно высокая 
чувствительность (105-106 клеток, или 0.5 мкг культуры 
клеток), 2) простая пробоподготовка, 3) высокая скорость 
измерения, 4) возможность автоматизации и роботизации 
всех стадий исследования. 

В настоящем исследовании возможности и ограничения 
прямого МАЛДИ масс-спектрометрического профилиро-
вания бактерий продемонстрированы для микробных по-
пуляций – Helicobacter pylori и Neisseria gonorrhoeae, ко-
торые традиционно относят к микроорганизмам с высокой 

пластичностью геномов. При этом ставились задачи оценить 
вариабельность МАЛДИ масс-профилей, отснятых по еди-
ному протоколу, внутри каждой бактериальной популяции. 

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИя

БАКТЕРИАЛьНыЕ шТАММы . В работе использованы лаборатор-
ные штаммы Escherichia coli DH5α, Neisseria gonorrhoeae 
Atcc 49226, Helicobacter pylori J99, Helicobacter pylori 
26695; 278 клинических штаммов N. gonorrhoeae, выделен-
ных в различных регионах РФ (Москва, Санкт-Петербург, 
Самара, Екатеринбург, Мурманск, Иркутск); 22 клиниче-
ских штамма H. pylori, выделенных в Монголии, Туве, Яку-
тии и Московском регионе.

Для масс-спектрометрического анализа использовали 
свежие культуры, находящиеся в стационарной фазе ро-
ста, полученные по стандартным для каждого микроорга-
низма методикам культивирования.

ПОДГОТОВКА ОБРАзцОВ ДЛя МАСС-СПЕКТРОМЕТРИчЕСКОГО АНАЛИзА . 
Лизис бактериальных клеток осуществляли путем ресу-
спендирования культуры бактерий (одиночная колония) 

Рис. 1. МАЛДИ масс-спектры экстрактов клеток штаммов E. coli DH-5α (а), N. gonorrhoeae ATCC 49226 (б), H. pylori J99 (в) и H. pylori 26695, снятые при ис-
пользовании α-CHCA матрицы

а)

в) г)

б)



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

 № 1 2009  | ActA nAturAe | 117

в 50 мкл 50 % ацетонитрила (АЦН, Sigma-Aldrich, Герма-
ния), 2.5 % трифторуксусной кислоты (ТФУ, Sigma-Aldrich, 
Германия). Полученный в результате последующего цен-
трифугирования (1 мин при 14000 об/мин) супернатант 
использовали для МАЛДИ масс-спектрометрического 
анализа. В качестве матрицы применяли α-циано-4-
гидроксикоричную кислоту (α-cyano-4-hydroxycinnamic 
acid, α-cHcA, Bruker Daltoniks, Германия) в виде насы-
щенного раствора в смеси 50 % АЦН, 2.5 % ТФУ. Все ис-
пользованные реактивы, включая воду, были аналитиче-
ской чистоты или специальные для масс-спектрометрии.

МАСС-СПЕКТРОМЕТРИчЕСКИй АНАЛИз . Масс-спектрометрический 
анализ осуществляли с помощью времяпролетного МАЛДИ 
масс-спектрометра MicroflextM (Bruker Daltonics, Герма-
ния), оснащенного азотным лазером 337 нм. Все измерения 
проводили в линейном режиме, детектируя положитель-
ные ионы. Для накопления масс-спектров мощность лазер-
ного излучения устанавливали на уровне минимального по-
рогового значения, достаточного для десорбции-ионизации 
образца. Параметры масс-спектрометра оптимизировали 
для диапазона m/z от 2000 до 20000. Внешнюю калибров-
ку проводили с использованием точных значений масс из-
вестных белков E. coli. Образец наносили на три ячейки 
планшета, для каждой из которых записывали спектр, по-
лученный в результате суммирования 10 серий спектров 
по 50 импульсов лазера для каждой. Для записи, обработки 
и анализа масс-спектров использовали программное обе-
спечение фирмы Bruker Daltonics (Германия): flexcontrol 
2.4 (Build 38) и flexAnalysis 2.4 (Build 11). Точность измере-
ния масс составляла ±2 Да.

ИНТЕРПРЕТАцИя МАСС-СПЕКТРОВ . При интерпретации масс-
спектров исходили из предположения, что большая часть 
регистрируемых пиков соответствует белковым молеку-
лам, а определяемые массы – массам целых (не фрагмен-
тированных) белков. Идентификацию белков проводили 
путем поиска совпадения значений экспериментальных 
масс с массами белков, аннотированных в соответствую-
щих базах данных (SwissProt/treMBL) с использовани-
ем ресурсов exPASy-сервера (http://ca.expasy.org/srs5/). 
При вводе параметра «молекулярный вес» использовали 
экспериментальное значение массы, измеряемое с точно-
стью ±2 Да. В случае неудачи проводили повторный поиск 
со значением массы, соответствующим утрате n-концевого 
метионина, учитывая возможность посттрансляционной 
модификации белков. 

СТАТИСТИчЕСКАя ОБРАБОТКА ДАННых . Для формирования про-
межуточных таблиц, осуществления элементарных рас-
четов, описательной статистики, построения диаграмм ис-
пользовали программные ресурсы пакета Microsoft Office 
excel 2003. Кластерный анализ производили с помощью 
программного пакета Statistica 6.0.

РЕзУЛьТАТы И ОБСУЖДЕНИЕ
Протокол прямого МАЛДИ масс-спектрометрического про-
филирования бактерий оптимизирован с использованием 
лабораторного штамма E. coli DH5α, что обусловлено имею-
щейся массивной информацией о белковых и нуклеотид-

ных последовательностях этого микроорганизма. За осно-
ву метода взят кислотный лизис бактериальных клеток, 
при котором наиболее полно экстрагируются основные 
рибосомальные белки, составляющие 20 % от общего пула 
белков E. coli [8].

В ходе проведенных экспериментов для получения 
клеточного лизата протестированы смеси растворителей 
с различными концентрациями и соотношениями АЦН 
и ТФУ, а также проанализированы три наиболее распро-
страненные матрицы, используемые для ионизации об-
разца в МАЛДИ масс-спектрометрии. Критериями оцен-
ки в данном случае являлись воспроизводимость МАЛДИ 
масс-профилей внутри одного штамма, разрешение пи-
ков масс-спектра, соотношение сигнала к шуму, число пи-
ков (представленность масс-спектра), их интенсивность 
и диапазон значений масса/заряд (m/z), регистрируемых 
в ходе анализа. На основании экспериментальных данных 
для дальнейших этапов исследования выбран оптималь-
ный раствор для лизиса бактериальных клеток (50 % АЦН, 
2.5 % ТФУ), позволяющий получить наиболее качествен-
ные масс-спектры при использовании любого матричного 
вещества, включенного в исследование. 

Подобранные условия прямого МАЛДИ масс-
спектрометрического профилирования позволили полу-

Табл. 1. Перечень максимально воспроизводимых пиков масс-спектра лабо-
раторного штамма N. gonorrhoeae ATCC 49226. Жирным шрифтом выделе-
ны пики, предположительно соответствующие рибосомальным белкам

№ M (m/z) M1 (Да) Тип иона2 Описание

1 4474 4473 M+H+ rL36

2 4511

3 4689 93773 M+2H+ rS20

4 4784 9570 M+2H+ rL27

5 5010

6 5052 5051 M+H+ rL34

7 5130 102593 M+2H+ rS19

8 5484

9 5908 5907 M+H+ rL33

10 5946

11 6053

12 6404 64023 M+H+ rL32

13 7080 7078 M+H+ rL29

14 7227 72263 M+H+ rL35

15 8068

16 8167 8165 M+H+ rL31

17 8225 82243 M+H+ rS21

18 9379 93773 M+H+ rS20

19 9570 95683 M+H+ rL27

20 10260 102593 M+H+ rS19

1 – масса белка, аннотированная в базах данных SwissProt/TrEMBL. 
2 – тип ионов указан только для пиков, которым поставлены в соответствие белки.
3 – указана масса белка с потерей N-концевого метионина.
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чить спектр E. coli, качественный состав которого анало-
гичен спектру, полученному ранее для штамма E. coli К-12 
[9], за исключением нескольких пиков. Это несоответствие 
вполне закономерно, учитывая тот факт, что нами проана-
лизирован другой штамм E. coli – DH5α. 

Типичные МАЛДИ масс-спектры, полученные для ла-
бораторных штаммов E. coli DH5α, N. gonorrhoeae Atcc 
49226, H. pylori J99, H. pylori 26695 по разработанному 
протоколу, представлены на рис. 1. Хотя снятие масс-
спектров осуществляли в диапазоне 2000-20000 m/z, 
визуально наиболее информативным является участок 
от 2000 до 12000 m/z. Более того, тщательный анализ 
масс спектров показал, что большинство пиков с m/z 
2000-4000 соответствуют двухзарядным ионам молекул, 
однозарядные ионы которых регистрируются в тех же 
спектрах. Поэтому в дальнейшем анализе основное вни-
мание уделялось области МАЛДИ масс-спектра в диа-
пазоне 4000-12000 m/z. В целом, пик-лист, полученный 
для лабораторного штамма E. coli DH5α в текущем иссле-
довании, соответствует таковому, представленному ранее 
для штамма E. coli K-12 [9]. 

Для лабораторного штамма N. gonorrhoeae Atcc 49226 
при каждом измерении регистрируется около 70 пиков, 
из которых 20 являются хорошо воспроизводимыми. Про-
веденная процедура идентификации продемонстрировала 
соответствие 14 из этих пиков рибосомальным белкам го-
нококка (табл. 1). Аналогичные данные получены для ла-
бораторных штаммов H. pylori J99 и H. pylori 26695 – вы-
явлены порядка 20 воспроизводимых белков, из которых 14 
соответствовали рибосомальным. 

В результате сравнения спектров, полученных для двух 
штаммов H. pylori J99 и 26695, обнаружены отличия (сме-
щение, наличие/отсутствие пиков) (рис. 1, табл. 2). Отли-
чия в пиках, отнесенных к рибосомальным белкам, удалось 
интерпретировать, основываясь на аннотации геномов этих 
двух штаммов, в частности, на информацию об аминокис-
лотной последовательности соответствующих белков (rL32, 
rL29, rL24, rS16), другие изменения пиков спектра объяс-
нить на данном уровне не представлялось возможным.

Отработанная методика получения воспроизводимых 
МАЛДИ масс-профилей бактериальных штаммов позволи-
ла проанализировать географически неоднородные группы 
клинических штаммов гонококка и H. pylori. 

Проведено МАЛДИ масс-спектрометрическое про-
филирование 278 клинических штаммов N. gonorrhoeae, 
выделенных в различных регионах России. По данным 
сравнительного анализа полученных масс-спектров (пик-
листов) выявлены три пика со значениями m/z, равными 
4473, 5051 и 8165, соответствующие рибосомальным белкам 
rL36, rL34 и rL31, согласно масс-спектру N. gonorrhoeae 
Atcc 49226, которые меняются у ряда штаммов на 4487, 
5081 и 8146 соответственно. Среди исследованной группы 
штаммов обнаружены четыре варианта сочетаний меняю-
щихся значений m/z этих белков. Учитывая неизменность 
остальных значений m/z в спектре, выделено четыре типа 
МАЛДИ масс-профилей (протеотипов) гонококка. Иссле-
дованные штаммы гонококка (n = 278) распределились 
следующим образом: подавляющее большинство – 236 
(84.9 %) относились к типу 1 (m/z 4473/5051/8165), со-
ответствующему контрольному штамму N. gonorrhoeae 

Рис. 2. Распреде-
ление штаммов H. 
pylori, выделенных 
от пациентов Мордовы 
(m), Тувы (t), Якутии 
(y) и Московского 
региона (mo) по ре-
зультатам кластерного 
анализа МАЛДИ масс-
профилей
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Табл. 2. Перечень максимально воспроизводимых пиков масс-спектров лабо-
раторных штаммов H. pylori J99 и H. pylori АТСС 26695. Жирным шрифтом 
выделены пики, предположительно соответствующие рибосомальным белкам

H. pylori J99 H. pylori АТСС 26695
M1 (Да) Тип иона2 Описание

№ M (m/z) № M (m/z)

1 4322 1 4322 4320 M+H+ rL36

2 5247 2 5247 5246 M+H+ rL34

3 5517 5515 M+H+ rL32

3 5530 5529 M+H+ rL32

4 5541 4 5541

5 6068 5 6068 6066 M+H+ rL33

6 6799 6 6799 67983 M+H+ rL28

7 6912 7 6912

8 6947 8 6947 6946 M+H+ Hpn4

9 7130 9 7130 71293 M+H+ rL35

10 7654 10 7654 7652 M+H+ rL31

11 7684 7683 M+H+ rL29

11 7753 7752 M+H+ rL29

12 7906 7905 M+H+ rL24

12 7917 7915 M+H+ rL24

13 8484 13 8484 8482 M+H+ rS21

14 8657

14 8972 8971 M+H+ rS16

15 8986 8985 M+H+ rS16

16 9114

15 9129

16 10067 17 10067 10065 M+H+ rS20

17 10260 18 10260

19 10384

18 10414

19 10450 20 10450 10448 M+H+ rS18

21 10544 10543 M+H+ rS19

20 10557

1 – масса белка, аннотированная в базах данных SwissProt/TrEMBL. 
2 – тип ионов указан только для пиков, которым поставлены в соответствие белки.
3 – указана масса белка с потерей N-концевого метионина.
4 – гистидин-богатый металл-связывающий полипептид Hpn (histidine-rich, 
metal binding polypeptide), про который известно, что он связывает Ni2+ и Zn2+, 
однако его функция в жизнедеятельности бактериальной клетки остается 
неясной [14].

Atcc 49226, 26 штаммов (9.4 %) были отнесены к типу 2 
(m/z 4487/5051/8165), 15 штаммов (5.4 %) к типу 3 (m/z 
4487/5051/8147) и 1 штамм из Иркутска (0.4 %) – к типу 4. 
Индекс разнообразия Симпсона [10] для типирования пря-
мым масс-спектрометрическим профилированием коллек-
ции штаммов гонококка составил 0.27.

Проведено типирование 22 клинических изолятов 
Н. pylori, выделенных в разных регионах России (Якутия, 
Тува, Мордовия, Московская область). Сравнительный 

анализ полученных масс-спектров между собой выявил 
большое количество вариаций и отличий. Основываясь 
на предположении о том, что регистрируемые смещения 
пиков – изменения значений m/z, группирующиеся во-
круг некоего среднего значения, отражают изменения 
массы и, вероятно, структуры, одного и того же белка, 
можно заключить, что только 2 из 20 белков спектра со-
храняют постоянную массу в исследованной группе. Тем 
не менее, кластерный анализ полученных пик-листов 
позволил сгруппировать анализируемые изоляты в три 
большие группы, коррелирующие с географической при-
надлежностью штаммов (рис. 2). Учитывая малый объем 
выборки (менее 30), индекс разнообразия Симпсона не вы-
числяли.

Осуществленное прямое МАЛДИ масс-спек-
трометрическое профилирование лабораторного (n = 1) 
и клинических (n = 278) штаммов N. gonorrhoeae, несмо-
тря на богатые масс-спектры – до 70 пиков, выявило од-
нородность получаемых профилей в исследуемой группе. 
Отдельно следует отметить, что в целом МАЛДИ масс-
спектры, отснятые для гонококка по разработанному про-
токолу, существенно богаче аннотированных ранее [11]. 
Наблюдаемые незначительные отличия качественного со-
става масс-спектров в группе клинических штаммов го-
нококка согласуются с нашим представлением о высокой 
консервативности рибосомальных белков. 

Низкая гетерогенность качественного состава масс-
спектров делает бессмысленным обсуждение возмож-
ности применения этого подхода для типирования 
гонококка. Однако обратная сторона этого результата – 
стабильность качественного состава масс-спектра – от-
крывает перспективы для видовой идентификации 
возбудителя с использованием данного подхода. Сфор-
мированный маркерный масс-профиль из 20 устойчи-
во воспроизводимых пиков может быть использован 
для идентификации отдельного вида путем сравнения 
его с экспериментальным масс-спектром, принадлежа-
щим неизвестному микроорганизму.

Осуществленное прямое МАЛДИ масс-спектро-
метрическое профилирование лабораторных (n = 2) и кли-
нических (n = 22) штаммов H. pylori, наоборот, продемон-
стрировало существенную гетерогенность полученных 
масс-профилей. При этом варьировал как качественный, 
так и количественный состав спектров. Если для лабора-
торных штаммов были получены относительно богатые 
масс-спектры (до 30 пиков), то для ряда клинических 
штаммов спектры были крайне бедные – 7-13 пиков. По-
добные результаты представлены и в более ранних иссле-
дованиях [12, 13], что свидетельствует о закономерности 
этого явления. В масс-профилях исследованных штаммов 
только 5 пиков сохранялись неизменными, из которых 4 
предположительно соответствуют рибосомальным белкам 
и один – гистидин-богатому металл-связывающему по-
липептиду Hpn (histidine-rich, metal binding polypeptide), 
про который известно, что он связывает ni2+ и Zn2+, однако 
его функция в жизнедеятельности бактериальной клетки 
остается неясной [14]. 

Следует отметить, что наблюдаемая нами значительная 
изменчивость внутри вида в целом согласуется с известной 
отличительной особенностью хеликобактера – выраженной 
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макро- и микрогетерогенностью генома [15, 16, 17]. Фикса-
ция внутривидовой гетерогенности данным методом дает 
основания полагать, что этот подход может быть исполь-
зован для внутривидовой классификации и типирования 
микроорганизмов, что и было продемонстрировано с при-
влечением средств кластерного анализа.

зАКЛючЕНИЕ И ВыВОДы
Обобщение опыта применения прямого МАЛДИ масс-
спектрометрического профилирования бактерий позволяет 
сделать вывод о возможной видовой идентификации воз-
будителя c использованием этого подхода, что продемон-
стрировано на примере анализа обширной группы клини-
ческих штаммов N. gonorrhoeae. Напротив, внутривидовая 
классификация и типирование микробов данным методом, 

вероятно, мало информативны для видов с низкой внутри-
видовой изменчивостью. 

С другой стороны, возможность идентификации бакте-
рий, характеризующихся высокой внутривидовой измен-
чивостью, таких как H. pylori, остается неопределенной 
и требует дальнейшего изучения. В этом случае получен-
ные данные демонстрируют перспективу использования 
прямого МАЛДИ масс-спектрометрического профилиро-
вания для штаммовой дифференцировки и типирования 
бактерий. 

Источник грантового финансирования данной работы: 
грант № 270505(# 30686) от компании  

Брукер Дальтоник (Германия). 
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