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Введение
В ходе развития молекулярной биоло-

гии стало очевидным, что процессы, протека-

ющие в организме на генетическом, клеточ-

ном и онтогенетическом уровнях, невозмож-

но полностью описать, основываясь только

на геномных исследованиях [1–3]. Не менее

важной является информация о свойствах

белков и их роли в живых системах. Появле-

ние высокотехнологичных методов, позволя-

ющих идентифицировать первичную структу-

ру и посттрансляционные модификации бел-

ка, определить белковый состав биологиче-

ских объектов, обусловило быстрое развитие

протеомики [4]. Протеомные исследования

в ревматологии могут преследовать ряд задач,

таких как поиск диагностических биомарке-

ров, идентификация терапевтических мише-

ней и разработка методов оценки эффектив-

ности терапии [5].

Протеомные методы
Двумерный (2D) гель-электрофорез

и масс-спектрометрический (MS) анализ яв-

ляются основными методами для изучения

посттрансляционных модификаций белков

и поиска биомаркеров [6–9]. 

2D-гель-электрофорез – метод разде-

ления смеси белков, основанный на исполь-

зовании их электрических зарядов и молеку-

лярных масс. Хорошо зарекомендовав себя

при скрининговых исследованиях и работе

с эукариотами, обладающими небольшим

количеством закодированных в геноме бел-

ков, в области изучения протеома человека

данный метод оказался менее эффективным.

Анализ многокомпонентных белково-пеп-

тидных смесей, обладающих различными

физико-химическими свойствами, с помо-

щью 2D-гель-электрофореза часто не приво-

дит к желаемым результатам. Считается, что

для разделения белков более целесообразно

использовать многостадийные технологии

с преимущественным использованием 2D-

хроматографии, специализированных хро-

матографических чипов и их комбинаций

с такими технологическими приемами, как

твердофазная экстракция, осаждение, исто-

щение и т. д. [10, 11]. 

Поиск и валидация биомаркеров забо-

леваний невозможны без количественного

профилирования биологических образцов.

MS – физико-химический вид анализа, за-

ключающийся в ионизации молекул иссле-

дуемого образца с последующим разделени-

ем и регистрацией образующихся ионов [12].

Наиболее часто используются время-про-

летная (time of flight, TOF) MS, матрица-ас-

социированная лазерная десорбция-иониза-

ция (matrix-assisted laser desorption/ioniza-

tion, MALDI) и усиленная поверхностью ла-

зерная десорбция-ионизация (surface-

enhanced laser desorption/ionization, SELDI)

[13, 14]. Однако эти методы имеют ряд огра-

ничений, основным из которых является

низкий динамический диапазон измерения

молекулярных масс. В связи с этим стали

развиваться технологии количественной

оценки пептидов/белков, использующие

изотопные метки, а также методы, стандар-

тизующие хроматографическое разделение

или использующие внутренние пептидные

стандарты для калибровки. Одновременно

совершенствуются гибридные технологии,
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где хроматографическое разделение пептидов/белков со-

четается с MALDI-TOF MS [8].

Белковые микрочипы (биочипы)
Биочипы, способные проводить быстрое сверхчув-

ствительное определение множества аналитов в одном

образце, широко применяются в протеомных исследова-

ниях, демонстрируя огромный потенциал в идентифика-

ции и изучении функций белков с точки зрения протео-

ма в целом [13–15]. Их функционирование основано на

способности биологических макромолекул к высокоспе-

цифичному связыванию с другими молекулами [16, 17].

В зависимости от цели использования биочипы можно

разделить на аналитические и функциональные. Анали-

тические служат для выявления белковых профилей

в биологических жидкостях и тканях; функциональные

используются для изучения биохимических особенно-

стей протеома [15, 18, 19]. Аналитическая чувствитель-

ность биочипов примерно в 2 раза выше, чем при имму-

нофлюоресцентном и иммуноферментном анализе

(ИФА) [20]. Однако их специфичность и аффинность

сильно зависят от природы белка: структуры, размера,

наличия гидрофобных или гетерофильных боковых це-

пей, посттрансляционных модификаций [16]. Главным

элементом биочипов является совокупность микроячеек

(планарные микрочипы) или суспензия кодируемых ми-

кроносителей, содержащих молекулярные зонды (сус-

пензионные микрочипы), специфичные к одной из мно-

жества биологических молекул или их фрагментов (по-

следовательностям ДНК, РНК, белкам) [16, 21–24].

В планарных биочипах процесс идентификации исследу-

емых объектов основан на определенном пространствен-

ном расположении зондов или использовании индивиду-

альных меток. Биочипы при размере <1 см2 могут содер-

жать до 10 тыс. белковых зондов, количество которых

возможно увеличивать, используя нанопроточные уст-

ройства, нанолитографию и микроконтактную печать [3,

25, 26]. Планарные биочипы подходят для параллельного

выполнения множества индивидуальных тестов. Однако

при их использовании скорость получения и качество ре-

зультатов ограничены свойствами плоской подложки.

Суспензионные биочипы обладают целым рядом преи-

муществ перед планарными, они лишены диффузных ог-

раничений, обладают лучшими кинетическими и сепара-

ционными свойствами [21–24, 27]. Кроме того, возмож-

ность создавать суспензии из микроносителей с различ-

ной кодировкой позволяет гибко адаптировать суспензи-

онные биочипы под условия конкретного эксперимента

[28]. Для кодировки микросфер используют спектромет-

рический, графический, электронный и физические ме-

тоды (табл. 1) [22, 29–58].

Поиск биомаркеров ревматических заболеваний
Биомаркером принято считать показатель, который

можно объективно измерить, оценить и использовать в ка-

честве индикатора нормального или патологического про-

цесса в организме либо ответа на проводимую терапию [57,

58]. Теоретически каждое заболевание должно обладать

своим уникальным биомаркером [59, 60]. «Идеальный»

биомаркер должен иметь высокую диагностическую чувст-

вительность (ДЧ), специфичность (ДС) и позволять поста-

вить верный диагноз даже в отсутствие клинических при-

знаков заболевания [61]. Простота использования, стан-

дартизация, возможность четкой интерпретации являются

основными условиями успешного внедрения биомаркера

в клиническую практику [62].

В основе стратегии поиска биомаркеров лежит выяв-

ление из общего количества исследуемых показателей так

называемых кандидатных, обладающих наилучшими ДЧ

и ДС. В процессе исследования пропорционально сниже-

нию числа кандидатных биомаркеров должно возрастать

количество анализируемых образцов, что создает опреде-

ленные проблемы в связи с отсутствием соответствующего

высокопроизводительного оборудования [60–64]. Так,

при выявлении профиля из 1000 белков методом жидко-

стной хроматографии/масс-спектрометрии (LS/MS) один

образец можно обработать лишь за сутки. В результате

в исследование редко включают более 10 образцов биома-

териала, что не позволяет провести полноценный стати-

стический анализ, однако в большинстве случаев этот факт

исследователями игнорируется [63, 65]. Несмотря на боль-

шое количество выявленных кандидатных биомаркеров
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Таблица 1 Мультиплексные протеомные технологии

Расчетное количество Количество
Тип биочипа Тип твердой фазы Метод детекции одновремено измеряемых протестированных Источник

аналитов аналитов

Примечание. ПВДФ – поливиниленденфторид, PISA – определение белка in situ, UPA – универсальный анализ белков.

Планарный

Суспензионный

Полистиреновый микрочип

Модифицированный 

слайд 

для микроскопии

Микроплата, мембранный ПВДФ-фильтр

Микроплата

Нитроцеллюлозная мембрана

Полиэтиленовые микростержни, 
микроплата

Микросферы

Микрочастицы с нанобаркодом

Флюоресценция

Адресный параллельный 
химический синтез

Хемилюминесценция

Колориметрический (PISA)

Дот-блоттинг (UPA)

ИФА

Проточная цитофлюориметрия

Световая микроскопия, 
флюоресценция, MS

20 14 [45, 46]

>10 000 115 [47]

>10 000 196 [48]

>10 000 – [49]

>5000 18 [50] 

>10 000 4800 [51, 52]

96 15 [53]

≈200 48 [54]

96 96 [55, 56]

100 16 [29]

80 000 2 [38]
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различных заболеваний, основное их количество обладает

небольшим клиническим значением. Следующим шагом

является валидация кандидатных биомаркеров, при кото-

рой уже используются сотни образцов биоматериала

и в каждом определяется порядка 10 аналитов. На данном

этапе применяются иммунологические методы исследова-

ний, ограничением которых является отсутствие качест-

венных антител. Альтернативным методом может служить

MS, недостатком которого является cущественная дли-

тельность исследования: на анализ одного образца требует-

ся около 1 ч и в среднем 40 дней на все исследование (см.

табл. 1) [60–65]. 

Большинство выявляемых маркеров относятся к бел-

кам острой фазы воспаления или синтезируются в ответ на

внешние стрессовые факторы (например, медикаментоз-

ную терапию). Эти белки, составляя основную массу в сы-

воротке/плазме, мешают выделению истинных болезнь-

специфических показателей. 

В фазе клинической апробации, когда необходимо

исследовать тысячи образцов, а MS уже не эффективна

в связи с плохим сочетанием производительности и точно-

сти, используются методы, обладающие большой пропуск-

ной способностью, позволяющие тестировать максималь-

но возможное количество аналитов в одном образце [66]. 

К настоящему времени не удалось обнаружить ла-

бораторный маркер, который выявлялся бы только при

одном конкретном ревматическом заболевании (РЗ), по-

этому с целью повышения диагностической точности

в лабораторной практике начинают применяться диагно-

стические индексы, полученные путем многопараметри-

ческого анализа in vitrо (In Vitro Diagnostic Multivariate

Index Assay, IVDMIA). При их разработке следует учиты-

вать ряд рекомендаций, выполнение которых приводит

к повышению аналитической и клинической точности

результатов. Необходимо строгое соблюдение правил

преаналитического этапа для всех биологических образ-

цов, включенных в исследование. Для получения досто-

верных результатов отношение числа образцов биомате-

риала к количеству исследуемых биомаркеров должно

быть не менее 10:1. Кроме того, важно оценить аналити-

ческую и диагностическую точность каждого биомаркера

отдельно (табл. 2). 

Приводим критерии качества и достоверности

IVDMIA [67–70].

Критерии качества IVDMIA
1. Оценка аналитических характеристик (точность,

чувствительность, линейность, воспроизводимость и др.)

каждого биомаркера.

2. Соответствие ДЧ и ДС каждого аналита таковой

при его индивидуальном определении.

3. Меньшая длительность исследования, чем суммар-

но затраченное время на определение всех аналитов по от-

дельности.

4. Клиническая информативность комбинации опре-

деляемых аналитов.

Критерии достоверности IVDMIA
1. Демографическая и клиническая сопоставимость

всех групп лиц, включенных в исследование.

2. Стандартизация преаналитического этапа.

3. Достаточное для корректной статистической обра-

ботки (создания индекса) количество биообразцов.

4. Подтверждение ДЧ и ДС теста (помимо групп

больных, входящих в эксперимент) в общей популяции.

5. Сопоставимость диагностической точности индек-

са с таковой всех входящих в него компонентов.

6. Диагностическая эффективность теста должна

быть выше, чем у рутинно применяющегося однопарамет-

рического теста.

Поиск новых биомаркеров РЗ, обладающих высокой

диагностической точностью, является важной задачей сов-

ременной ревматологии (табл. 3) [71, 72]. 

При исследовании мочи пациентов с системной

красной волчанкой (СКВ) у лиц с люпус-нефритом было

выявлено повышение уровней гепсидина, сыворотчного

амилоида P (САР), простагландина D2 (ПГD2), суперок-

сиддисмутазы (СОД), ренина и протеазы [73–75]. Проте-

омный состав слюнных желез больных синдромом Шегре-

на (СШ) характеризовался гиперэкспрессией таких бел-

ков, как β-актин, α-дефенсин, кальмодулин, кальгранулин

и кератин. Повышенный уровень последнего ассоцииро-

вался с поражением ацинозных клеток, а содержание каль-

модулина и кальгранулина отражало активность воспали-

тельного процесса [76]. У пациентов с остеоартрозом (ОА)

в хондроцитах хряща при помощи 2D-гель-электрофореза

и MS было идентифицировано 20 белковых кандидатных

маркеров заболевания. Однако при дальнейших исследо-

ваниях наличие диагностического значения подтвердилось

только для сериновой протеазы (HtrA1), коллагена и ви-

ментина [77–80]. А. Claudon и соавт. [45] с помощью пла-

нарных микрочипов выявили снижение таких маркеров

костного метаболизма, как CTX-1, PINP и остеокальцин

у 56 женщин в постменапаузе с остеопорозом на фоне те-

рапии ибандронатом после 6 мес применения препарата.

В результате протеомных исследований синовиаль-

ной ткани, а также сыворотки и плазмы крови при ревма-
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Таблица 2 Этапы поиска биомаркеров

Этап Основные методы
Количество Количество

биообразцов белков/пептидов

Поиск кандидатных биомаркеров 2D-гель-электрофорез, ВЭЖХ, MS ≈10–100 >1000

Валидация кандидатных биомаркеров:

оценка ДЧ MS/MS ≈200–500 ≈100

оценка ДС ИФА, MRM ≈200–500 ≈10–50

Клиническая апробация:

оценка диагностической точности Биочипы, MRM >1000 ≈10
в широкомасштабных исследованиях

Примечание. MS/MS – масс-спектрометрия/масс-спектрометрия, MRM – мониторинг множественных реакций, ВЭЖХ –
высокоэффективная жидкостная хроматография.
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тоидном артрите (РА) с использованием MS было выявле-

но около трех десятков белков, ассоциирующихся с забо-

леванием [88, 89]. Особый интерес вызвали сывороточный

амилоидный белок А (САА), супероксиддисмутаза (СОД),

триоз-фосфат изомераза (ТФИ), так как их повышение

было выявлено независимыми исследователями. Установ-

лено, что, в отличие от других РЗ, при РА более часто обна-

руживается белковый гетерокомплекс S100A8/S100A9 [90,

91]. K. Raza и соавт. [92], используя суспензионные биочи-

пы провели исследование цитокинового профиля синови-

альной жидкости у больных РА и пациентов с другими ва-

риантами неревматоидного персистирующего артрита на

ранней стадии развития. Авторами показано транзиторное

увеличение концентрации интерлейкина 2 (ИЛ2), ИЛ4,

ИЛ13, ИЛ17, ИЛ15, фактора роста фибробластов β
(ФРФβ) и эпидермального фактора роста (ЭФР) у больных

с ранним РА и повышение уровня интерферона γ (ИФγ)

при недифференцированном и псориатическом артрите.

W. Hueber и соавт. [93] выявили при раннем РА достовер-

ное увеличение концентрации провоспалительных цито-

кинов: ИЛ1β, фактора некроза опухоли α (ФНОα),

ИЛ12р40, ИЛ13 и хемокинов: ИФγ-индуцибельного белка

(ИБ10), моноцитарного хемоаттрактного белка (МХБ1),

эотаксина, а при псориатическом артрите и спондилоар-

трите – ИЛ8. S. Syversen и соавт. [94] сделали вывод об ас-

социации содержания эотаксина в сыворотке крови
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Таблица 3 Протеомные маркеры РЗ

Заболевание
Биологический 

Метод Протеомные маркеры Источник
материал

РА Сыворотка крови SELDI-TOF САА* [81]

TMS Кальгранулин* А, В* и С* [97]

Плазма крови FT/MS Актин, кальгранулин А*, В* и С*, талин 1, тимозин β4, виментин* [82]

2D-гель-электрофорез, Коактозин-подобный белок-1* [83]
MALDI-TOF

SELDI-TOF Аполипопротеин A-1*, тромбоцитарный фактор 4* [86]

2D-гель-электрофорез САА* [87]

Синовиальная TMS Кальгранулин А*, нейтрофильный [88]
жидкость/ткань галактиназа-ассоциированный липокалин*, ТФИ*

MALDI-TOF Нейтрофильный галактиназа-ассоциированный липокалин*, [98, 99]
кальгранулин А*, B, α-энолаза*, аннексин*, СОД*, катепсин D*, 
АТФаза эндоплазматического ретикулума, пероксиридоксин 2*, 

трансглутаминаза 2, гомолог Tubby-протеина, тиоредоксин 
домен-содержащий протеин 5*

Цереброспинальная 2D-электрофорез Сератотрансферрин, транстиретин, простангландин-D-синтетаза [100]
жидкость

Слюна MALDI-TOF 6-фосфоглюконат дегидрогеназа, белки семейства 14-3-3*, 
аполипопротеин А*, кальгранулин А* и В, эпителиальный белок, 

связывающий жирные кислоты*, GRP78/BiP-белки*, пероксиредоксин-2*

ОА Синовиальная ткань SELDI, DESI Алкоголь-дегидрогеназа, аденилат-киназы изоэнзим 1, [101]
аннексин-1*, коллаген I* и VI* типа 

Хрящевая ткань LTQ-FT/MS α-Энолаза, флавин-редуктаза, Hsp-27*, HtrA1*, пируват-киназы [102]
изоэнзим M1/M2, фосфатидилэтаноламин-связывающий белок, 

тиоредоксин-зависимая пероксид-редуктаза, виментин*

Хондроциты MALDI-TOF Реактивные формы кислорода, супероксиддисмутаза-2, [103]
митохондриальная супероксиддисмутаза, ассоциированный 

с рецептором ФНО белок-1

2D-гель-электрофорез Виментин [104]

АС Сыворотка крови TMS Предшественник гаптоглобина* [105]

Мононуклеары УВЭЖХ/ESI Кератин, белок – активатор протеосомы 20S, супероксиддисмутаза* [106]
периферической крови

СКВ Моча SELDI-TOF Гепсидин-20*, -25*, [73]

2D-гель-электрофорез Простагландин D2*, ренин*, сывороточный амилоидный белок P*, [74]
супероксиддисмутаза*, протеазы*

СШ Слюна 2D-гель-электрофорез α-Амилаза*, α-дефенсин*, амилаза (профермент), β-актин*, [107, 108]
кальгранулин А* и В*, карбоангидраза, предшественник цистатина*, 

белок, связывающий жирные кислоты, глутатион, кератин*, 
ингибитор лейкоцитарной эластазы, пролактин-индуцируемый белок, 

сывороточный альбумин, витамин D

ВЭЖХ/ESI α-Дефенсин* [109]

Слюнные железы ESI/ TMS α-Дефенсин*, кальмодулин* [76]

Примечание. АС – анкилозирующий спондилит, SELDI – усиленная поверхностью лазерная десорбция-ионизация, TMS – тандемная масс-спектрометрия, FT/MS –
квадрупольная масс-спектрометрия, УВЭЖХ – ультравысокоэффективная жидкостная хроматография, DESI – десорбционная ионизация под действием электрорас-
пыления, LTQ-FT/MS – гибридная масс-спектрометрия: линейная квадрупольная ионная ловушка – ионно-циклотронный резонанс с преобразованием Фурье, ESI –
ионизация электрораспылением. * – маркер описан в нескольких независимых исследованиях.
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с рентгенологической прогрессией суставной деструкции.

W. Jager и соавт. [95] выявили повышение уровня ФНОα,

фактора, ингибирующего миграцию макрофагов, МХБ1,

макрофагального воспалительного белка (МВБ1α), эотак-

сина-1, макрофаг-производного хемокина и CXCL9

в плазме крови больных ювенильным идиопатическим

артритом. При этом в синовиальной жидкости увеличение

концентрации ИЛ6, ИЛ8, ИЛ15, МХБ1, МВБ1α и ИБ10

было более выраженным, чем в плазме. 

P. Сhandra и соавт. [46] с помощью планарного и сус-

пензионного мультиплексного анализа создали панель из

6 кандидатных антигенов: histone 2B/e, виментин, фибри-

ноген А, олигомерный матриксный протеин хряща

(COMP), профилагрин, IgA ревматоидный фактор (РФ),

специфичных для РА. ДЧ и ДС данной панели оказались

сопоставимыми с показателями для антител к циклическо-

му цитруллинированному пептиду и превышали таковые

для РФ. Накопленная к настоящему времени информация

об особенностях белкового профиля при РА позволила со-

здать IVDMIA для определения индекса активности болез-

ни, основанный на измерении концентрации 12 ключевых

белков (молекулы адгезии сосудистого эндотелия 1-го ти-

па, ЭФР, васкулоэндотелиального фактора роста, ИЛ6,

ФНОP1, матриксных металлопротеиназ 1 и 3, хрящевого

гликопротеина 39, лептина, резистина, САА и С-реактив-

ного белка, ассоциирующихся с определенными компо-

нентами DAS28 [96].

Таким образом, использование современных проте-

омных технологий, позволяющих модифицировать имею-

щиеся и создавать новые концепции поиска и валидации

биомаркеров, открывает широкие перспективы для разви-

тия лабораторной диагностики РЗ.
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