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Цель исследования – выявление масс-спектрометрических протеомных маркёров токсигенности V. cholerae для 
разработки экспресс-диагностики возбудителя в формате MALDI-ToF. Компьютерному анализу подвергали масс-
спектрометрические электронные паспорта 140 штаммов V. cholerae c заведомо известной характеристикой штам-
мов, которые были разделены на две основные группы по параметру наличия или отсутствия гена холерного токсина 
(ctx- и ctx+). Впервые выявлен таксон – специфический маркёрный белковый пик, имеющий мол. массу 3202 Da, характер-
ный для штаммов V.cholerae ctx+ и нехарактерный для V.cholerae ctx-.
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Identification mass-spectrometry of marker proteins of toxicity of V. cholerae for development the express of diagnostics of the 
causative agent of cholera on the basis of the computer analysis in the MALDI-ToF format of electronic profiles became the 
purpose of our research. Subjected to the computer analysis mass and spectrometer electronic passports 140 of strains of V. 
cholerae with obviously known characteristic of strains which were divided into 2 basic groups in the parameter of existence or 
lack of a gene of cholera toxin (ctx-and ctx+). We for the first time revealed a taxon - the specific marker protein ceous peak having 
a molecular mass of 3202 Da characteristic of strains of V.cholerae ctx + and unrepresentative for V.cholerae ctx-.
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Введение. Из масс-спектрометрических методов для изу-
чения протеома микроорганизмов широко используется ме-
тод времяпролётной масс-спектрометрии на базе матрично-
активированной лазерной десорбции/ионизации (англ. Matrix 
Assisted Laser Desorption/Ionization – MALDI) с времяпролёт-
ным разделением (англ. Time of Flight – ToF) ионов (MALDI-
ToF-MS). Можно выделить два основных технологических 
приёма, основанных на времяпролётной спектрометрии. В 
основе одного из них лежит предварительное разделение бел-
ков путём двухмерного электрофореза с последующей тан-
демной масс-спектрометрией (MS-TOF-TOF).Такой анализ 
позволяет идентифицировать белки не только клеток, но и 

тканей путём фингерпринта [1–5]. В основе второго подхода 
лежит прямое белковое профилирование клеток микроорга-
низмов и получение виртуального «облика» клетки, её про-
теомного спектра, минуя отдельный этап разделения белков. 
Диапазон изучаемых масс рибосомальных белков лимити-
рован 2000–18000 Da, что достигается использованием в ка-
честве матрицы α-циано-4-гидроксикоричной кислоты, этот 
подход лежит в основе идентификации микроорганизмов 
[2]. Данный масс-спектрометрический метод ограничивается 
коммерческой базой данных, в которую не входит вид Vibrio 
cholerae [6, 7] Все штаммы холерных вибрионов, исследуе-
мые на масс-спектрометре, определялись как Vibrio albensis с 
высокой степенью достоверности [8]. Точная идентификация 
холерных вибрионов становится возможной только после вне-
сения протеомных профилей одного или двух представителей 
в базу данных Biotyper. Достоверные результаты идентифика-
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ции вибрионов описаны в ряде работ [2, 8–11]. Линейная масс-
спектрометрия микроорганизмов – экспресс-метод идентифи-
кации до вида на основе константных рибосомальных белков 
клетки. Наличие же в спектре и вариабельных белков может 
дать возможность характеризовать такие признаки бактерий 
внутри вида, как токсигенность, наличие или отсутствие дру-
гих признаков вирулентности, характеризующих возможную 
тяжесть течения инфекционного процесса. Эти характеристи-
ки обычно конкретизируются с помощью бактериологических 
методов или ПЦР-анализа [12–14]. Перспективы внутривидо-
вой масс-спектрометрической дифференциации становятся 
возможными при создании виртуальных музеев – коллекций 
микроорганизмов [8, 15, 16].Они должны содержать информа-
цию не только о комплексе молекулярных масс белков, боль-
шого количества штаммов представителей отдельных групп 
вида, но и их гено - фенотипическую характеристику [8, 15]. 
Такой комплекс информации даёт возможность определить не 
только маркёрные белки вирулентности, но и происхождение 
штаммов и их филогенетическое родство на основе построе-
ния дендрограмм. Протеомные MALDI-ToF-MS зеркально 
отображают дендрограммы на основе VNTR-типирования [2, 
8]. Информация, включающая конечный результат в виде так-
сономической идентификации микроорганизмов и их происхо-
ждение, базируется на детальной характеристике графических 
спектров и таблиц (MSP - Peak List). Биохимический профиль 
клетки в виде протеомного спектра и его числовых характе-
ристик интересен с научной точки зрения, он является мета-
болическим «отпечатком пальцев» представителя. На основе 
визуального или компьютерного анализа можно установить 
сходство и отличия клеток штаммов внутри вида. При этом 
исследователями делается попытка выявить маркёрный белок 
или комплекс белков, характерных для определённой группы 
штаммов, объединённых общим признаком [9, 11, 12, 17].Та-
ким маркёром для V. cholerae мог бы стать белок OmpU, обна-
руживаемый масс-спектрометрическим путём, при использо-
вании другой матрицы и перенастройки параметров прибора. 
Нестандартная пробоподготовка и несоответствие массы белка 
OmpU (m/z = 34565 Da) и диапазона масс для идентификации 
(2000–18000 Da) значительно усложняют методику[18]. На 
данный момент не описан подход к выявлению токсигенных 
холерных вибрионов в процессе идентификации или на осно-
ве уже идентифицированных микроорганизмов при помощи 
линейной масс-спектрометрии в диапазоне мол. масс 2000–
18000 Da при использовании α-циано-4-гидроксикоричной 
кислоты, что является стандартной пробоподготовкой. Встре-
чаются работы, в которых описаны попытки сделать это, но 
осуществить внутривидовую дифференциацию по эпидеми-
ческой значимости штаммов V.cholerae не удалось [19].

Для возможного выявления белка или комплекса белков, 
характерных для токсигенных штаммов V. cholerae, все  элек-
тронные протеомные паспорта возбудителей холеры были 
разделены на две группы по параметру – наличия или отсут-
ствия гена холерного токсина.

Цель исследования – выявление масс-спектрометрических 
протеомных маркёров токсигенности V. cholerae для разработ-
ки экспресс-диагностики возбудителя в формате MALDI-ToF.

Материал и методы. Работа проведена на масс-
спектрометре MALDI-ToF Bruker Daltonics. Профили полу-
чали с помощью  программ Flex control и Biotyper 3.0. В ка-
честве матрицы использована α-циано-4-гидроксикоричная 
кислота, позволяющая получить спектр в диапазоне мол. 
масс 2000–18000 Da, которые лежат в основе биотипирова-
ния. Масс-спектрометрический профиль микроорганизма 
представляет собой график, на котором по оси абсцисс от-
ложены масс-заряды (m/z) (молекулярные массы), а по оси 
ординат – интенсивность пика (т. е. количество белка с кон-
кретной молекулярной массой, выражающейся в процентах). 

Интенсивность (количество белка) оценивается относитель-
но самого высокого 100% пика (наибольшего количества 
какого-то конкретного белка). Значение масс-заряда (m/z) 
можно приравнять к значению массы, так как заряд равен 1 (z 
= 1; m/1 = m). Ограничение диапазона масс 2000–18000 Da.

Масс-спектр, состоящий из пиков разной интенсивности, 
является графическим отображением масс-пик листа (MSP - 
Peak List), который представляет собой таблицу всех молеку-
лярных масс полученных профилей каждого штамма. Этот 
электронный паспорт отражает числовую характеристику 
протеомного спектра микроорганизма, около 70 наиболее 
значимых для каждого штамма белков в графике. Паспорт 
имеет вид таблицы,  в первом столбце которой показана мас-
са белков (Da) (m=m/z), во втором – интенсивность пика (%). 
Интенсивность пика отражает процентное соотношение ко-
личества белков с конкретной массой относительно макси-
мального. Например 100% пик указывает на то, что белок с 
конкретной массой присутствует в данном образце в макси-
мальном количестве, остальные соотносятся  в сравнении с 
данной величиной.

Анализ производился при помощи программы Microsoft 
Excel.

Компьютерному анализу подвергали масс-
спектрометрические паспорта штаммов V. cholerae (n = 140), 
c заведомо известной характеристикой (биовар, серогруппа, 
серотип, год, место и объект выделения, наличие генов ток-
сигенности). Нас интересовала ПЦР-характеристика вибрио-
нов на наличие или отсутствие гена холерного токсина (ctx+/
ctx-). Из 140 охарактеризованных в ПЦР штаммов: V. cholerae 
О1 classica (n = 2) (ctx+  2штамма), V. cholerae О1El Tor(n = 69) 
(ctx+  23штамма/ ctx-  46 штаммов), V. cholerae О139(n = 32) 
(ctx+  17штаммов/ctx-  15штаммов), V. cholerae non О1/O139(n 
= 37) (ctx+  17штаммов/ ctx-  20штаммов) (см. таблицу).

Масс-спектрометрические паспорта MSP-Peak List пере-
носились в ручном режиме в таблицу Microsoft Excel. Каж-
дый столбец соответствовал характеристике одного штамма. 
В верхних ячейках столбца отражались сведения о фено-
типической и таксономической характеристике штамма. В 
остальных ячейках столбца, расположенных ниже, – значе-
ния масс, характерных для данного штамма, от 3000 до 18 
000 Da. Все столбцы (штаммы) разделены на две основные 
группы по параметру наличия или отсутствия гена холерного 
токсина (ctx+ и ctx-). В левой части таблицы –столбцы с па-
раметром наличия гена, в правой – отсутствия. Проводился 
поиск одинаковых значений масс (+/- 2 Da) среди штаммов 
визуальным способом, каждому значению масс присваивал-
ся определённый цвет ячейки.

Результаты. Методика поиска одинаковых значений масс 
в программе Microsoft Excel позволила обратить внимание на 
белок с мол. массой 3202 (+/-2) Da, который присутствовал у 
большинства штаммов вида V.cholerae, охарактеризованных 
методом ПЦР как токсигенные. Данный белок отсутствовал 
практически у всех атоксигенных вариантов штаммов.

В группу токсигенных штаммов (n = 59) входило: 2 штам-
ма V. cholerae О1 classica, 23 штамма V. cholerae О1ElTor, 17 – 
V. cholerae О139 и 17 – V. cholerae non О1/O139. Cреди 59 штам-
мов белок с массой 3202 Da встречался у 51 (86,4%) штамма, 
и только 8(13,6%) штаммов не имели этого белка. Процент-
ное соотношение наличия белка 3202 Da внутри групп (серо-
группы и биовары) выглядит следующим образом: оба токси-
генных штамма (100%) V. cholerae О1 classica имели данный 
пик, пик присутствовал у19 штаммов V. cholerae О1ElTor 
(82,6%), 14 штаммов V. cholerae О139 (82,4%), 16 штаммов V. 
cholerae non О1/O139 (94,1%) (рис. 1; см. таблицу).

Группа атоксигенных штаммов (n = 81) состояла из 
46 штаммов V. cholerae О1ElTor, 15 – V. cholerae О139 и 20 
– V. cholerae non О1/O139. Среди 81 штамма белок с массой 
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3202 Da отсутствовал у 72(88,9%) штаммов из 81, и только 
9(11,1%) штаммов имели этот белок. Отсутствие белка с мас-
сой 3202 Da в группах атоксигенных штаммов представляет 
следующее распределение: 42 (91,3%)  штамма из 46 V. chol-
erae О1ElTor не имели данного белка. Все штаммы V. cholerae 
О139ctx- (100%) не имели пик 3202 Da. Среди V. cholerae non 
О1/O139 данный пик отсутствовал у 15(75%) из 20 штаммов  
(рис. 2; см. таблицу).

Высокие показатели достоверности (p = 0,021) принад-
лежности белка с мол. массой 3202 Da к токсигенным ва-
риантам свидетельствуют о том, что наличие данного белка 
действительно является таксон-специфическим маркёрным 
белком, характеризующим штамм Vibrio cholerae как ток-
сигенный. Соответственно отсутствие белка  указывает на 
атоксигенность штамма.

Следующей числовой позицией, характеризующей масс-
заряд клетки, является количество данного белка, измеряемого 

интенсивностью. Оценка интенсивности пиков с массой 3202 
Da среди штаммов, имеющих ctx+ ген (59 штаммов), показа-
ла, что средний показатель интенсивности пика 65%, из них 
с показателем интенсивности 100% встречался в 19 случаях 
из 59. Если рассматривать средний показатель интенсивности 
пика среди токсигенных вариантов по группам, то он состав-
лял: V. cholerae О1classica – 78%, V. cholerae О1ElTor – 70%, V. 
cholerae О139 – 46%, V. cholerae non О1/O139  – 75% (рис. 3).

У некоторых (n=9) атоксигенных штаммов, при отсут-
ствии гена холерного токсина (ctx-), присутствовал пик 3202 
Da, которого не должно было быть. Анализ интенсивности 
пиков данных штаммов, показал среднее значение  22,4% 
(среднее значение в группах (биовары, серогруппы) V. chol-
erae О1classica – 0%, V. cholerae О1ElTor  – 10%, V. cholerae 
О139 –  0%, V. cholerae non О1/O139 – 33%). Высокая степень 
достоверности различий (p = 0,03) между значениями ин-
тенсивности пика в группах токсигенных и атоксигенных 
штаммов позволяет судить о влиянии интенсивности пика на 
характеристику токсигенности штамма (см. рис. 3).

Наличие белка с массой 3202 Da является таксонспеци-
фическим маркёром наличия ctx гена, что подтверждается в 

Диагностическая эффективность, отражающая специфичность белка с мол. массой 3202 Dа, характерного для токсигенных штаммов
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Рис. 1. Количественное соотношение среди токсигенных 
штаммов V.cholerae с наличием и отсутствием белка массой 
3202 Da ctx+ (n = 59).
По оси абсцисс – биовары, серогруппы V.cholerae ctx+ , столбцы собра-
ны в пары по признаку наличия и отсутствия маркёрного белка; по оси 
ординат – количество штаммов.

Рис. 2. Количественное соотношение среди атоксигенных 
штаммов V.cholerae с отсутствием и наличием белка массой 
3202 Da ctx- (n = 81).
По оси абсцисс – биовары, серогруппы V.cholerae ctx-, столбцы собраны 
в пары по признаку наличия и отсутствия маркёрного белка; по оси ор-
динат – количество штаммов.
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123 (88%) случаях из 140 среди токсигенных и атоксигенных 
штаммов вместе взятых, это свидетельствует о высокой диа-
гностической эффективности метода. За пределы нашей тео-
рии выходит 17(12%) штаммов из 140,  все эти штаммы отно-
сятся к разным годам и местам выделения. Среди них 8 штам-
мов V. cholerae О1ElTor (4 ctx+/4 ctx-), 3 штамма V. cholerae О139 
(3 ctx+), 6 штаммов V. cholerae non О1/O139 (1 ctx+/5 ctx-).

Обсуждение. Выявление маркёрных белков внутри вида 
и их принадлежность к определённой таксономической груп-
пе становится возможным благодаря созданию баз данных, 
в которые закладываются автором персонифицированные 
таксономические параметры, генетические характеристи-
ки токсигенности, что поможет сориентироваться в опреде-
лении эпидемической значимости [9, 11, 12, 17]. Наличие 
масс-спектрометрических электронных паспортов штам-
мов даёт уникальную возможность – изучать молекулярно-
биохимические параметры микроорганизма в виртуальном 
формате. Сравнивая масс-спектры между собой, можно про-
изводить внутривидовые исследования, выявлять маркёр-
ные белки патологического процесса. Это в последние годы 
стало отражаться в публикациях, посвящённых изучению 
отдельных белков на масс-спектрометре в линейном режи-
ме. Благодаря созданию таких баз данных получены масс-
спектрометрические белковые профили штаммов возбудите-
лей бруцеллёза, что позволило выявить 12 возможных родоспе-
цифических фрагментов белков[20]. Коллекция масс-спектров 
E. coli позволила установить маркёрные белки, отличающие 
гемолитическую вирулентную популяцию, вызывающую дис-
кинезию желчевыводящих путей, от негемолитической по 
наличию пика cm/z 9000 Da и идентифицировать эшерихии, 
вызывающие дисфункциональные нарушения желчевыдели-
тельной системы. При восстановлении функционирования 
желчевыделительной системы гемолитический признак у 
эшерихий исчезает, что соответствует исчезновению пика с 
m/z 9000 Da  и появлению негемолитических форм с домини-
рующим комплексом белков, имеющих m/z 5700 Da [12]. Про-
ведён масс-спектрометрический анализ представителей рода 
Yersinia. Обнаружены два специфических пика, характерных 
для подвида pestis (m/z 3064 и m/z 5796), один – для подвида 
caucasica (m/z 3237). Маркёр m/z 3064 регистрировался только 
у вирулентных штаммов Y.pestis [19]. Что касается V.cholerae, 
то все исследуемые на масс-спектрометре штаммы опреде-

лялись как V. albensis с высокой степенью до-
стоверности. Компьютерный анализ в форма-
те MALDY-ToF данного штамма показал, что 
протеом спектра демонстрирует существенные 
отличия, при том что не отличается по таксо-
номическим признакам от представителей  
V. cholerae [21]. Внесение в коммерческую базу 
нескольких штаммов Vibrio cholerae, позволяет 
проводить идентификацию возбудителей холе-
ры. Внутривидовое типирование, установление 
филогенетического родства и происхождения 
штаммов холерных вибрионов, появление ко-
торых на территории Российской Федерации 
носит заносной характер, невозможны без рас-
ширенной библиотеки спектров рибосомаль-
ных белков представителей вида V. cholerae. 
[8]. По данным литературы осуществить вну-
тривидовую дифференциацию по эпидемиче-
ской значимости, серогруппе, биовару не уда-
валось [19]. В нашей работе такую закономер-
ность удалось найти.

Ранее   опубликованы  данные  о выявле-
нии  маркёрного  белка  OmpU (m/z = 34565 
Da) масс-спектрометрическим методом, в ра-
боте использовалась матрица – феруловая кис-

лота (3-метокси-4-гидроксикоричная кислота, Ferulic Acid), 
позволяющая расширить диапазон изучаемых масс до 80 000 
Da. Принадлежность найденной авторами массы 34 565 Da 
к белку наружной мембраны OmpU доказана методом масс-
спектрометрии с выделением чистого белка путём двухмер-
ного электрофореза. Нами использована матрица α-циано-4-
гидроксикоричная кислота, предназначенная для стандартной 
методики масс-спектрометрии микроорганизмов и идентифи-
кации в диапазоне  2000–1800 Da. При этом коммерческие базы 
данных протеомов микроорганизмов созданы с применением 
матрицы на основе α-циано-4-гидроксикоричной кислоты, сле-
довательно, идентификация с использованием другой матрицы 
станет невозможной, так как разные диапазоны масс не смогут 
соотноситься друг с другом. Минусом данной методики являет-
ся то, что для выявления белка OmpU (m/z = 34 565 Da) необхо-
димо два этапа исследования. Первый этап – определение вида 
микроорганизма стандартным методом с матрицей, предназна-
ченной для идентификации при определённых настройках при-
бора. Второй этап – это  повторное нанесение образца на мишень 
с другой матрицей и перенастройкой параметров прибора, что 
усложняет процесс. Теряются основные преимущества метода 
линейной масс-спектрометрии – быстрота и простота процесса 
[18]. В нашем случае невозможно говорить о каком-то конкрет-
ном белке. Выявлен специфический маркёрный белковый пик с 
мол. массой 3202 Da, характерный для штаммов V.cholerae ctx+ 
и нехарактерный для V.cholerae ctx-, что подтверждается в 88% 
выборки. Обнаружение данного маркёрного белка в MALDI 
масс-спектре может стать поводом для проведения генетиче-
ской оценки токсигенности штаммов.

Показатель интенсивности обнаруженного пика отража-
ет характеристику токсигенности штамма; так, средний по-
казатель среди ctx+ штаммов составляет 65% против 22,4% у 
атоксигенных вариантов, где пика не должно быть. В группе 
токсигенных штаммов 19 из 59 имеют пик со 100% интен-
сивностью, в редких случаях встречаются низкие показате-
ли. Среди всех атоксигенных штаммов, у которых белок все 
же присутствует, только у одного встречается максимальный 
показатель интенсивности пика (100%) (см.рис. 3).

Обнаружение пика с массой 3202 Da при помощи соз-
данной базы данных и компьютерного анализа спектра 
протеома поможет определить эпидемическую значимость 
штаммов.
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Рис. 3. Интенсивность (в %) пиков с массой 3202 Da среди токсигенных и 
атоксигенных штаммов V. cholerae.
По оси абсцисс – порядковые номера штаммов, имеющих белок массой 3202 Da;
по оси ординат – интенсивность (в %) пиков
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