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Актуальность проблемы своевременной диагностики вирусных инфекций в настоящее время сложно переоценить.  
По данным ВОЗ, ежегодно регистрируются десятки вспышек заболеваний вирусной природы как в развивающихся, так 
и в развитых странах. При этом только один вирус сезонного гриппа способен поражать до 20% населения даже в евро-
пейских странах с высоким уровнем медицины. Ежегодное количество смертей по причине вирусных инфекций согласно 
официальной статистике превышает 600 тыс. человек по всему миру. Расширение арсенала надёжных и достаточно 
быстрых методов диагностики вирусных заболеваний позволило бы внести значительный вклад в снижение показателей 
заболеваемости и смертности. Молекулярно-генетические методы в данный момент остаются наиболее распростра-
нённым способом идентификации вирусов в клинической лабораторной диагностике, однако они обладают рядом недо-
статков, таких как необходимость проведения диагностических исследований в специализированных условиях. В связи с 
этим имеющийся спектр инструментов для идентификации и исследования опасных для человека вирусов нуждается в 
постоянном дополнении и усовершенствовании. Метод MALDI-ToF масс-спектрометрии сочетает в себе степень точ-
ности и универсальности, достаточные как для идентификации клинических штаммов, выделенных от больных, так и 
для изучения фенотипических свойств вирусов в условиях исследовательских лабораторий и центров. Приведена и обоб-
щена основная информация об уже существующем или потенциально возможном применении метода времяпролетной 
масс-спектрометрии с матрично-ассоциированной лазерной десорбцией/ионизацией для идентификации вирусов.
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It is difficult to overestimate the urgency of the problem of well-timed diagnosis of viral infections. According to the WHO, dozens 
of outbreaks of viral diseases are recorded annually, both in developing and developed countries. Moreover, the seasonal flu virus 
alone is capable of infecting up to 20% of the population, even in European countries with a high level of medicine. And the annual 
number of deaths due to viral infections, according to official statistics, exceeds 600 thousand people around the world. That’s why 
the provision of a reliable and fairly rapid diagnosis of viruses, along with subsequent therapy, makes a significant contribution 
to reducing the incidence of mortality. Despite the fact that PCR-based methods currently remain the most common method for 
identifying viruses in clinical practice, as recent experience shows, in addition to the already known disadvantages, in the event 
of large outbreaks, such test systems may simply not be in the required amount. In this regard, it is necessary to supplement and 
improve the existing tools for identification and research of clinically significant viruses. The MALDI-TOF mass spectrometry 
method combines a degree of accuracy and versatility, sufficient both for the identification of clinical strains isolated from patients, 
and for the study of the phenotypic properties of viruses in research laboratories and centers. This article presents and summarizes 
the main data on the existing or potential application of the method of time-of-flight mass spectrometry with matrix-associated 
laser desorption / ionization for the identification or study of viruses.
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Быстрая и точная идентификация возбудителя, в том 
числе вирусной природы, во многих случаях критиче-
ски важна для выбора терапии, последующей оценки её 
эффективности и корректировки, прогноза заболевания 
в целом [1]. Схожесть клинических признаков многих 
вирусных инфекций различной этиологии делает лабо-
раторный анализ важнейшей частью их диагностики [2]. 
Соответственно, совершенствование имеющихся мето-
дов идентификации вирусов, вызывающих у человека 
заболевания, постоянный поиск новых диагностических 
инструментов является актуальным аспектом как для 
специалистов медицинских учреждений, так для науч-
ных сотрудников в исследовательских центрах.

Метод масс-спектрометрии применяется несколь-
ко десятилетий в большинстве областей человеческой 
деятельности, где требуется качественный или количе-
ственный анализ вещества [3–5], и имеет свои устояв-
шиеся ниши, как в клинической лабораторной диагно-
стике, так и в сфере фундаментальных или прикладных 
исследований. Времяпролётная масс-спектрометрия с 
матрично-активированной лазерной десорбцией/иони-
зацией (MALDI-ToF МС) нашла наибольшее приме-
нение в медицинских учреждениях, прежде всего, как 
инструмент скрининга большого количества образцов 
культур микроорганизмов, выделенных из клиниче-
ского материала (кровь, раневое отделяемое). Масс-
спектрометрический метод идентификации микроор-
ганизма основан на выявлении полного спектра кле-
точных белков, формирующих индивидуальный для 
каждого вида или даже штамма профиль [6]. Чаще всего 
белковый профиль определяется консервативными ри-
босомальными белками, поскольку они представлены 
наиболее количественно [7]. В целом протеомный со-
став клетки микроорганизма может в различной степе-
ни варьироваться даже среди штаммов одного вида в 
зависимости от условий роста, наличия резистентности 
к антибиотикам и многих других факторов. Благодаря 
этому возможно определение таксономической принад-
лежности и свойств микроорганизма по его изменению 
в масс-спектрограмме [8]. Наличие пополняемых ком-
мерческих баз данных масс-спектров, простота и де-
шевизна проведения анализа позволяют использовать 
MALDI-ToF МС в качестве рутинного метода наряду с 
бактериологическим или ПЦР-методиками. К его недо-
статкам можно отнести, прежде всего, стоимость при-
обретения масс-спектрометров, необходимость наличия 
чистой культуры микроорганизма для анализа. Разви-
тие технологии MALDI-ToF МС в течение последних 
лет, совершенствование оборудования и программного 
обеспечения для масс-спектрометрического анализа по-
зволили свести перечисленные недостатки к минимуму. 
Функциональные линейки приборов в последние годы 
значительно расширились, что в совокупности позволя-

ет приобретать MALDI-ToF-анализаторы для решения 
конкретных задач даже не самым крупным диагности-
ческим лабораториям и стационарам. Совершенствова-
ние методик выделения белковых компонентов микро-
организмов, аналитического программного обеспечения 
значительно расширяет возможности по анализу соб-
ственно клинического материала, без предварительного 
получения чистой культуры микроорганизма [9]. Круп-
ные коммерческие базы данных масс-спектров микро-
организмов регулярно дополняются и включают в себя 
референсные масс-спектры нескольких тысяч видов 
клинически значимых бактерий и микромицетов, в том 
числе, штаммы с различной вирулентностью и антибио-
тикорезистентностью [10–12].

С самого начала применения MALDI-ToF масс-
спектрометрии для определения видовой принадлеж-
ности микроорганизмов отдельным пунктом стоял во-
прос идентификации вирусов [13]. Строение вирионов, 
особенности их культивирования делают крайне затруд-
нительным проведение прямого белкового профилиро-
вания, как в случае с бактериями или микромицетами. 
Капсиды вирионов могут содержать в своем составе от 
нескольких десятков до сотни видов белков [14], одна-
ко за счёт небольшого размера количество материала 
для анализа в них очень мало в сравнении, например, 
с бактериями. Даже при использовании такого чувстви-
тельного метода, как MALDI-ToF масс-спектрометрия, 
для идентификации требуется относительно высокая 
концентрация вирионов в исследуемом материале [15]. 
Для культивирования вирусов необходимы специальные 
клеточные линии, имеющие собственные белки. Чтобы 
получить масс-спектр вирусных частиц, их необходимо 
отделить от компонентов культуры клеток, что представ-
ляет собой сложную задачу даже для исследовательской 
лаборатории [16].

В масс-спектрометрическом методе изучения и иден-
тификации вирусов можно выделить два раздела: иден-
тификацию отдельных компонентов вируса белковой 
природы после процедуры предварительной пробопод-
готовки и прямое определение белкового профиля виру-
са в клиническом материале.

В первом случае наиболее широко применяется вы-
деление и очистка компонентов вирусов с помощью аф-
финной хроматографии. Инактивированный лизат кле-
ток, заражённых исследуемым вирусом, инкубируют со 
специально подобранным лигандом, иммобилизирован-
ным на носителе, как правило, на полимерных гранулах. 
После элюции и ферментативной обработки белковую 
смесь разделяют и исследуют с помощью жидкостной 
хромато-масс-спектрометрии, что позволяет идентифи-
цировать десятки белков из общей смеси за один этап. 
В работе описан эксперимент по детекции вирусных 
белков методом MALDI-ToF MS и использованию поис-
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ковой машины MASCOT [17]. Путём подбора оптималь-
ного метода пробоподготовки, лигандов для аффинной 
хроматографии, исследователи выделили специфичные 
белки, участвующие во взаимодействии с организмом, 
а затем определили их структуру с помощью масс-
анализатора [17]. Схожая работа проведена Z.H. Davis и 
соавт. [18]: при анализе вирусных компонентов методом 
сопоставления масс-спектров выделенных белков уда-
лось определить протеомный состав исследуемого ви-
руса, построить карту белок-белкового взаимодействия 
организма больного и различных вирусов (герпесвирус, 
вирус иммунодефицита человека). Используя данный 
метод, выделены белки вируса гепатита С, специфиче-
ски взаимодействующие с гепатоцитами при пораже-
нии печени [19]. Во всех описанных случаях итоговый 
анализ массивов данных проведён с помощью специ-
ального программного обеспечения для статистической 
обработки.

В последнее десятилетие усилия многих исследова-
телей направлены на поиск возможности идентифици-
ровать возбудителей инфекционных заболеваний на-
прямую в клиническом материале. Наибольших успехов 
удалось достичь при анализе бактериальных белков. Ис-
пользование специальных протоколов для выделения, 
хромато-масс-спектрометров для разделения компонен-
тов смеси, в сочетании с базами данных бактериальных 
масс-спектров позволяет проводить идентификацию 
бактерий в образцах крови. Даже в этом случае точность 
идентификации может варьировать от 60 до 90% [20]. А 
при детекции вируса в крови или моче к проблеме интер-
претации масс-спектра добавляется малое количество 
собственно вирусных белков на общей спектрограмме. 
Основная масса работ в данной области подразумева-
ет предварительную хроматографическую очистку или 
разделение компонентов клинического материала [21]. 
Вопрос о потенциально возможных методах определе-
ния белкового состава вирусных частиц в клиническом 
материале остается актуальным, поскольку во многих 
случаях нет ни времени, ни возможности проводить вы-
деление отдельных вирусных компонентов.

Изучена возможность создания собственного мас-
сива характеристических масс-пиков SARS-CoV-2, в 
исследовании проанализирована значительная выборка 
масс-спектров (свыше 300) образцов клинического ма-
териала, часть из которых выделена от больных с диа-
гнозом COVID-19, подтверждённым результатами ПЦР-
анализа [22]. Предварительную обработку материала 
осуществляли как в стандартном методе пробоподготов-
ки возбудителей III-IV групп патогенности для анализа 
методом MALDI-ToF масс-спектрометрии. Данные о ха-
рактеристиках массовых пиков в получившемся спектре 
анализировали с помощью программного обеспечения 
для выявления масс-спектрометрических биомаркёров. 
Одной из отличительных особенностей данной работы 
стало использование авторами не только стандартных 
тестов на корреляцию (критерий Вилкоксона, диспер-
сионный тест), но и машинного обучения для создания 
моделей автоматической классификации пиков с помо-
щью алгоритма «k-ближайшего соседа». По результатам 
определено, что специфичность метода – 71%, точность 
– 68% [22].

Данная работа представляется очень важной, по-
скольку, в отличие от множества предшествующих ис-
следований в направлении масс-спектрометрической 
идентификации вирусов, авторы впервые сделали упор 

не на этап пробоподготовки, а на обработку и анализ 
информации о масс-спектрах с помощью технологии 
машинного обучения, что позволило исключить значи-
тельную часть неинформативных массовых пиков. Та-
кой подход обладает большим потенциалом благодаря 
тому, что за последние годы методы биоинформатики 
и обработки данных значительно продвинулись вперед. 
Хотя показатели точности и чувствительности в описан-
ном методе пока не столь велики, как у ПЦР, это значи-
мый прогресс, поскольку ранее прямое профилирование 
вирусов методом MALDI-ToF с приемлемым уровнем 
достоверности вообще представлялось маловероятным. 
Дальнейшие исследования в этом направлении, несо-
мненно, поспособствуют повышению точности и спец-
ифичности анализа.

Отдельно следует выделить использование масс-
спектрометрического анализатора в качестве точного 
детектора молекулярной массы получившихся продук-
тов реакции амплификации. Наиболее широко извест-
ным способом такого применения масс-спектрометрии 
служит детекция однонуклеотидных полиморфизмов 
(SNP-анализ), хорошо зарекомендовавшая себя в тече-
ние последних лет [23]. В данном методе проводят ам-
плификацию генетического материала вируса, а с по-
мощью времяпролетного масс-спектрометра с MALDI-
ионизацией осуществляется идентификация продукта 
амплификации в виде появления рассчитанного мас-
сового пика в сравнении с отрицательным контролем. 
Точности прибора достаточно для выявления разницы 
масс в один нуклеотид, а сам метод относительно бы-
стрый и менее трудоёмкий по сравнению с обычным 
для SNP-анализа способом регистрации результата. 
Масс-спектрометрический способ детекции позволяет 
отказаться от специфической флуоресцентной метки, 
проводить несколько реакций элонгации праймеров в 
одной пробирке [24]. При применении метода MALDI-
ToF масс-спектрометрии для определения молекуляр-
ной массы продуктов амплификации удалось не только 
выявить вирус SARS-CoV в клиническом материале, но 
и достичь большей точности по сравнению с обычным 
методом детекции [25]. Результаты работ в данном на-
правлении свидетельствуют об эффективности исполь-
зования масс-спектрометрического метода в лабора-
торной диагностике вирусов даже во вспомогательной 
роли.

По результатам анализа представленных данных из 
разных источников литературы можно сделать заключе-
ние, что масс-спектрометрический метод демонстриру-
ет значительный потенциал в области идентификации 
клинически значимых вирусов. В совокупности с ал-
горитмом машинного обучения, методом многофактор-
ного анализа и статистической постобработкой данных, 
протеомный анализ выходит за рамки традиционных 
ниш его использования и может стать быстрым и на-
дёжным инструментом в области вирусологических 
исследований. Следует отметить растущую роль биоин-
формационного анализа как в протеомике в целом, так 
и в области фундаментального и прикладного изучения 
микроорганизмов и их взаимодействия с организмом 
человека. Современные методы исследования опери-
руют большими массивами информации, обработка и 
анализ которых невозможны без специализированного 
программного обеспечения, наличия как минимум ба-
зовых знаний из областей информатики и статистики. 
Существующая тенденция к частичной автоматизации 
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расчётов, дополнение белковых и геномных баз данных, 
использование технологий машинного обучения, несо-
мненно поспособствуют дальнейшему развитию в обла-
сти протеомного анализа вирусов.
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