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ПРИМЕНЕНИЕ МЕТОДА КАПИЛЛЯРНОГО ЭЛЕКТРОФОРЕЗА  ДЛЯ КОЛИЧЕСТВЕННОГО 
ОПРЕДЕЛЕНИЯ ТРИПТОФАНА В СЛЮНЕ БОЛЬНЫХ РАКОМ МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ
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Метаболизм триптофана связан с прогрессированием, иммунным ответом, а также выбором терапевтической стратегии 
при раке молочной железы. Цель работы – разработка методики количественного определения триптофана в слюне мето-
дом капиллярного электрофореза для оценки потенциальной возможности применения в диагностике рака молочной желе-
зы. Проведено исследование на 90 добровольцах, разделенных на 3 группы: основная (рак молочной железы, n=40), группа 
сравнения (фиброаденомы, n=30) и контрольная группа (условно здоровые, n=20). Показано, что концентрация триптофана 
в слюне увеличивается в 1,53 раза при раке молочной железы по сравнению с доброкачественными патологиями молочных 
желез и в 2,11 раза по сравнению со здоровым контролем. Внутри подгруппы больных раком молочной железы слюнная кон-
центрация триптофана меняется неравномерно. Выделены факторы, при которых наблюдается повышение концентрации 
триптофана в слюне, а именно: отсутствие регионарного метастазирования, высокая и средняя дифференцировка, наличие 
экспрессии рецепторов HER2, отсутствие экспрессии рецепторов эстрогена и низкая пролиферативная активность опухо-
ли.  В целом, предложенный метод может быть ценным инструментом при изучении метаболических изменений, связанных 
с онкологическими заболеваниями.
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APPLICATION OF THE CAPILLARY ELECTROPHORESIS METHOD FOR THE QUANTITATIVE 
DETERMINATION OF TRYPTOPHAN IN THE SALIVA OF BREAST CANCER PATIENTS
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Tryptophan metabolism is associated with progression, immune response, and choice of therapeutic strategy in breast cancer. The goal 
of the work is to develop a method for the quantitative determination of tryptophan in saliva using capillary electrophoresis to assess 
the potential for their use in the diagnosis of breast cancer. A study was conducted on 90 volunteers divided into 3 groups: the main 
one (breast cancer, n=40), the comparison group (fibroadenomas, n=30) and the control group (conditionally healthy, n=20). It has 
been shown that the concentration of tryptophan in saliva increases by 1.53 times in breast cancer compared with benign pathologies 
of the mammary glands and by 2.11 times compared with healthy controls. Within a subgroup of breast cancer patients, tryptophan 
concentrations vary unevenly. Factors under which an increase in the concentration of tryptophan in saliva is observed are identified, 
namely: the absence of regional metastasis, high and medium differentiation, the presence of expression of HER2 receptors, the ab-
sence of expression of estrogen receptors and low proliferative activity of the tumor. In general, the proposed method can be a valuable 
tool in the study of metabolic changes associated with cancer.
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Введение. Триптофан (Trp) является активным 
участником многих биологических процессов, его ме-
таболизм существенно влияет на здоровье человека 
[1]. Изменения концентрации Trp в организме связа-
ны с онкологическими заболеваниями, инфекциями, 
стрессом и депрессией [2,3]. В связи с этим быстрое и 
специфическое количественное определение Trp пред-
ставляет большой интерес для его биохимического изу-
чения [4]. Хотя для определения Trp и его метаболитов 
доступно множество сложных методов, таких как вы-
сокоэффективная жидкостная хроматография (ВЭЖХ) 
с масс-спектрометрическим детектированием, эти 
методы требуют дорогостоящего аналитического обо-
рудования, сложных операций и большого количества 
времени для подготовки и анализа [5-7]. Для определе-
ния Trp также используются хемилюминесцентные [8], 
электрохимические [9] и флуориметрические методы 
[10,11]. Предложено комбинирование реакции диазосо-
четания с поверхностно-усиленным комбинационным 
рассеянием света (SERS) для определения Trp [12]. 
Спектрофотометрические методы анализа предпола-
гают недорогое оборудование, практически не требую-
щее обслуживания, поэтому они остаются достаточно 
популярными [13]. Большинство колориметрических 
методов обнаружения связаны с окислением продуктов 
конденсации Trp различными альдегидами, например, 
реакция Хопкинса-Коула [14]. Таким образом, актуаль-
ность разработки быстрых, простых и точных методов 
количественного определения Trp сохраняется.

Несмотря на то, что в литературе описано ис-
пользование метода капиллярного электрофореза 
для определения Trp, его определяют обычно одно-
временно с метаболитами (кинуренин, кинуреновая 
кислота и др.), при этом комбинируют электрофорез 
с масс-спектрометрическими техниками [15], УФ-
импульсным лазерно-индуцированным обнаружени-
ем флуоресценции [16] и т.д. Одним из преимуществ 
метода капиллярного электрофореза является возмож-
ность определения энантиомеров Trp  [17]. Простота 
и доступность этого метода, а также неоспоримые 
преимущества, которые он дает при выполнении из-
мерений, позволяют использовать его в повседневной 
лабораторной практике, в том числе и для определе-
ния свободного Trp в биологических жидкостях, на-
пример, в слюне.

В последние годы интерес к слюне как к диагно-
стическому инструменту возрос [18,19], слюну можно 
брать неинвазивно и многократно без дискомфорта, 
связанного с взятием образцов крови [20]. Слюна уже 
широко используется в генетическом тестировании 
благодаря ее лучшей транспортной стабильности по 
сравнению с кровью [21]. Слюна содержит различные 
вещества и биомаркеры, которые можно использовать 
в качестве индикаторов здоровья и заболеваний, в част-
ности, для диагностики рака [22–24]. 

Особое внимание уделяется анализу аминокислот 
слюны при онкологических заболеваниях, в том числе 

при раке молочной железы (РМЖ) [25,26]. В частно-
сти, известно, что метаболизм Trp связан с прогресси-
рованием РМЖ [27], иммунным ответом [28], а также 
выбором терапевтической стратегии [29,30]. Однако 
содержание Trp в слюне при РМЖ отдельно до насто-
ящего времени не рассматривалось, несмотря на его 
упоминание в перечне аминокислот, которые анализи-
ровали при данной патологии [31-34]. 

Целью данной работы являлась разработка методи-
ки количественного определения Trp в слюне методом 
капиллярного электрофореза для оценки потенциаль-
ной возможности их применения в диагностике РМЖ.

Материал и методы. В исследовании случай – кон-
троль приняли участие добровольцы, которые были раз-
делены на 3 группы: основную (РМЖ, n=40, возраст 
53,3±3,3 года), группу сравнения (фиброаденомы, n=30, 
возраст 48,9±4,3 года) и контрольную группу (условно 
здоровые, n=20, возраст 45,9±7,1 года). Включение в 
группы происходило параллельно. Критериями включе-
ния являлись: женский пол, возраст пациентов 30–60 лет, 
отсутствие какого-либо лечения на момент проведения 
исследования, в том числе хирургического, химиотера-
певтического или лучевого, отсутствие признаков актив-
ной инфекции (включая гнойные процессы), проведение 
санации полости рта. Критерии исключения: отсутствие 
гистологической верификации диагноза. Исследования 
одобрены на заседании комитета по этике БУЗ Омской 
области «Клинический онкологический диспансер» от 
21 июля 2016 г., протокол № 15.

Образцы слюны собирали утром натощак путем 
сплевывания в стерильные полипропиленовые пробир-
ки после предварительного полоскания полости рта ки-
пяченой водой. У всех испытуемых рассчитывали ско-
рость саливации (мл/мин) и определяли концентрацию 
общего белка в слюне (г/л) по реакции с пирогаллоло-
вым красным. Статистически значимых различий по 
данным параметрам между подгруппами не выявлено. 
Наличие корреляции между концентрацией белка и Trp 
в слюне не подтверждено (r=0,0848).

Исследуемый образец слюны объемом 200 мкл 
смешивали с 200 мкл 16% раствора трихлоруксусной 
кислоты для осаждения белков, после чего центри-
фугировали в течение 10 минут при 7000 об./мин, от-
бирали 100 мкл надосадочной жидкости и доводили 
объем до 1 мл бидистиллированной водой. Конечное 
разведение составило 20 раз. Эксперимент прово-
дили с использованием системы капиллярного элек-
трофореза КАПЕЛЬ-105М с положительной поляр-
ностью источника высокого напряжения (Люмэкс, 
Санкт-Петербург). Ведущий электролит – натрий те-
траборнокислый 0,02 моль/л. Для проведения иссле-
дований использован кварцевый капилляр Lэф/ Lобщ = 
75/65 см, внутренний диаметр 50 мкм. Ввод пробы в 
капилляр пневматический (30 мбар, 5 с), постоянное 
напряжение 25 кВ, температура 30  °С, время анализа 
4-5 минут, рабочая длина волны фотометрического
детектора 219 нм [35,36].
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Статистический анализ полученных данных выпол-
нен при помощи программ Statistica 10 .0 (StatSoft) непа-
раметрическим методом с использованием в зависимых 
группах критерия Вилкоксона, в независимых группах 
– U-критерия Манна-Уитни . Описание выборки произ-
водили с помощью медианы (Ме) и интерквартильного
размаха в виде 25-го и 75-го процентилей [LQ; UQ] . Раз-

личия считали статистически значимыми при p˂0,05 .
Результаты. Количественное определение Trp про-

водили по предварительно построенному градуиро-
вочному графику у=0,8483х (r2=0 .9998) (см рисунок) .
Правильность и воспроизводимость результатов опре-
деления Trp в образцах слюны подтверждена методом 
«введено-найдено» [37] . 

Электрофореграммы модельных растворов и слюны .
А - пики триптофана на модельных электрофореграммах при построении градуировочного графика (1 – 10 мкг/л, 2 – 15 мкг/л, 3 – 20 мкг/л); Б – пример 
электрофореграммы слюны; В – градуировочный график для определения концентрации триптофана в слюне (мкг/л) .

Установлено, что содержание Trp в слюне здоровых 
добровольцев составило 42,83 [34,88; 54,77] мкг/л, тогда 
как в группе сравнения при незлокачественных патоло-
гиях молочных желез (фиброаденомы) содержание Trp 
незначительно повышается – 59,19 [43,85; 99,91] мкг/л 
(р=0,1107) . При РМЖ содержание Trp статистически до-
стоверно повышается до 90,58 [55,82; 133,3] мкг/л как 
по сравнению с группой контроля (р<0,0001), так и по 
сравнению с группой с фиброаденомами (р=0,0159) . 

Максимальное увеличение концентрации Trp в слю-
не наблюдается на I стадии РМЖ и составляет 102,9 
[68,97; 150,9] мкг/л (р=0,0268), на II стадии происхо-
дит снижение до 95,58 [56,21; 127,7] мкг/л (р=0,0457), 
на III-IV стадии – 81,53 [54,18; 84,08] мкг/л (р=0,1514) . 
Здесь и далее значения р приведены для сравнения с 

группой фиброаденом, все различия с контрольной 
группой статистически значимы (р<0,05) . Достовер-
ных различий между разными стадиями РМЖ выявить 
не удалось, что, вероятно, обусловлено малым разме-
ром выборки . Нами предварительно была оценена диа-
гностическая чувствительность и специфичность опре-
деления Trp в слюне, которая составила 79,7 % и 59,3 % 
соответственно без учета стадии заболевания .

Содержание Trp повышается при отсутствии регио-
нарного метастазирования (N0) в большей степени (110,0 
[64,48; 139,7] мкг/л, р=0,0039), чем при поражении лим-
фоузлов N1-3 (92,33 [81,77; 131,2] мкг/л, р=0,0449) . Также 
несколько выше оказывается содержание Trp при высо-
ко- и среднедифференцированном РМЖ (95,78 [55,04; 
121,7] мкг/л, р=0,0228) по сравнению с низкодиффе-
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ренцированным (87,36 [64,20; 119,8] мкг/л, р=0,1012). 
Интересным является более высокое содержание Trp в 
слюне для тройного негативного РМЖ (ТНРМЖ) (120,8 
[90,67; 151,2] мкг/л, р=0,0037) и люминального В HER2-
положительного молекулярно-биологических подтипов 
РМЖ (102,0 [96,29; 113,3] мкг/л, р=0,0397). Для осталь-
ных молекулярно-биологических подтипов РМЖ уве-
личение содержания Trp в слюне не является статисти-
чески значимым (р>0,05). Ранее показано, что именно 
метаболиты Trp позволяют дифференцировать группу 
ТНРМЖ от других подтипов РМЖ [38].

Дополнительно мы определили содержание Trp в 
зависимости от экспрессии HER2. Установлено, что 
при HER2-отрицательном статусе содержание Trp по-
вышается в меньшей степени (87,36 [54,18; 139,7] 
мкг/л, р=0,0455), чем при HER2-положительном (96,3 
[83,81; 119,0] мкг/л, р=0,0385). Содержание Trp при от-
рицательном статусе экспрессии рецепторов эстрогена 
выше (100,6 [81,53; 154,6] мкг/л, р=0,0177), чем при 
положительном (88,80 [54,39; 124,5] мкг/л, р=0,0466). 
Статус экспрессии рецепторов прогестерона не влияет 
на содержание Trp в слюне. Также показано, что при 
значении пролиферативной активности по экспрессии 
Ki-67 менее 20% содержание Trp выше (96,49 [58,57; 
126,1] мкг/л, р=0,0206), чем при активности более 30% 
(84,08 [51,91; 140,9] мкг/л, р=0,0965).

Обсуждение. Известно, что в организме Trp пре-
вращается по трем ключевым путям: серотониновому, 
индольному и кинурениновому [39]. Кинурениновый 
метаболический путь интенсифицирован в опухоле-
вой ткани, что объясняется активирующим действием 
протоонкогена с-MYC, а также генов, гиперэкспрес-
сированных в опухолях и ответственных за ферменты 
продукции кинуренина: триптофан-2,3-диоксигеназы, 
индоламин-2,3-диоксигеназы и арилформамида-
зы [38,40]. Повышающая регуляция экспрессии 
индоламин-2,3-диоксигеназы приводит к усилению 
метаболизма Trp, что увеличивает продукцию кинуре-
нина, который в свою очередь подавляет дифференци-
ровку Т-клеток и, следовательно, способствует росту и 
развитию рака [41,42]. 

В ряде работ было определено содержание Trp в слю-
не при РМЖ. Так,  M. Sugimoto и соавт. [31] и F. Cheng 
и соавт. [32] показали, что содержание Trp в слюне при 
РМЖ растет примерно в 1,5 раза. F. Cheng и соавт. по-
казали, что повышение концентрации Trp в слюне более 
выражено для РМЖ I-II стадии, чем для III-IV стадии (в 
2,07 и 1,56 раза соответственно), что согласуется с по-
лученными нами данными. По-видимому, более высо-
кая концентрация Trp на ранних стадиях РМЖ связана 
с тем, что по мере прогрессирования рака наблюдается 
усиление катаболизма Trp, которое может приводить к 
снижению его концентрации и накоплению метаболи-
тов кинуренина [43]. Концентрация Trp в слюне здоро-
вых добровольцев составила 49,3±64,5 нг/мл, тогда как 
при РМЖ – 101,9±80,4 нг/мл для ранних стадий, разли-
чия между группами были статистически недостоверны 
(р=0,497) [32]. В работе M. Sugimoto и соавт. [31] кон-
центрации не приведены, показано только относитель-
ное увеличение содержания Trp в 1,59 раза при РМЖ по 
сравнению с контрольной группой. При других видах 
рака содержание Trp в слюне также повышается, в част-
ности при плоскоклеточном раке полости рта [44] и ра-

ке щитовидной железы [45]. В первом случае показано 
изменение концентрации Trp по сравнению с контроль-
ной группой (в 1,9 раза), во втором указано пороговое 
значение, при превышении которого можно диагности-
ровать рак щитовидной железы с точностью 73,2% (53,7 
нг/мл). F. Cheng и соавт. [32] для РМЖ также показали, 
что с точностью 76,3 и 78,6% можно диагностировать 
ранний и распространённый РМЖ при пороговом зна-
чении концентрации Trp в слюне 46,1 и 45,1 нг/мл соот-
ветственно. Полученные нами значения концентрации 
Trp соответствуют литературным данным и демонстри-
руют увеличение в 1,53 раза при РМЖ по сравнению 
с фиброаденомами и в 2,11 раза по сравнению с кон-
трольной группой. Литературные значения диагности-
ческой чувствительности определения Trp в слюне и 
полученные нами данные хорошо согласуются между 
собой. Однако высокая гетерогенность РМЖ и широ-
кий разброс значений в зависимости от молекулярно-
биологических характеристик опухоли позволяет пред-
положить, что более высокие значения чувствительно-
сти можно получить для отдельных подтипов РМЖ при 
увеличении объема выборки.

Следует отметить, что содержание Trp в слюне при 
РМЖ определяли только в нескольких работах, при 
этом в большинстве работ указано соотношение кон-
центраций при раке и в норме, без указания абсолют-
ных концентраций и интервала варьирования [31,32]. 
В тех работах, где приведены средние значения, обра-
щает внимание достаточно широкий разброс значений, 
что может быть связано с небольшим размером выбор-
ки 30/87 [31] и 27/28 [32] человек в основной и кон-
трольной группе соответственно, а также ее неодно-
родностью по расовому и возрастному признакам.

Известно, что аминокислоты из плазмы крови по-
ступают в клетки слюнных желез посредством натрий-
зависимых систем активного мембранного транспорта 
[46]. Они преимущественно вовлекаются в процесс 
синтеза белков слюны. Метаболизм в самой слюнной 
железе также может играть важную роль в различиях 
аминокислотных  профилей слюны и крови [31]. Чтобы 
понять причину различий в аминокислотных профилях 
слюны, необходима дальнейшая проверка этих резуль-
татов путем сравнения профилей слюны с профилями 
крови и тканей. Ранее нами показано, что содержание 
аминокислот, в том числе и Trp, в плазме крови по дан-
ным разных авторов существенно различается, однако, 
в среднем наблюдается уменьшение концентрации Trp 
при РМЖ по сравнению с контрольной группой [26]. 
По-видимому, требуется отдельное обоснование для 
выявленного факта увеличения концентрации Trp в 
слюне при РМЖ, что планируется сделать на следую-
щих этапах исследования.

К другим ограничениям можно отнести неболь-
шой размер выборки пациентов с РМЖ и контрольной 
группы, определение только Trp без метаболитов кину-
ренина, а также отсутствие данных о сопутствующих 
заболеваниях, характере питания и уровне белкового 
катаболизма. В дальнейшем необходимо проверить, 
связаны ли выявленные закономерности с РМЖ или 
они характерны в целом для онкологических и/или дру-
гих заболеваний.

Заключение. Таким образом, можно выделить фак-
торы, при которых наблюдается повышение концентра-
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ции Trp в слюне: отсутствие регионарного метастази-
рования, высокая и средняя дифференцировка, наличие 
экспрессии рецепторов HER2, отсутствие экспрессии 
рецепторов эстрогена и низкая пролиферативная актив-
ность опухоли. Значимость каждого из перечисленных 
факторов предстоит установить в ходе дальнейших ис-
следований. Однако уже на данном этапе показано, что 
изучение содержания Trp в слюне может быть ценным 
инструментом при изучении метаболических измене-
ний, связанных с онкологическими заболеваниями, в 
частности с РМЖ.
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