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 � Диагностика заболеваний печени, в частности неалкогольной жировой болезни печени (НАЖБП), во многом 
определяется информативными, безопасными, неинвазивными, высокочувствительными методами, которые мо-
гут быть применены у всех пациентов без исключения. Одним из таких методов является газовая хромато-масс-
спектрометрия (ГХ-МС). В процессе исследования мы оценивали метаболом сыворотки крови с помощью метода 
ГХ-МС у  лиц мужского пола для диагностики НАЖБП на стадии неалкогольного стеатогепатита. В образцах 
сыворотки крови, полученных от 25 пациентов, было идентифицировано 319 соединений, из которых анноти-
ровали 109. У пациентов с  НАЖБП отмечалось достоверное повышение индолкарбоновых и  жирных кислот, 
гипоксантина, гидроксикарбоновых и фенилкарбоновых кислот. Результаты исследования показали, что пони-
женный уровень 4-гидроксимасляной кислоты и соединения-360 говорит о возможном их влиянии на патогенез 
НАЖБП, а повышенный уровень сахарного спирта — о возможном повреждающем действии на клетки пече-
ни. Для выявленных соединений — 4-гидроксимасляной кислоты, соединения-360 и сахарного спирта — были 
продемонстрированы высокие значения специфичности и чувствительности, высокий доверительный интервал 
и значения AUC, что говорит о возможности использования масс-спектрометрического анализа метаболома плаз-
мы крови для диагностики НАЖБП на стадии стеатогепатита с высокой степенью надежности и вероятности.

 � Ключевые слова: неалкогольная жировая болезнь печени; стеатогепатит; биомаркеры; метаболомика; 
4-гидрокси масляная кислота; газовая хромато-масс-спектрометрия.

BLOOD SERUM METABOLOMIC ASSESSMENT — A PERSPECTIVE DIAGNOSTIC 
METHOD FOR NON-ALCOHOLIC FATTY LIVER DISEASE IN MEN

M.P. Abatsieva1, I.G. Bakulin1, S.I. Sitkin1, T.Ya. Vakhitov2, E.V. Demyanova2

1 North-Western State Medical University named I.I. Mechnikov, Saint Petersburg, Russia;
2 State Research Institute of Highly Pure Biopreparations FMBA of Russia, Saint Petersburg, Russia

For citation: Abatsieva MP, Bakulin IG, Sitkin SI, et al. Blood serum metabolomic assessment — a perspective diagnostic method 
for non-alcoholic fatty liver disease in men. Herald of North-Western State Medical University named after I.I. Mechnikov. 
2018;10(4):5-14. https://doi.org/10.17816/mechnikov20181045-14

Received: October 11, 2018 Revised: November 19, 2018 Accepted: December 7, 2018

 � Diagnosis of liver disease in particular non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is largely determined by me-
thods that are informative, safe, non-invasive, highly sensitive and can be used in all patients without exception. 
One of these methods is gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). Our study presents the results of serum 
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metabolome assessment  by  the GC-MS method in male patients for the diagnosis of NAFLD at the stage of non-
alcoholic steatohepatitis. In serum samples obtained from 25 patients, 319 compounds were identified, among them 
109 were annotated. In patients with NAFLD, there was a significant increase in indole carboxylic and fatty acids, 
hypoxanthine, hydroxycarboxylic and phenylcarboxylic acids. The results of the study showed that low-molecular 
metabolites in particular reduced levels of 4-hydroxybutyric acid and 360 compounds suggests possible influence 
of metabolites on the pathogenesis of NAFLD, and an elevated level of sugar alcohol suggests a possible damaging 
effect on liver cells. For the detected compounds 4-hydroxybutyric acid, compound-360 and sugar alcohol, high 
specificity and sensitivity values, high confidence intervals and AUC values were shown, which indicates the pos-
sibility of  using mass spectrometry analysis of plasma metabolome at high levels of steatohepatitis with high degree 
of reliability and probability.

 � Keywords: nonalcoholic fatty liver disease; steatohepatitis; biomarkers; metabolomics; 4-hydroxybutyric acid; gas 
chromatography-mass spectrometry.

Введение

По данным Всемирной организации здра-
воохранения, в  последние годы регистриру-
ется неуклонный рост числа хронических 
заболеваний печени, в  частности неалко-
гольной жировой болезни печени (НАЖБП). 
Распространенность НАЖБП в мире варьирует 
от 6,3 до 33 %. Результаты открытого многоцен-
трового рандомизированного проспективно-
го исследования (наблюдение DIREG_L_01903 
с участием 30 787 пациентов) показывают, что 
распространенность НАЖБП в России состав-
ляет 27 %, при этом у 80,3 % пациентов был диа-
гностирован стеатоз, у 16,8 % — стеатогепатит, 
у 2,9 % — цирроз печени [1, 2].

Прогрессирование НАЖБП до 2030 г. было 
оценено по шкале METAVIR. Моделирование 
проводили путем умножения общего числа слу-
чаев на конкретной стадии заболевания на ско-
рость прогрессирования до следующей стадии, 
исследование отслеживали по возрасту и полу. 
Важным этапом в  разработке модели Марка 
было сопоставление результатов с  данными 
национального регистра о  заболеваемости 
и смертности от рака. Исходя из модели Марка, 
распространенность случаев НАЖБП увели-
чится на 21 % (с 83,1 млн в 2015 г. до 100,9 млн 
в  2030  г.), в  то время как распространен-
ность случаев неалкогольного стеатогепатита 
(НАСГ) — на 63 % (с 16,52 до 27,00 млн случаев), 
что отражает прогрессирование заболевания, 
увеличение доли пациентов с  СД 2-го  типа 
и  возрастного контингента. Ожидается, что 
распространенность НАЖБП увеличится за 
счет декомпенсированного цирроза печени на 
168 % (с 39 320 случаев в 2015 г. до 105 430 слу-
чаев в  2030 г.); количество трансплантаций 
печени увеличится на 59 % (с  4780 до 7610 
в  течение 2015–2030 гг.); распространенность 
гепатоцеллюлярной карциномы  — на 146 % 
(с 10 100 до 24 900 в течение 2015–2030 гг.) [3].

Гендерные различия НАЖБП до конца не 
изуче ны, однако есть данные, указывающие на 
то, что к  заболеванию наиболее предрасполо-
жены мужчины, такая же закономерность про-
слеживается и среди детей [4].

В исследовании А.А. Шиповской и др. (2016) 
выявлено, что в  структуре НАЖБП у  мужчин 
признаки НАСГ и  стеатоза возникали в  сред-
нем на 7 лет раньше, чем у  женщин. Также 
у  пациентов мужского пола отмечались более 
выраженные маркеры печеночноклеточного 
воспаления, дислипидемии и фиброза по срав-
нению с женщинами. Данные факты свидетель-
ствуют о  более агрессивном течении НАЖБП 
у мужчин в сравнении с женщинами [5].

НАЖБП прогрессирует от накопления три-
глицеридов до накопления жира с воспалением 
и клеточным повреждением — НАСГ, который 
в  конечном счете может прогрессировать до 
фиброза, цирроза и гепатоцеллюлярной карци-
номы [6].

Склонность прогрессирования НАЖБП 
в  эпидемиологической структуре хронических 
заболеваний печени определяет актуальность 
изучаемого вопроса. Кроме того, не решен во-
прос дифференциально-диагностических и по-
тенциальных биомаркеров. НАЖБП, как прави-
ло, характеризуется бессимптомным и медлен-
ным течением, и  наиболее часто заболевание 
выявляется случайно.

Для постановки диагноза НАЖБП наряду со 
сбором анамнеза необходимо ориентироваться 
как на результаты анализов крови, так и на данные 
инструментальных исследований. Пошаговый 
алгоритм позволяет исключить другие забо-
левания печени и  установить верный диагноз. 

В последние несколько лет в  медицине на-
метился существенный прогресс в области раз-
работки неинвазивных биологических марке-
ров, дающих возможность оценивать тяжесть 
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некровоспалительных процессов и  фиброза 
печени у  пациентов с  НАЖБП. В настоящее 
время все биомаркеры можно подразделить по 
способу регистрации и патофизиологии на не-
сколько групп: биомаркеры, регистрируемые 
с использованием «омикс»-технологии, — гли-
комики, протеомики и/или метаболомики; био-
маркеры, регистрируемые с  помощью методов 
визуализации, таких как магнитный резонанс 
и эластография; а также маркеры, участвующие 
в патогенезе [7].

В нашем исследовании для диагностики 
НАЖБП мы использовали «омикс»-технологии, 
а именно метаболомику. Метаболомика — это 
исследование полного набора низкомолеку-
лярных соединений в биологических образцах 
(сыворотка крови, биоптаты, моча, фекалии). 
Метаболомика, представляя молекулярный фе-
нотип человека, наиболее перспективна в пла-
не клинического применения среди «-омных» 
наук. Для проведения метаболомных исследова-
ний чаще всего используют магнитно-резонанс-
ную спектроскопию и масс-спектрометрию.

Газовая хромато-масс-спектрометрия (ГХ-МС) 
сыворотки крови позволяет оценить совокуп-
ный метаболизм организма, который может 
быть нарушен при НАЖБП. Жирные кисло-
ты, как новые биомаркеры НАЖБП и  НАСГ, 
могут быть использованы в  качестве диффе-
ренциально-диагностических маркеров и  пре-
дикторов прогрессирующего течения НАЖБП 
в целом. Применение ГХ-МС сокращает время 
анализа, повышает его точность и надежность 
на разных стадиях НАЖБП, в частности в опре-

делении жирных кислот сыворотки крови [8]. 
Существуют исследования по выявлению био-
маркеров раннего развития и прогнозирования 
течения НАЖБП [9–12].

Целью настоящего исследования было опре-
деление состава низкомолекулярных метаболи-
тов сыворотки крови с помощью ГХ-МС у муж-
чин с неалкогольной жировой болезнью печени 
для оценки их диагностической значимости 
и возможности применения указанного метода 
у данной категории пациентов.

Материалы и методы

В исследовании принимали участие 25 паци-
ентов мужского пола, 20 человек  — пациенты 
со стеатозом и НАСГ. Все пациенты подписали 
добровольное информированное согласие на 
научное использование полученных образцов 
и на участие в исследовании. Группу контроля 
составили 5 человек  — практически здоровые 
лица (добровольцы) мужского пола в возрасте 
48,6 ± 5,6 года.

Диагноз НАЖБП устанавливали на основа-
нии данных анамнеза, лабораторных и инстру-
ментальных методов исследования, с помощью 
неинвазивных методов (FibroMax, фибротесты), 
а  также гистоморфологического исследования 
печени после пункционной гепатобиопсии 
(табл. 1). У всех пациентов исключали хрони-
ческие вирусные гепатиты, аутоиммунные забо-
левания печени, алкогольную болезнь печени, 
лекарственно индуцированные и генетические 
заболевания печени.

Таблица 1 / Table 1

Клинико-лабораторные показатели при разных формах неалкогольной жировой болезни печени у мужчин
Clinical and laboratory indicators in various forms of NAFLD in men

Показатель Здоровые Стеатоз Неалкогольный стеатогепатит

Возраст, лет 48,6 ± 5,6 47,3 ± 5,4 48,4 ± 6,1
Пол (мужской) 5 10 10
APRI*
< 0,5 — нет фиброза,
> 1,0 — фиброз

0,24 ± 0,05 0,26 ± 0,06 1,15 ± 0,14**

FIB 4*
< 1,45 — нет фиброза, 
> 3,25 — фиброз

0,82 ± 0,17 0,81 ± 0,11 3,02 ± 0,59*

NAFLD score –2,56 05 ± 0,2899 –1,7826 ± 0,3658** –0,5372 ± 0,4577
АСТ 22,1 ± 8,51 34 ± 11,21* 64,32 ± 31,16
АЛТ 16,8 ± 7,55 60,13 ± 38,84 104,44 ± 61,71**

П р и м е ч а н и е. *APRI, *FIB4 — неинвазивные методы определения значимого фиброза и цирроза; * различия до-
стоверны в группе больных стеатоза; ** различия достоверны в группе больных неалкогольным стеатогепатитом.
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Забор венозной крови, получение и  хране-
ние сыворотки для целей исследований про-
водили в  соответствии с  действующими стан-
дартами: ГОСТ Р 53079.4-2008 «Технологии 
лабораторные клинические. Обеспечение каче-
ства клинических лабораторных исследований. 
Часть  4. Правила ведения преаналитическо-
го этапа» (введен с  01.01.2010); ГОСТ Р ИСО 
6710-2009 (введен с  01.03.2010; аналог между-
народного стандарта ISO 6710, определяющий 
требования к  контейнерам и  пробиркам для 
сбора венозной крови) и  другими норматив-
ными документами. 

Забор крови у  пациентов производили 
утром натощак с  помощью вакуумных систем 
для взятия венозной крови RusTech. После за-
бора образцы крови для получения сыворотки 
сразу же центрифугировали в  течение 15 мин 
при скорости вращения 3000 оборотов. Далее 
полученную сыворотку с  помощью одноразо-
вых пластмассовых пипеток (емкостью до 3 мл) 
распределяли в две стерильные пробирки с гер-
метично закручивающимися крышками (не 
менее 0,5  мл сыворотки в  каждую пробирку). 
Пробирки маркировали с указанием фамилии, 
инициалов, идентификационного номера паци-
ента, номера пробы (образца) и номера пробир-
ки (1 или 2).

После маркировки пробирки помещали 
в специальный биомедицинский морозильник, 
предназначенный для хранения компонен-
тов крови и  вакцин, диагностических образ-
цов и  проб при температуре от –20 до –35 °С. 
В рамках исследования организовали хранение 
сывороток крови всех принимавших участие 
в исследовании здоровых добровольцев и боль-
ных (создали банк сывороток крови). При этом 
сыворотку крови из одной пробирки (две про-
бирки на каждого пациента) использовали для 
определения метаболомного профиля крови 
методом ГХ-МС, а из второй пробирки — для 
формирования банка.

Для проведения анализа методом ГХ-МС 
образцы сывороток крови размораживали при 
комнатной температуре. Отбирали по 0,1 мл, 
добавляли 0,5 мл ацетонитрила, перемешивали 
в течение трех минут на вортексе медицинском 
вибрационном (V-3 ELMI), прозрачную надоса-
дочную жидкость отбирали, а  осадок еще раз 
промывали 0,5 мл ацетонитрила. Оба раство-
ра объединяли, переносили в  виалу и  сушили 
в токе азота с использованием микрокомпрес-
сора до получения сухого остатка (20–30 мин). 
К сухому остатку в качестве внут реннего стан-
дарта добавляли 10 мкл растворенного в  ме-

таноле эфира тридейтерометанола и  триде-
кановой кислоты (MW 231, C = 2 мг/мл, или 
8,7 мМ), вновь высушивали, добавляли 100 мкл 
силицирующего агента N,O-бис (триметил-
силил) трифторацетамида (BSTFA, N,O-bis 
(trimethylsilyl)-trifluoroacetamid) и  выдержива-
ли 3 минуты при 50 °C для получения летучих 
производных — силоксанов.

Газохроматографические исследования осу-
ществляли с  помощью хромато-масс-спектро-
метра GCMS-QP2010 Plus (Shimadzu, Япония) 
с программным обеспечением GCMS solution для 
обработки данных и  базой масс-спектральной 
инфор мации NIST08 (National Institute of Stan-
darts and Technology, США). Хроматографическое 
разделение проводили на аналитической капил-
лярной колонке Agilent HP Ultra-2 (5 % (фенил)-
метилполисилаксон) длиной 25 м, внутренним 
диаметром 0,2 мм и  толщиной пленки непод-
вижной фазы 0,25 мкм.

Для хроматографирования использовали 
программируемый нагрев колонки от 50 до 
290 °C со скоростью 10 °C/мин, время анали-
за составляло 40 мин, время при начальной 
температуре колонки (50 °C) — 3 минуты, при 
конечной (290 °C)  — 13 минут. Объем вводи-
мой пробы  — 100 мкл, деление потока 1 : 50, 
поток газа-носителя (гелий) через колонку  — 
1 мл/мин, температура инжектора и  детекто-
ра — 280 °C.

Хроматограмму образца регистрировали 
в двух режимах:
1) с 1 до 6,4 мин — мониторинг ионов m/z = 103, 

117, 145 (режим SIM);
2) с 6,4 до 40 мин  — мониторинг по полному 

ионному току в диапазоне масс от 35 до 550 
(режим SCAN).
Выбор первого режима был обусловлен не-

обходимостью зафиксировать пики муравьи-
ной, уксусной и  масляной кислот на фоне си-
лирующего агента (BSTFA), содержащегося 
в большом избытке.

Хроматограмму регистрировали в  режиме 
записи полного ионного тока с частотой 2,5 ска-
на в секунду.

Полученные в  результате ГХ-МС хромато-
граммы обрабатывали с  помощью MetAlign, 
AIoutput, в  результате получали матрицу 
данных. Затем данные загружали в  пакет 
программ BioClassificator.py и  обрабатыва-
ли с  помощью метода главных компонент 
(PCA), а также классификаторов — SVM (Sup-
port Vector Machine), PLS-DA (Partial Least 
Squares Discriminant Analysis), Naive Bayes. 
Классификаторы SVM и  PLS-DA строят раз-
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деляющую гиперплоскость в  N-мерном про-
странстве концентраций веществ. Программы 
выполняют серию случайных экспериментов, 
которые заключаются в случайном разделении 
образцов каждого класса на тренировочные 
и  тестовые, последующем построении клас-
сификатора каждым из методов по трениро-
вочным и  проверке его работы по тестовым 
образцам. В итоге строится ROC-кривая для 
каждого из методов, а  также выводятся сред-
няя точность и ее дисперсия.

Результаты и их обсуждение

В ходе исследования метаболома сыворот-
ки крови здоровых добровольцев и  пациен-
тов с  НАСГ методом ГХ-МС было идентифи-
цировано 319 соединений, из них с  помощью 
баз данных NIST (National Institute of Standards 
and Technology); HMDB (Human Metabolome 
Database), MassBank (база данных с  масс-
спектрометрическими данными для органиче-
ских соединений) и  GOLM (Golm Metabolome 
Database) аннотировали 109 соединений.

Среди низкомолекулярных соединений как 
у больных с НАСГ, так и у здоровых лиц были 
выявлены индолкарбоновые и  жирные кисло-
ты, гипоксантин, гидроксикарбоновые и  фе-
нилкарбоновые кислоты.

Индолкарбоновые кислоты. Предшествен-
ником индолкарбоновых кислот является 
триптофан  — протеиногенная аминокислота, 
которая входит в состав белков всех известных 
живых организмов. Триптофан — это биологи-
ческий прекурсор серотонина и ниацина. Также 
триптофан является биохимическим предше-
ственником индольных алкалоидов [13]. В  на-
шем исследовании был обнаружен метаболит 
триптофана  — индолуксусная кислота (ИУК). 
ИУК представляет собой продукт метаболизма 
триптофана и часто продуцируется микроорга-
низмами, населяющими кишечник. ИУК часто 
встречается в  высоких концентрациях в  моче 
пациентов с  фенилкетонурией. Известно, что 
индолуксусная кислота также является расти-
тельным гормоном, членом группы фитогормо-
нов, называемых ауксинами [14].

Жирные кислоты. Изовалериановая кисло-
та относится к кислотам с разветвленной угле-
родной цепью и к короткоцепочечным жирным 
кислотам (КЦЖК), которые играют важную 
роль в  патогенезе НАЖБП. Изовалериановая 
кислота, в  частности, является продуктом 
жизнедеятельности нормальной микробиоты 
кишечника. Существуют данные об участии 

жирных кислот в  патогенезе НАЖБП  [15]. 
Капроновая кислота представляет собой моно-
карбоновую кислоту с длиной цепи до 8 атомов 
углерода. В присутствии капроновой кисло-
ты тормозится развитие условно-патогенных 
штаммов, которые в  большинстве своем ха-
рактеризуются протеолитическим типом ме-
таболизма. В ряде исследований обнаружены 
изменения метаболитов кишечной микрофло-
ры, снижение суммарного количества КЦЖК 
у больных с НАЖБП, повышение оксида азота, 
эндотоксина, что может служить наиболее до-
стоверными показателями, характеризующими 
степень дисбиоза толстой кишки [16, 17].

Гипоксантин представляет собой природное 
производное пурина и  промежуточное звено 
реакции метаболизма аденозина. В исследова-
нии Wu et al. (2009) выявлено снижение концен-
трации гипоксантина в моче у пациентов с ге-
патоцеллюлярной карциномой по сравнению 
с контрольной группой [18].

4-Гидроксимасляная кислота (4-ГМК), 
также известная как гамма-гидроксибутират, 
является предшественником и  метаболитом 
гамма-аминомасляной кислоты (ГАМК). ГМК 
действует как нейромодулятор центральной 
нервной системы. В исследовании T. Shinka et al. 
(2002) с помощью ГХ-МС было обнаружено, что 
недостаточность 4-ГМК в  моче и  ее родствен-
ных соединений приводит к  дефициту янтар-
ной полуальдегиддегидрогеназы [19].

Гидроксифенилмолочная кислота, или 
4-гидроксифениллактат (L-форма), представ-
ляет собой метаболит тирозина. Уровень 
L-гидроксифенилмолочной кислоты повышен 
у  пациентов с  дефицитом фермента п-гид-
роксифенилпируватоксидазы. L-гидрокси фе-
нил лактат присутствует в  относительно более 
высоких концентрациях в  спинномозговой 
жидкости и моче пациентов с фенилкетонурией 
и тирозинемией. Однако D-форма гидроксифе-
ниллактата имеет бактериальное происхожде-
ние и также встречается у людей с избыточным 
бактериальным ростом или измененной кишеч-
ной микрофлорой. Бифидобактерии и лактоба-
циллы вырабатывают значительное количество 
фениллактата и п-гидроксифениллактата. Было 
также показано, что гидроксифениллактат сни-
жает продукцию реакционноспособных видов 
кислорода как в митохондриях, так и в нейтро-
филах, и поэтому гидроксифениллактат может 
функционировать как естественный антиокси-
дант [20].

С помощью метода главных компонент 
(PCA  — Principal Component Analysis) все 
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образ цы распределялись на плоскости с  коор-
динатами компонент 1 и  компонент 2. При-
менение данного метода позволило оценить 
наличие выбросов в массиве. Из рис. 1 видно, 
что обра зец № 2 из контрольной группы (здо-
ровые) и образец № 2 из группы эксперимента 
(пациенты с НАСГ) расположены на удалении 
от остальных образцов. В связи с этим можно 

предположить, что эти образцы являются вы-
бросами (рис. 1).

В результате образец № 2 из группы экспе-
римента (НАСГ) был исключен из массива дан-
ных, и  затем вновь проведена обработка с по-
мощью BioClassificator.py. Из рис. 2 видно, что 
образец № 2 из группы контроля по-прежнему 
выделяется из группы других образцов.

Удаление образца № 2 контрольной группы 
и  повторная обработка данных с  использова-
нием BioClassificator.py привели к тому, что все 
оставшиеся образцы равномерно распредели-
лись по плоскости компонент 1 — компонент 2 
(рис. 3).

На рис. 3 приведены ROC-кривые оценки 
чувствительности и  специфичности для каж-
дого классификатора. Видно, что значения пло-
щадей под кривыми для всех классификаторов 
удовлетворительного качества, но для класси-
фикатора SVM значение AUC было наибольшим 
(AUC = 0,609). Классификаторы в  программе 
BioClassificator.py выводят списки всех соеди-
нений по убыванию значимости в  разделении 
групп контроля и  эксперимента. В этой связи 
с помощью классификатора SVM были выбра-
ны первые 60 соединений, разделяющих груп-
пы здоровых лиц и пациентов с НАСГ. Из них 
концентрации четырех соединений достоверно 
различались у  больных пациентов и  здоровых 
по критерию Манна – Уитни (табл. 2). Не все 
достоверно различающиеся соединения были 

Рис. 1. Распределение образцов сыворотки крови контрольной группы и пациентов с неалкогольным стеатогепа-
титом по области компонент; ROC-кривые оценки чувствительности и специ фичности для каждого классифи-
катора: SVM (AUC = 0,780), PLSDA (AUC = 0,591), Bayes (AUC = 0,350).  контроль — здоровые,  эксперимент — 
пациенты с неалкогольным стеатогепатитом

Fig. 1. Distribution of the control group and patients with steatohepatitis by component area; ROC-sensitivity-speci-
ficity estimation curves for each classifier: SVM (AUC = 0.780), PLSDA (AUC = 0.591), Bayes (AUC = 0.350).  con-
trol — healthy,  expe riment — patients with NASH
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Рис. 2. Распределение контрольной группы и  пациен-
тов с неалкогольным стеатогепатитом по области ком-
понент после удаления образ ца из группы с НАСГ

Figure 2. Distribution of the control group and patients 
with NASH in the component area after removal of the 
sample from the group with NASH
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Рис. 3. Распределение контрольной группы и пациентов с неалкогольным стеатогепатитом по области компонент 
после удаления образца из группы с НАСГ и образца из группы здоровых; ROC-кривые оценки чувствительности 
и  специфичности для каждого классификатора: SVM (AUC = 0,609), PLSDA (AUC = 0,556), Bayes (AUC = 0,518)

Fig. 3. Distribution of the control group and patients with NASH by component area; ROC-sensitivity-specificity 
estima-tion curves for each classifier: SVM (AUC = 0.609), PLSDA (AUC = 0.556), Bayes (AUC = 0.518)
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Таблица 2 / Table 2

Критерий Манна – Уитни и межквартильные интервалы выявленных соединений
Mann-Whitney test and interquartile intervals of the identified compounds

Показатель Здоровые (n = 4)
Me (IQR)

Больные (n = 10)
Me (IQR)

При p-value < 0,05 различия 
считали достоверными

Тест Манна – Уитни

Сахарный спирт 177 (150–291) 2880 (774–6334) 0,02398

4-Гидроксимасляная кислота 4176 (2179–5021) 506 (347–1896) 0,02

Соединение-360 167616 (45378–375121) 2222 (1096–14414) 0,007992
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Рис. 4. Box-plot для 4-гидроксимасляной кислоты (a), сахарного спирта (b) и соединения-360 (c)

Fig. 4. Box-plot for 4-hydroxybutyric acid (a), sugar alcohol (b) and 360 compounds (c)

а b c
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аннотированы, для таких соединений был ис-
пользован порядковый номер, например сое-
динение-360, или групповое название — сахар-
ный спирт. Одно соединение было исключено 
из группы (соединение-459), поскольку было 
установлено, что оно не являлось компонентом 
сыворотки крови.

Для визуализации различий в концентраци-
ях этих соединений были построены графики 
Box-plots (рис. 4).

Для оценки диагностической ценности выяв-
ленных соединений были построены ROC-кри-
вые, рассчитаны значения AUC и t (табл. 3).

При проведении ROC-анализа пороговое 
значение для 4-гидроксимасляной кислоты со-
ставило 554 (AUC = 0,900; 95 % ДИ (0,624–0,994)) 
с 100 % чувствительностью и 75 % специфично-
стью (см. рис. 3); для соединения-360 оказалось 
> 26 425 (AUC = 0,950; 95 % ДИ (0,691–1,0)) с 80 % 
чувствительностью и  100 % специфичностью; 
для сахарного спирта было > 379 (AUC = 0,925; 
95 % ДИ (0,657–0,998)) с  80 % чувствительно-
стью и 100 % специфичностью. Данные резуль-
таты позволяют предположить, что выявленные 
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Рис. 5. ROC-кривые 4-гидроксимасляной кислоты (a), сахарного спирта (b) и соединения-360 (c)

Fig. 5. ROC-curves of 4-hydroxybutyric acid (a), 360 compounds (b) and sugar alcohol (c)

а b c

Рис. 6. Сравнение ROC-кривых 4-гидроксимасляной 
кислоты, сахарного спирта и соединения-360

Fig. 6. Comparison of ROC-curves of 4-hydroxybutyric 
acid, sugar alcohol and compound-360
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Таблица 3 / Table 3

Значения AUC и доверительный интервал для выявленных соединений
AUC values and confidence intervals for detected compounds

Маркер AUC SE AUC SE стандартное 
отклонение

95 % доверительный 
интервал

4-Гидроксимасляная кислота 0,9 0,08537 0,108 0,624–0,994

Соединение-360 0,95 0,05858 0,06 0,691–100

Сахарный спирт 0,925 0,07296 0,925 0,657–0,998
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соединения с  высокой степенью надежности 
могут служить в качестве диагностических мар-
керов. Высокие значения AUC также указывают 
на пригодность масс-спектрометрического ана-
лиза метаболома плазмы крови для диагности-
ки НАЖБП.

При сравнении ROC-кривых перечислен-
ных соединений не было обнаружено разли-
чий между 4-гидроксимасляной кислотой и со-
единением-360 (р = 0,74); 4-гидроксимасляной 
кислотой и  сахарным спиртом (р = 0,71) и  со-
единением-360 и  сахарным спиртом (p = 0,71) 
(рис. 6). Это означает, что данные соединения 
можно использовать для диагностики НАЖБП 
в стадии НАСГ как отдельно, так и в группе со-
единений-маркеров.

Заключение

НАЖБП представляет собой социально зна-
чимое заболевание. Проблема профилактики 
и/или лечения данного заболевания исходит 
из отсутствия эффективной лабораторной диа-
гностики, поэтому применение современных 
«омикс»-технологий, в  том числе метаболоми-
ки, с  целью улучшения лабораторной неинва-
зивной диагностики является актуальным.

Метаболомика — это перспективный метод, 
который может быть использован для опреде-
ления метаболомного фингерпринта различных 
заболеваний, прогрессирования и ранней диа-
гностики заболеваний.

В нашем исследовании предпринята по-
пытка исследовать метаболом сыворотки кро-
ви с  помощью метода ГХ-МС у  лиц мужского 
пола для диагностики НАЖБП на стадии НАСГ. 
Результаты продемонстрировали, что выявлен-
ные низкомолекулярные метаболиты сыворот-
ки крови могут считаться перспективными диа-
гностическими маркерами НАЖБП на стадии 
НАСГ. Для трех соединений — 4-гидроксимас-
ляной кислоты, соединения-360 и  сахарного 
спирта  — были показаны высокие значения 
специфичности и  чувствительности, довери-
тельного интервала и значения AUC, что может 
говорить о  возможности использования масс-
спектрометрического анализа метаболома плаз-
мы крови для диагностики с высокой степенью 
надежности и вероятности.

Данное исследование включало небольшую 
выборку пациентов. В перспективе планирует-
ся расширение когорты пациентов, определение 
маркеров прогрессирования НАЖБП (стеатоз 
и НАСГ), сравнительное исследование с вклю-
чением женщин.
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