
п е д и а т р и я

57

В современной педиатрии одной из основных проблем

является проблема ранней диагностики наследствен-

ных болезней обмена веществ. Несмотря на то, что боль-

шинство заболеваний являются достаточно редкими в 

популяции, они занимают одно из первых мест в структуре 

детской патологии и детской смертности. Тяжесть течения, 

отсутствие адекватного этиологического лечения на уров-

не генома, генетическая гетерогенность, вариабельность 

клинических проявлений – все это делает проблему наслед-

ственных ошибок метаболизма достаточно острой для 

педиатров. Вместе с тем для многих нозологических форм 

в настоящее время имеются адекватные методы патогене-

тической терапии (назначение специальных диет, прием 

лекарственных форм различных энзимов и пр.), которые, 

особенно на ранних этапах, позволяют смягчить тяжесть 

заболевания и, в определенных случаях, достигнуть стой-

кой ремиссии или относительного выздоровления. Но для 

правильного ведения такой терапии требуется максималь-

но точно и как можно в более ранние сроки проводить диа-

гностику, чтобы начинать лечение как можно раньше. В 

качестве примера можно привести классический вариант 

фенилкетонурии. В настоящее время разработаны диети-

ческие схемы питания, в которых отсутствуют продукты, 

содержащие фенилаланин, что позволяет свести к миниму-

му тяжелые последствия данного заболевания. Но они 

эффективны только при как можно более раннем назначе-

нии в случае подтвержденного диагноза фенилкетонурии. 

При других ее формах данная диетотерапия будет неэф-

фективной [1, 2]. 

Для выполнения задачи быстрой и точной диагностики

наследственных болезней обмена веществ в современной 

медицинской науке существует достаточно много мето-

дик, позволяющих проводить ее на разных уровнях раз-
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вития заболевания. Их можно подразделить на следую-

щие группы:

1. Клинический этап. На первом этапе диагностика осу-

ществляется педиатрами общего профиля при первичном 

сборе клинической информации. В дальнейшем пациенты 

обследуются специалистами-педиатрами в зависимости от 

доминирующего поражения определенных органов и си-

стем, а окончательный клинический диагноз должен ста-

виться врачом клинической генетики. Следует отметить,

что для наследственных болезней обмена веществ харак-

терны, с одной стороны, крайняя вариабельность клиниче-

ских проявлений, а с другой стороны, клиническое сход-

ство нозологических форм, относящихся к разным классам 

нарушений обмена веществ. Поэтому клинический этап 

диагностики является важным, но зачастую предваритель-

ным для формирования окончательного диагноза.

Важнейшее значение приобретает следующий этап диагно-

стики – лабораторный.

2. Лабораторный этап. Диагностика наследственных 

болезней обмена веществ лабораторными методами как 

нельзя более точно отражает основную догму молекуляр-

ной биологии, сформулированную Гарродом: «один ген – 

один фермент». Наследственные болезни обмена ве-

ществ являются такой патологией, где наиболее четко 

видна связь между патологией гена и сопутствующими 

изменениями кодируемого этим геном фермента.

Соответственно, лабораторная диагностика данных забо-

леваний может проводиться на разных молекулярных 

уровнях конкретной патологии. Методы, используемые 

для диагностики наследственных ошибок метаболизма на 

определенных патогенетических уровнях этих заболева-

ний, показаны в табл. 1.

Эти методики позволяют во много раз увеличить бы-

строту и точность диагностики наследственных болезней

обмена веществ. Следует отметить, что лабораторная диа-

гностика на разных уровнях патогенеза конкретного забо-

левания может использоваться не только для подтвержде-

ния предварительного клинического диагноза, но и для 

скрининга наследственной патологии обмена веществ в 

определенных детских популяциях, то есть на доклиниче-

ском этапе диагностики [3]. Таким образом, перечислен-

ные уровни диагностики в различном сочетании могут ис-

пользоваться для быстрой и точной диагностики, что 

важно для как можно более раннего назначения адекват-

ной патогенетической терапии.

Материалы и методы

При проведении быстрой диагностики наследственных бо-

лезней обмена у детей используются стандартное лаборатор-

ное оборудование и реактивы биохимической лаборатории.

Для определения аминокислот и ацилкарнитинов исполь-

зуется диагностический набор фирмы «Chromsystems» 

(Германия): подвижная фаза, внутренний стандарт, реагент 

для дериватизации, восстанавливающий буфер, промывоч-

ный раствор, экстракционный буфер.

Количественное определение аминокислот и ацилкарни-

тинов осуществляется на жидкостном тандемном хромато-

масс-спектрометре Agilent Technologies 6410 Triple Quad LC/

MS (производство США).

Для выделения органических кислот из биообъектов (из

мочи) используются следующие реактивы: гидроксид на-

трия, гидроксиламин, хлорид натрия, этилацетат, пиридин, 

N-метил-N-триметилсилил-трифлуорацетамид.

Количественное определение органических кислот осу-

ществляется на газовом хромато-масс-спектрометре Agilent

Technologies 6890/5973 MS.

Результаты исследования и их обсуждение

Жидкостная тандемная хромато-масс-спектрометрия

В настоящее время в мировой практической медицине

одним из основных лабораторных методов диагностики 

детей и скрининга новорожденных на наличие наследствен-

ных нарушений метаболизма аминокислот, органических и

жирных кислот (ацилкарнитинов) является метод жидкост-

ной тандемной хромато-масс-спектрометрии с ионизацией в 

электроспрее. Данный метод приобрел широкое распро-

странение в США, Германии и Японии [4, 5]. В Японии суще-

ствует государственная программа определения 10 заболе-

ваний методом тандемной хромато-масс-спектрометрии. 

В США и Германии новорожденные тестируются данным 

методом на наличие более 20 нарушений [6, 7]. 

Жидкостный тандемный хромато-масс-спектрометр явля-

ется наиболее чувствительным и специфичным инструмен-

том для выполнения целевого анализа аминокислот и ацил-

карнитинов на следовом уровне [8, 9]. Он также оптимально 

подходит для целей первичного скрининга, так как позволяет 

уменьшить время анализа до 2–3 мин, что дает возможность 

делать более трехсот образцов анализа в сутки, определяя 

концентрации более 30 веществ-маркеров [3].

Таблица 1. Уровни и методы лабораторной диагностики наследственных болезней обмена веществ

Уровни лабораторной диагностики р р р Методы диагностики Что исследуетсяу
1. Молекулярно-генетический уровень
(патология гена)

1. ПЦР с детекцией электрофорезом
2. Real-time ПЦР
3. Прямое секвенирование

р р ф р4. Капиллярный электрофорез

Мутации и полиморфизмы в генах, кодирующих 
ферменты и вспомогательные белки

2. Биохимический уровень (патология фермента)ур ( ф р )
А) Первичный уровень (нарушение
функционирования фермента или ферментного
комплекса)

1. Тандемная масс-спектрометрия 
2. Иммуноферментный метод
3. ВЭЖХ (высокоэффективная жидкостная 
хроматография)
4. ГХ-МС

1. Изменение активности фермента
или ферментного комплекса 
2. Определение концентрации фермента
и/или его кофакторов 

р рв различных биологических средах
Б) Вторичный уровень (нарушение
функционирования метаболического пути,
включение побочных –патологических –
метаболических путей)

1. ВЭЖХ
2. Тандемная масс-спектрометрия 
3. ПМР (протонно-магнитный резонанс)

Определение cпектра концентрации маркерных
метаболитов в биологических средах
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В настоящее время выделяют следующие основные клас-

сы наследственных метаболических расстройств, которые 

можно определить методом жидкостной тандемной хромато-

масс-спектрометрии:

• нарушения обмена отдельных аминокислот,

• нарушения обмена органических кислот,

• нарушения обмена жирных кислот (ацилкарнитинов).

Методика. В клинических условиях для нужд неона-

тального скрининга наиболее удобной методикой прове-

дения анализа на жидкостном тандемном хромато-масс-

спектро мет ре является методика исследования сухих 

пятен крови. Собственно исследование состоит из следу-

ющих этапов.

1.Отбор пробы. Образец крови из пятки новорожденного

или пальца больного более старшего возраста отбирается

на специальную бумагу Watman 903, высушивается на воз-

духе и отправляется в лабораторию. Хранится проба при 

комнатной температуре.

2. Для проведения анализа из сухого пятна при помощи

специального инструмента в лаборатории вырезается проба

диаметром 3,1 мм, соответствующая 3,2 мкл крови, обраба-

тывается согласно общепринятой преаналитической проце-

дуре и вводится в хромато-масс-спектрометр [6, 9, 10].

3. Результат хромато-масс-спектрометрии автоматически

обрабатывается на ЭВМ программой MassHunter и выводит-

ся в виде индивидуального отчета (рис. 1).

В настоящее время метод, реализуемый на тандемных

хромато-масс-спектрометрах фирмы «Agilent 6410», преду-

сматривает определение 30 ацилкарнитинов и 12 аминокис-

лот. При этом благодаря конструкционным, а также про-

граммным особенностям жидкостного тандемного хромато-

масс-спектрометра фирмы «Agilent 6410 QQQ » за 3 мин

анализа собирается сигнал, достаточный для чувствитель-

ного и надежного количественного определения.

 После каждого анализа программное обеспечение

МassHunter выполняет количественный расчет анализируе-

мых соединений по соотношению их откликов с откликом 

соответствующего внутреннего стандарта и автоматически

генерирует индивидуальный отчет, в котором содержатся

концентрации компонентов и их необходимые соотношения.

Кроме того, разработанные нормы концентраций биомар-

керов вводятся в программу обработки и при помощи цвето-

вой индикации позволяют получить возможные критические

значения. 

Рис 1. Индивидуальный отчет, выдаваемый программой 
MassHunter жидкостного хромато-масс-спектрометра и храня-
щийся в электронном виде в ЭВМ.

Таблица 2. Примеры наследственных болезней обмена веществ, определяемых методом жидкостной тандемной хромато-
масспектрометрии, и показатели концентрации маркерных метаболитовр р р р р
Заболевание Первичный биохимический дефект р ф Показатели маркерных метаболитовр р
1. Аргининосук-
цидиновая ацидурия
(ASA)

Блокирование конверсии аргининосукцидиновой кислоты в аргинин Цитруллин
1) Норма <75 мкмоль/л
2) Патология ≥75 мкмоль/л

) р ур3) Критический уровень ≥100 мкмоль/л
2. Цитруллинемия Нарушение функции фермента аргининосукцинат-синтетазы,

являющегося одним из шести ферментов цикла мочевины
1) Цитруллин – сильно повышен
2) Аргинин – низкий уровень или не определяется
Показатели цитруллина
1) Норма <75 мкмоль/л
2) Патология ≥75 мкмоль/л
3) Критический уровень) р ур ≥ 100 мкмоль/л

3. Гомоцистинурия Аутосомно-рецессивное заболевание, связанное с нарушениями 
катаболизма серусодержащих аминокислот (дефект фермента
цистатионин-β-синтазы)

Метионин
Нормальный диапазон – 0–61 мкмоль/л
1)Норма <70 мкмоль/л
2)Патология ≥70 мкмоль/л

) р ур3)Критический уровень ≥140 мкмоль/л
4. Болезнь 
«кленового сиропа»
(лейцинурия)

Аутосомно-рецессивное заболевание, связанное с нарушением
декарбоксилирования кетокислот с разветвленной цепью

Соотношение уровня лейцина к изолейцину
1) Норма – Лей/Иле <310 мкмоль/л
2) Патология – Лей/Иле ≥310 мкмоль/л
3)Критический уровень – Лей/Иле ) р ур ≥460 мкмоль/л

5. Фенилкетонурия Классическая ФКУ связана с отсутствием или дефицитом фермента 
фенилаланингидроксилазы, в результате происходит накопление 
фенилаланина и его побочных метаболитов в крови и тканях

Фенилаланин
Нормальный диапазон – 0–124 мкмоль/л
2.Показатели фенилаланина
1) Норма <140 мкмоль/л
2) Патология ≥140 мкмоль/л
3) Критический уровень >280 мкмоль/л
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Суммарные результаты работы за определенный срок

также возможно просмотреть при помощи программы 

МassHunter. При выводе массива результатов значения кон-

центраций, превышающих норму, очевидны.

В табл. 2 приведены примеры заболеваний, которые

могут быть диагностированы на биохимическом этапе мето-

дом жидкостной тандемной хромато-масс-спектрометрии, а 

также вещества, повышение или понижение концентрации 

которых в биологических жидкостях служит маркером дан-

ной нозологической формы. Нормальные значения концен-

траций приведены согласно литературным данным.

Из табл. 2 видно, что для определенных нозологических 

форм существует два типа маркеров метаболизма. 

Первичные маркеры отражают непосредственно те этапы 

метаболизма, которые привязаны к определенному патоло-

гически измененному ферменту. Соответственно, они явля-

ются наиболее диагностически значимыми. Вторичные же

маркеры служат либо дериватами первичных, либо пред-

ставляют из себя относительные концентрации одного мар-

кера по отношению к другому. Но в каждом конкретном 

случае диагностики нозологической формы наследственно-

го нарушения метаболизма желательно исследовать как 

значения концентраций первичных маркерных метаболитов, 

так и вторичные маркеры, что особенно актуально, если

значения концентраций определенного вещества находятся

на границе нормальных и патологичес ких значений.

По опыту работы диагностического комплекса ТМС в 

МНИИ педиатрии и детской хирургии уже сейчас можно ска-

зать, что метод жидкостной тандемной хромато-масс-

спектрометрии может успешно использоваться как для пла-

новых больных, так и для массового неонатального скринин-

га. Тандемный масс-спектрометр выступает не как сложный 

экспериментальный прибор, а как надежный диагностиче-

ский инструмент, позволяющий проводить скрининг большо-

го числа новорожденных [2].

Газовая хроматография-масс-спектрометрия 

(ГХ-МС, GC-MS)

Еще одним из методов быстрой и высокочувствитель-

ной диагностики наследственных болезней обмена ве-

ществ на биохимическом этапе диагностики является 

метод газовой хроматографии-масс-спектрометрии. 

Используется данная методика в основном для диагности-

ки врожденных ошибок метаболизма, при которых в моче 

накапливаются побочные дериваты патологически изме-

ненного обмена веществ – органические кислоты [11]. 

Данная группа заболеваний носит название органических

ацидурий и включает в себя достаточно большое число 

нозологических форм. Органические кислоты являются 

промежуточными продуктами катаболизма многих ве-

ществ, обмен которых происходит в нашем организме. 

Поэтому показатели их концентрации в различных биоло-

гических жидкостях, в частности, в моче, служат достаточ-

но специфичными лабораторными маркерами ряда на-

следственных болезней обмена веществ [3, 12].

Методика.

1. Отбор пробы. 100 мл разовой порции мочи отбирается

в пластиковый контейнер с крышкой и направляется на ана-

лиз. Хранится проба при -20° С.

2. В процессе пробоподготовки в лаборатории проводится 

процедура изоляции органических кислот с использованием

внутренних стандартов – 3-фенилмасляной кислоты или

фенацетина.

3. Проводится собственно анализ на газовом хроматогра-

фе – масс-спектрометре фирмы «Agilent 6890» для опреде-

ления концентрации соответствующей органической кисло-

ты в моче по данным полученной масс-спектрограммы. В

конечном итоге вычисляется концентрация определенной 

органической кислоты в моче в виде ммоль/моль креатинина

(в пересчете на нормальный креатинин).

В табл. 3 приведены примеры нозологических форм с со-

ответствующими маркерными органическими кислотами и

показателями их в моче, которые могут диагностироваться

методом ГХ-МС. 

Таким образом, метод ГХ-МС является одним из самых

быстрых и точных методов диагностики наследственных и 

приобретенных органических ацидурий, а также неонаталь-

ного скрининга этих состояний. Использование ГХ-МС на

биохимическом этапе диагностики наследственных ошибок 

метаболизма позволяет не только ускорить диагностический

процесс, но и проводить более тонкое дифференцирование

данных часто клинически сходных наследственных болезней

метаболизма, что важно с лечебно-профилактической точки

зрения и с точки зрения прогноза.

За полгода использования методов быстрой диагности-

ки наследственной патологии метаболизма у детей в МНИИ 

педиатрии и детской хирургии (тандемная хромато-масс-

спектрометрии в сочетании с ГХ-МС) проведена диагности-

ка наследственных болезней обмена веществ более чем у 

Таблица 3. Примеры нозологических форм, сопровождаю-
щихся органической ацидурией

Заболевание Показатели экскреции маркерных органических 
кислот в моче

1. Алкаптонурия 1. Гомогентизиновая кислота 
а) Норма <2 ммоль/моль креатинина
б) Классическая патология – 1000–5000 ммоль/моль 
ркреатинина

2. Изовалериановая
ацидемия

1. Изовалерилглицин
а) Норма – 0–10 ммоль/моль креатинина
б) Классическая патология – 2000–9000 ммоль/моль 
креатинина
2. 3-гидроксиизовалериановая кислота
а) Норма – 0–46 ммоль/моль креатинина
б) Классическая патология – 1000–2000 ммоль/моль 
креатинина
3. 4-гидроксиизовалериановая кислота
а) Норма <2 ммоль/моль креатинина.
б) Классическая патология – 20–300 ммоль/моль 
креатининар

3. Пропионовая
ацидемия

1. Метиллимонная кислота
а) Норма – 0–12 ммоль/моль креатинина 
б) Классическая патология – 150–2800 ммоль/моль 
креатинина
2. 3-гидроксипропионовая кислота
а) Норма – 3–10 ммоль/моль креатинина
б) Классическая патология – 20–2000 ммоль/моль 
креатинина
3. Пропионилглицин
а) Норма <2 ммоль/моль креатинина
б) Классическая патология – 0–450 ммоль/моль 
креатинина
4. 3-гидроксивалериановая кислота
а) Норма – <2 ммоль/моль креатинина
б) Классическая патология – 0–1200 ммоль/моль 
креатинина
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200 пациентов. Было выявлено 90 больных с фенилкетону-

рией, 20 больных с метилмалоновой ацидемией, 42 – с го-

моцистинурией, 11 – с изовалериановой ацидемией, 9 боль-

ных с синдромом «кленового сиропа» (лейцинозом), 4 па-

циента с дефектом распознавания карнитина, 5 – с тирози-

немией I типа, 5 детей с цитруллинемией, 3 – с аргининсук-

цинилацидемией и один ребенок с дефицитом ацетил-СоА-

дегид рогеназы средних цепей. Все предварительные диа-

гнозы, поставленные нами по результатам ТМС, совпали с

окончательным клиническим диагнозом. При этом и корре-

ляция изменения концентраций исследуемых веществ с

клиническими проявлениями была очень высока. У 23 па-

циентов для уточнения диагноза был проведен анализ ме-

тодом ГХ-МС на содержание органических кислот.

По опыту работы диагностического комплекса ТМС в со-

четании с ГХ-МС в МНИИ педиатрии и детской хирургии уже 

сейчас можно сказать, что быстрая диагностика наслед-

ственных болезней метаболизма у детей может успешно 

использоваться как для плановых больных, так и для массо-

вого неонатального скрининга. Тандемный масс-спектрометр 

и газовый хроматограф-масс-спектрометр выступают не как 

сложные экспериментальные приборы, а как надежный диа-

гностический инструмент, позволяющий проводить скрининг 

большого числа новорожденных [2].

Заключение

Наследственные болезни обмена веществ являются одной

из наиболее актуальных проблем в современной педиатрии. 

Большое число нозологических форм, клинико-генетическая 

гетерогенность данной группы заболеваний усложняют про-

цесс диагностики. Но, как мы показали выше, применение 

новых высокотехнологичных методов лабораторной диагно-

стики наследственных болезней метаболизма позволяет об-

легчить и ускорить трудный путь практического врача к пра-

вильному диагнозу. Четкий алгоритм, правильная интерпре-

тация лабораторных и клинических данных – залог успеха в 

диагностике наследственных заболеваний обмена веществ.
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