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Аннотация

Цель исследований – отработать метод пробоподготовки, используя расходные материалы (лизис-буферы) рос-
сийского производства, для изучения белкового профиля санитарно-значимых гельминтов промысловых рыб ме-
тодом времяпролетной масс-спектрометрии с лазерной десорбцией/ионизацией (MALDI-TOF).

Материалы и методы. Для работы были отобраны 98 экз. гельминтов от трех видов рыб: половозрелые цестоды 
Triaenophorus nodulosus из кишечника щуки (Esox lucius), плероцеркоиды (личинки) цестод Diphyllobothrium ditremum 
из стенки желудка и кишечника ряпушки европейской (Coregonus albula), личинки нематод Eustrongylides excisus из 
мышечной ткани и печени окуня обыкновенного (Perca fluviatilis). Ихтиологический материал был получен с помо-
щью пассивных орудий лова (сети) в период с января по август 2025 года и доставлен в лабораторию в заморожен-
ном виде. В лабораторных условиях проводили вскрытие рыб, осмотр мышечной ткани и внутренних органов под 
бинокулярным микроскопом Motic SMZ-171T. Для видовой идентификации паразитов использовали определители 
паразитов пресноводных рыб фауны СССР Гусева (1985) и Авдеева (1987). Фотодокументацию выполняли на микро-
скопе Zeiss AxioImager Z.1. Пробоподготовку (экстракцию) гельминтов проводили согласно патенту N RU 2768162 C1 
«Способ подготовки половозрелых особей нематод для идентификации методом MALDI TOF масс-спектрометрии» 
(2022). Масс-спектрометрию гельминтов выполняли на масс-спектрометре MALDI (Microflex, Bruker Germany). 

Результаты и обсуждение. На сегодняшний день в Российской Федерации имеется необходимость в разработке, 
верификации и внедрении в практическую деятельность испытательных лабораторий рабочих протоколов мето-
да MALDI-TOF MS для диагностики инвазий рыб, используемых для пищевых целей, и создания единой референс-
библиотеки спектров белков гельминтов, встречающихся на территории России. Однако, метод пробоподготовки 
(экстракции) гельминтов не отработан и не разработан стандартный операционный протокол для проведения диа-
гностического исследования гельминтов методом времяпролетной масс-спектрометрии. Нами предприняты иссле-
дования по отработке метода пробоподготовки (экстракции) гельминтов с использованием расходных материалов 
и реактивов российского производства. В результате проведенных нами исследований был отработан протокол 
пробоподготовки и получен 41 масс-спектр. 

Ключевые слова: протеомный анализ, масс-спектрометрия, MALDI-TOF масс-спектрометрия, паразиты, гельминты, 
нематоды, цестоды 
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Abstract

The purpose of the research is to develop a method of sample preparation using reagents and materials of Russian 
production to study the protein profile of sanitary-significant helminths of commercial fish using the method of time-of-
flight mass spectrometry with laser desorption/ionization (MALDI-TOF).

Materials and methods. 98 specimens of helminths from three fish species were selected for the study: adult cestodes 
Triaenophorus nodulosus from the intestines of a pike (Esox lucius), plerocercoids cestodes Diphyllobothrium ditremum from 
the wall of the stomach and intestines of European vendace (Coregonus albula), nematode larvae Eustrongylides excisus 
from muscle tissue and liver of Common perch (Perca fluviatilis). Ichthyological material was obtained using passive fishing 
gear (nets) in the period from January to August 2025 and delivered to the laboratory in frozen form. In the laboratory, fish 
were dissected and muscle tissue and internal organs were examined under binocular microscope Motic SMZ-171T. For 
species identification of parasites, the Identifier of Parasites of Freshwater Fish Fauna of the USSR Gusev (1985), Аvdeev 
(1987) was used. Photo documentation was performed using the microscope Zeiss AxioImager Z.1. Sample preparation 
(extraction) of helminths was carried out according to the patent N RU 2768162 C1 Method for preparing adult nematode 
specimens for identification using MALDI TOFF mass spectrometry method (2022). Mass spectrometry of helminths was 
performed on a mass spectrometer MALDI (Microflex, Bruker Germany). 

Results and discussion. Currently, in the Russian Federation, there is a need to develop, verify, and implement into practical 
activities of testing laboratories the working protocols of the MALDI-TOF MS method for diagnosing infections of fish used 
for food purposes, and to create a unified reference library of the spectra of helminth proteins found in Russia. Also, a 
standard operating protocol for diagnostic testing of helminths using time-of-flight mass spectrometry has not been 
developed. We conducted research to refine a method for sample preparation (extraction) of helminths using Russian-
made consumables and reagents. As a result of our research, we developed a sample preparation protocol and obtained 
41 mass spectra.

Keywords: proteomic analysis, mass-spectrometry, MALDI-TOF mass-spectrometry, parasites, helminths, nematodes, 
cestodes
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Введение
В мире первые исследования метода 

MALDI-TOF MS с целью изучения белкового 
профиля нематоды Angiostrongylus costaricensis 
проведены León et al. (2007) в Бразилии [14]. 
Ahmad et al. (2012) в Тайване демонстрировали 
метод MALDI-TOF MS для дифференциации 
инвазионной и неинвазионной стадии нема-
тоды Meloidogyne incognita [9]. Позже Avila et 
al. (2016) проводили сходные исследования в 
Бразилии, которые показали эффективность 
матрично-активированной лазерной де-
сорбции/ионизации с времяпролётной масс-
спектрометрией для обнаружения трипано-
сом в биожидкостях [10]. В Италии Calderaro 
et al. (2018) провели сравнительные исследова-
ния рутинных методов диагностики и метода 
MALDI-TOF MS при дифференциальной диа-
гностике Entamoeba histolytica от Entamoeba 
dispar [11].

В настоящее время в мире метод MALDI-
TOF MS широко применяют для иден-
тификации гельминтов и их личинок. 
Были идентифицированы выделенные 
от улиток церкарии Trichobilharzia anseri, 
Diplostomum pseudospathaceum, Alaria alata, 
Echinostoma revolutum, Petasiger phalacrocoracis, 
Tylodelphys sp., Australapatemon sp., Cotylurus 
sp., Posthodiplostomum sp., Parastrigea sp., 
Echinoparyphium sp., Plagiorchis sp. [12], поло-
возрелые Fasciola spp. [17], личинки нематод 
Anisakis spp. [15], личинки трихинелл, выде-
ленные от разных хозяев и из различных гео-
графических регионов [13]. 

Метод MALDI-TOF MS использовали как 
инструментальный метод диагностики по-
ловозрелых нематод Trichuris sp. и была соз-
дана локальная база данных для внутреннего 
применения для нематод T. trichiura, T. vulpis,  
T. ovis [16]. 

Во всех перечисленных исследованиях 
идентификации гельминтов методом время-
пролетной масс-спектрометрии пробопод-
готовку осуществляли посредством экстрак-
ции гельминтов с использованием набора 
«Sepsityper Kit 50» (Bruker, Германия).

В Российской Федерации впервые приме-
нили метод протеомного анализа для парази-
тологических исследований ученые Ростов-
ского НИИ микробиологии и паразитологии, 
выделив белковые профили из половозрелых 
особей аскариды человека и дирофилярий [7, 

8]. Специалистами был запатентован метод 
пробоподготовки экстракта из гельминтов 
лизис-буфером из набора «Sepsityper Kit 50» 
(Bruker, Германия) [2]. Позднее с целью им-
портозамещения была предложена пробопод-
готовка с применением буфера из набора для 
постановки полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) (Амплисенс, Россия). Результаты ис-
следования показали возможность видовой 
дифференциации нематод методом MALDI-
TOF MS с предложенной заменой лизис буфе-
ров [4]. 

Видманова с соавт. (2022) запатентовали 
способ подготовки половозрелых особей не-
матод для идентификации методом MALDI 
TOF масс-спектрометрии, где для подготовки 
образца применяют ацетонитрил, трифторук-
сусную и муравьиную кислоты, и не использу-
ют лизис буферы. Технический результат изо-
бретения заключается в том, что заявленный 
способ подготовки биопроб нематод позволяет 
выделить достаточное количество биологиче-
ской массы для получения масс-спектров мето-
дом MALDI-TОF масс-спектрометрии [5].

На сегодняшний день в Российской Фе-
дерации для рутинных исследований в ис-
пытательных лабораториях не отработан 
доступный метод пробоподготовки для по-
следующего проведения диагностического 
исследования гельминтов рыб с расходными 
материалами российского производства мето-
дом времяпролетной масс-спектрометрии. 

Целью нашей работы было отработать про-
боподготовку с использованием расходных ма-
териалов российского производства для изуче-
ния белкового профиля санитарно-значимых 
гельминтов промысловых рыб методом вре-
мяпролетной масс-спектрометрии с лазерной 
десорбцией/ионизацией (MALDI-TОF). 

Материалы и методы
Исследования проводили с января 2025 

по август 2025 гг. Ихтиологический материал 
получали с помощью пассивных орудий лова 
(сети), доставляли в лабораторию в заморо-
женном виде. В лабораторных условиях про-
водили вскрытие рыб, осмотр мышечной тка-
ни и внутренних органов под бинокулярным 
микроскопом Motic SMZ-171T. Для характе-
ристики зараженности рыб использовали по-
казатели экстенсивности (ЭИ, %) и интенсив-
ности инвазии (ИИ, экз. паразитов на рыбу). 

2025;19(4):471-479

БИОХИМИЯ, БИОТЕХНОЛОГИЯ И ДИАГНОСТИКА



474

Russian Journal of Parasitology / Российский паразитологический журнал

Для видовой идентификации паразитов ис-
пользовали определители паразитов пресно-
водных рыб фауны СССР Гусева [1] и Авдеева 
[6]. Фотодокументацию выполняли на микро-
скопе Zeiss AxioImager Z.1.

Для исследований были отобраны 98 экз. 
гельминтов от трех видов рыб: щука (Esox 
lucius Linnaeus, 1758), улов – Топо-Пяозерское 

водохранилище Республики Карелия и Слак-
ское водохранилище Альшеевского района Ре-
спублики Башкортостан; ряпушка европейская 
(Coregonus albula, Linnaeus, 1758), улов – Ондо-
зерское водохранилище Республики Карелия; 
окунь обыкновенный (Perca fluviatilis, Linnaeus, 
1758), улов – Лаганское водохранилище Лаган-
ского района Республики Калмыкия (табл. 1).

Таблица 1

Гельминтологический материал, использованный в опыте
Table 1

Helminthological material used in experiment

Вид гельминта Вид рыбы Локализация Число, экз.

Triaenophorus nodulosus
половозрелые цестоды

Щука 
Esox lucius Кишечник 16

Diphyllobothrium ditremum
плероцеркоиды (личинки)

Ряпушка европейская 
Coregonus albula Стенки желудка и кишечника 30

Eustrongylides excisus 
личинки

Окунь обыкновенный 
Perca fluviatilis Мышечная ткань, печень 52

Метод пробоподготовки – экстракции бел-
ков гельминтов выполняли согласно запатен-
тованному методу для половозрелых аскарид 

и дирофилярий [5]. В этот метод нами были 
внесены изменения (табл. 2).

Таблица 2

Метод экстракции белков гельминтов
Table 2

Method of extraction of helminth proteins

N п/п Этап
Процедура согласно патенту  

N RU 2768162 C1,  
дата регистрации 23.03.2022г.

Предложенные изменения  
и дополнения 

1 2 3 4

1
Подготовка 
гомогенизата 
гельминта

Отбирается головной конец гельминта или 
если гельминт мелкий, то целая особь. Ее одно-
кратно отмывают в растворе 0,9% NaCl.

Отбирают целую особь гельмин-
та, даже если он большого размера. 
Особь трехкратно отмывают в сте-
рильном растворе 0,9% NaCl.

Отмытый гельминт гомогенизируют в чистой одно-
разовой пластиковой посуде стерильным пестиком.

Отмытый гельминт гомогенизируют 
в стерильной керамической ступке 
стерильным керамическим пестиком. 

2 Подготовка 
суспензии

50 мкл полученной массы перемещают дозатором 
в пробирку типа эппендорф и частично обезвожи-
вают путем центрифугирования в течение 11 ми-
нут в режиме RPM=13300 об/мин (RCF=9888 g)

50 мкл полученного гомогенизата по-
мещают дозатором в пробирку типа 
эппендорф и частично обезвоживают 
путем центрифугирования в течение 10 
минут в режиме RPM=13300 об/мин

После удаления дозатором надосадочной жидкой 
фракции добавляют 30 мкл стандартного раствора OS. 

Надосадочную жидкую фракцию 
удаляют автоматическим отсасы-
вателем. Далее добавляют 30 мкл 
стандартного раствора OS.

Стандартный раствор (50% ацетонитрила, 47,5% 
воды, 2,5% трифторуксусной кислоты).

Для приготовления раствора использова-
ли ацетонитрил (CH3CN) 99,9% со степе-
нью чистоты LC-MS grade и HPLC grade.

Полученную суспензию перемеши-
вают на Vortex 1 минуту.

Суспензию перемешивают на Vortex 30 с. 

Далее к суспензии добавляют 30 мкл 70%-ной 
муравьиной кислоты, суспензию повторно пере-
мешивают на Vortex 1 минуту и центрифугируют 11 
минут в режиме RPM=13300об/мин (RCF=9888g).

К суспензии добавляют 30 мкл 70%-ной 
муравьиной кислоты, суспензию переме-
шивают на Vortex 30 с и центрифугируют 
10 минут в режиме RPM=13300об/мин. 
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1 2 3 4

3 Нанесение 
на мишень

После удаления пипеткой жидкого супернатанта, 
полученный осадок наносят с помощью одноразовой 
петли на гладкую мишень в двух последовательностях.

Жидкий супернатант удаляют авто-
матическим отсасывателем. Полу-
ченный осадок наносят на мишень в 
пяти последовательностях дозатором, 
что позволяет добиться более равно-
мерного нанесения аликвоты.

Покрывают матрицей – цианогидроксикорич-
ной кислотой (α-Cyano-4 hydroxycirmamicacid) 
и сушат при комнатной температуре.

Покрывают матрицей - цианогидрок-
сикоричной кислотой (α-Cyano-4 
hydroxycirmamicacid) и сушат в 
ламинарном боксе 2 класса защи-
ты при температуре 25 °С.

4 Спектрометрия

После полного высыхания проводят идентифи-
кацию на MALDI TOF масс-спектрометре.

После высыхания мишени 
масс-спектрометрию прово-
дят на масс-спектрометре MALDI 
(Microflex, Bruker Germany).

Окончание таблицы 2

End of table 2

На всех этапах пробоподготовки работу 
проводили в ламинарном боксе 2 класса за-
щиты TELSTAR BIO-II-A (Telstar, Испания) с 
целью исключения контаминации гельминтов 
бактериями.

На втором этапе готовили 10 мл стандарт-
ного раствора из расчета: 5 мл ацетонитрила + 
4,75 мл деионизованной воды + 0,25 мл триф-
торуксусной кислоты. В патенте Видманова 
с соавт. [5] при приготовлении стандартного 
раствора с использованием 99,9 % ацетони-
трила не конкретизирована степень чистоты 
реагента. В масс-спектрометрии используют 
99,9% ацетонитрил (CH3CN) со степенью чи-
стоты LC-MS grade и HPLC grade. 

На третьем этапе нанесение осадка на ми-
шень проводили не бактериологической петлей, 
а автоматическим пипеточным дозатором, что 
позволяло добиться более равномерного нане-
сения аликвоты. Высушивали мишень в лами-
нарном шкафу при комнатной температуре.

Загрузку мишени в прибор и спектро-
метрию проводили в масс-спектрометре 
MALDI Biotyper в соответствии с инструк-
цией к прибору.  

Результаты и обсуждение
При отработке протокола пробоподго-

товки согласно запатентованной методике 
Видманова с соавт. [5] нам удалось получить 
6 белковых профилей из 16 половозрелых це-
стод, 5 белковых профилей из 30 плероцерко-
идов (личинок) цестод и 30 белковых профи-
лей из 52 личинок нематод. 

На втором этапе пробоподготовки прове-
дено сравнение применения 99,9% ацетони-
трила (CH3CN) со степенью чистоты LC-MS 
grade и HPLC grade. В результате с 99,9% аце-
тонитрилом LC-MS grade не получали инфор-
мативных спектров ни у цестод, ни у нематод. 
Используя 99,9% ацетонитрил HPLC grade, 
нам удалось добиться устойчивого массива 
масс-спектров и в дальнейшей работе исполь-
зовали ацетонитрил HPLC grade.

Исследования показали, что оптимизи-
рованная нами и отработанная подготов-
ка проб для метода времяпролетной масс-
спектрометрии с лазерной десорбцией/
ионизацией (MALDI-TOF) обеспечила полу-
чение 41 валидного масс-спектра гельминтов 
и личинок гельминтов, что составило 41,8% от 
общего числа спектров, полученных от 98 экз. 
гельминтов. (табл. 3).

При разработке стандартного операцион-
ного протокола для проведения диагностиче-
ского исследования гельминтов у исследовате-
ля в рутинной работе появится возможность 
провести анализ образца, отобранного в ми-
нимальном объёме и в короткий срок. Полу-
ченные данные позволят постепенно сформи-
ровать доступную базу данных масс-спектров 
гельминтов, содержащую эталонные про-
фили, которая требуется исследователям для 
окончательной идентификации гельминтов 
или их личинок.

Метод время-пролётной MALDI-TOF 
масс-спектрометрии является инновацион-
ной технологией в лабораторной диагности-
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Таблица 3

Полученные белковые профили гельминтов промысловых рыб методом  
времяпролетной масс-спектрометрии

Table 3

Obtained protein profiles of helminths of commercial fish using the time-of-flight mass spectrometry method

Вид рыб Вид гельминтов Число полученных 
масс-спектров

Щука (Esox lucius) Triaenophorus nodulosus половозрелые цестоды (рис. 1) 6

Ряпушка европейская (Coregonus albula) Diphyllobothrium ditremum плероцеркоиды (личинки)  
цестод (рис. 2) 5

Окунь обыкновенный (Perca fluviatilis) Eustrongylides excisus личинки нематод (рис. 3) 30

Всего: 41

Рис. 1. Головной конец цестоды Triaenophorus  
nodulosus (× 100)

Fig. 1. Head end of the cestode Triaenophorus  
nodulosus (× 100)

Рис. 2. Капсулы, содержащие плероцеркоиды 
Diphyllobothrium ditremum в стенке желудка ряпушки

Fig. 2. Capsules containing plerocercoids of 
Diphyllobothrium ditremum in the stomach wall  

of vendace

Рис. 3. Капсулы, содержащие личинок нематод 
Eustrongylides excisus в печени окуня

Fig. 3. Capsules containing larvae of the nematode 
Eustrongylides excisus in the liver of a perch
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ке и предоставляет исследователю широкие 
возможности для идентификации возбудите-
лей. Наряду с классическим микроскопиче-
ским методом идентификации и дифферен-
циации гельминтов метод времяпролетной 
масс-спектрометрии с лазерной десорбцией/
ионизацией (MALDI-TOF) может служить 
потенциальным современным инструментом 
протеомного анализа.

Заключение
Внедрение масс-спектрометрического ана-

лиза в практическую, рутинную работу пара-
зитологических лабораторий федерального 
уровня даст возможность в будущем прово-
дить высоко результативную диагностику 
основных циркулирующих на территории 
Российской Федерации инвазий, в том чис-
ле неустановленной этиологии и атипичных 
форм. 
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