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Значительные достижения в области молекулярно-генетических и биохимических методов исследования биосубстратов, а 
так же с развитием биоинформатических методов обработки больших данных динамично меняются подходы к диагности-
ке и лечению пациентов. Ключевую роль в этом играют ОМИК-технологии и системный подход к оценке здоровья человека. 
Смещается время начала диагностики с инициативного обращения пациента при беспокойствах по поводу клинических 
проявлений к времени диспансеризации или других скрининговых исследований. В этой связи становиться важным доступ-
ность и неинвазивность методов исследований на этапе скринингового исследования, а также широта охвата количества 
диагнозов, выполняемых из одного инструментального исследования.  
Наиболее оптимальным биосубстратом для скринингового исследования можно считать слюну. Слюна человека выделя-
ется из множества слюнных желез, включая околоушную, подчелюстную, подъязычную и малые слюнные железы, располо-
женные под слизистой оболочкой полости рта. Слюна содержит значительное количество белков, часть из которых имеет 
большое диагностическое значение для выявления заболеваний у человека.
В данном обзоре описываются некоторые недавние достижения в области эпигеномики, протеомики и метаэкспосомики в 
которых в качестве биосубстрата используется слюна.
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Significant advances in molecular genetic and biochemical methods for studying biosubstrates, as well as with the development of 
bioinformatics methods for processing big data, approaches to diagnosing and treating patients are changing dynamically. OMICS 
technologies and a systems approach to assessing human health play a key role in this. The time of diagnosis is shifting from the 
patient's proactive appeal in case of concerns about clinical manifestations to the time of medical examination or other screening 
studies. In this regard, the availability and non-invasiveness of research methods at the stage of screening research, as well as the 
breadth of coverage of the number of diagnoses performed from one instrumental study, become important.
Saliva can be considered the most optimal biosubstrate for screening research. Human saliva is secreted from many salivary glands, 
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including the parotid, submandibular, sublingual and minor salivary glands located under the mucous membrane of the oral cavity. 
Saliva contains a significant amount of proteins, some of which are of great diagnostic value for identifying diseases in humans. This 
review describes some recent advances in epigenomics, proteomics and metaexposomics using saliva as a biosubstrate.
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Введение. Возможность системного подхода к диа-
гностике заболеваний существенно расширяет эффек-
тивность диагностики и лечения за счет раннего выяв-
ления заболеваний [1,2]. Диспансеризация как и скри-
нинговые исследования позволяют диагностировать 
заболевания при отсутствии клинических проявлений 
или при стертой симптоматике [3-5]. Поиск сигнату-
ры заболевания проводится по реакции организма или 
микробиоты на эндогенные или экзогенные факторы 
влияния [6-8]. Регистрация макроорганизма и микро-
биоты на изменение факторов влияния проводится по 
изменению концентраций биомаркеров в биологиче-
ских жидкостях организма [9-13]. Так как причиной 
скринингового исследования не всегда является ини-
циативное обращение пациента, то возрастает роль не-
инвазивности исследования [14,15].  

Протеомные исследования. Считается, что слюна 
может быть эффективным инструментом для выявле-
ния заболеваний, поскольку анализ слюны обладает 
рядом преимуществ, таких как низкая стоимость, не-
инвазивность и легкость сбора и обработки образцов 
[16]. Белки в слюне могут иметь диагностическое 
значение при заболеваниях полости рта и системных 
заболеваниях человека. Например, обнаружено, что 
растворимые фрагменты онкогена c-ErbB-2 и CA 15-3 
существенно повышены у пациентов с раком молоч-
ной железы по сравнению с здоровыми и пациентами 
с доброкачественными опухолями [17].  Повышенные 
уровни СЕА в слюне, дефензина-1, TNF-альфа, IL-1, 
6 и 8 и CD44 были обнаружены у пациентов с раком 
полости рта [18]. Предполагается, что использование 
протеомных биомаркеров будет повышать точность и 
чувствительность обнаружения рака у человека. Мар-

керы белка в слюне успешно применяются для диагно-
стики СС, аутоиммунного заболевания с проявлениями 
ксеростомии и склеродермии. Аутоантитела к слюне, 
такие как анти-Ro/ SS-A, анти-La/ SS-B и анти-альфа-
фодрин, применялись для выявления SS в клинических 
условиях [19]. 

Недавние исследования с использованием новых 
методов выявления белков SELDI-TOF-MS и 2-D-DIGE 
показали наличие маркеров SS в околоушной слюнной 
железе.   Сравнение продемонстрировало значительно 
повышенные уровни нескольких белков у пациентов с 
CC (околоушного B2MG, лактоферрина, легкой цепи 
IgG каппа, полимерного рецептора Ig, лизоцима С и 
цистатина С), а также значительно уменьшенные уров-
ни других белков (амилазы и карбоангидразы VI ) по 
сравнению с здоровыми пациентами [20]. 

Эти маркеры требуют дальнейшего подтверждения, 
однако их использование может помочь различить SS 
от других аутоиммунных заболеваний.

Использование иммуноанализов часто применяется 
для проверки протеомных биомаркеров. Однако, разра-
ботка этих анализов затруднена необходимостью нали-
чия специфических антител или антигенов. 

Использование количественного МС-анализа с мо-
ниторингом множественных реакций (MRM) показало 
точные результаты при определении целевого белка и 
может быть эффективным инструментом для проверки 
[21]. Несмотря на то, что MRM был продемонстриро-
ван для количественного определения сывороточных 
белков с низким содержанием, например, таких, как 
простатический антиген (PSA) [22], существуют опа-
сения относительно чувствительности данного анализа 
в сравнении с другими существующими иммунологи-
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ческими анализами.  Для определения белков с низ-
ким содержанием введен метод стандартов стабиль-
ных изотопов и захвата антипептидными антителами 
(SISCAPA) с использованием антипептидных антител, 
иммобилизованных на наноаффинных колонках, для 
обогащения специфическими пептидами наряду с вну-
тренними стандартами, меченными стабильными изо-
топами. Этот метод является эффективным для количе-
ственного определения белков с низким содержанием 
и может быть применен для проверки диагностических 
панелей белков.

Эпигеномные исследования. Технологии секвени-
рования ДНК, включая секвенирование следующего 
поколения и третьего поколения, считаются экономи-
чески эффективными для последовательности генов и 
живых организмов [23]. РНК-секвенирование (RNA-
seq) позволяет обнаруживать и количественно оцени-
вать экспрессию различных типов РНК. RNA-seq стал 
значительным шагом вперёд в биомедицинских иссле-
дованиях, расширяя возможности исследователей для 
анализа биологических данных [24]. 

Для анализа данных RNA-seq и получения биоло-
гических выводов, исследователи должны осознавать 
этапы, связанные с обработкой информации RNA-SEQ, 
и выбирать соответствующие инструменты для реше-
ния исследовательского вопроса [25].

Методы секвенирования высокой производитель-
ности позволяют получать огромное количество нукле-
отидных последовательностей из одиночного транс-
криптома, что обеспечивает обширное покрытие всего 
транскриптома. RNA-seq высокого качества позволяет 
узнать, какие гены активно транскрибируются в образ-
це, и точно определить уровни транскрипции альтер-
нативных транскриптов гена. Считывания, полученные 
различными технологиями секвенирования, варьиру-
ют в длине от сотен до тысяч пар оснований. Illumina, 
Nanopore и PacBio являются наиболее часто использу-
емыми платформами для секвенирования. Секвениро-
вание Illumina, следующее поколение секвенирования, 
основано на химическом синтезе и было впервые вве-
дено в 2006 году.

Для Illumina RNA-seq, выделенная РНК преобразу-
ется в одноцепочечную кДНК, после чего иммобили-
зуется на твердой поверхности и усиливается методом 
ПЦР. Добавляется реакционная смесь с праймерами, 
ДНК-полимеразой и модифицированными нуклеоти-
дами [26]. Модифицированные нуклеотиды содержат 
флуоресцентную метку, которая служит индикатором 
основания нуклеотида. Считывая каждое основание, 
камера устройства с зарядовой связью (CCD)  иденти-
фицирует его по цвету метки. После считывания, метка 
удаляется и добавляется следующий нуклеотид. Этот 
процесс повторяется до тех пор, пока все основания 
кДНК не будут определены. Платформа Illumina может 
определить более 10 миллионов фрагментов кДНК па-
раллельно, обеспечивая более высокую скорость.

Метод секвенирования PacBio, также известный как 
SMRT (одномолекулярное секвенирование в реальном 
времени), был впервые представлен в 2010 году. Он по-
рождает полноразмерные последовательности кДНК 
(длинные чтения), которые описывают транскрипты 
транскриптомов. Длинные чтения от PacBio точны на 
уровне одной молекулы, так как проходят через про-

цесс циклического консенсусного секвенирования, при 
котором один и тот же участок кДНК обрабатывается 
несколько раз [27]. Высокая точность PacBio может 
быть ограничена внешними факторами. Каждая сек-
венировочная технология имеет свои преимущества 
и ограничения, поэтому не существует универсально-
го метода для анализа RNA-seq с коротким чтением 
обычно имеют меньшую частоту ошибок и более вы-
сокую производительность по сравнению с технологи-
ями длинного чтения, но затрудняют реконструкцию 
и количественную оценку транскриптома из-за своей 
длины [28]. Длинное считывание способствует точно-
сти сборки или даже обходу необходимости в сборке 
каждого транскрипта. Оно также может предоставить 
информацию об альтернативном сплайсинге, структу-
ре генов, регуляторных элементах и кодирующих об-
ластях. Но сейчас длинное считывание имеет большую 
частоту ошибок и меньшую производительность по 
сравнению с коротким считыванием. Гибридные мето-
ды, объединяющие длинное и короткое чтение, могут 
преодолеть ограничения каждого метода и использо-
ваться для точной количественной оценки и сборки 
транскриптов [29-31]. Данные, полученные из секвени-
рования Illumina, Nanopore и PacBio, широко исполь-
зуются в различных областях исследований, включая 
транскриптомный анализ, популяционное и клиниче-
ское исследования [32].

RNA-Seq представляет собой многосторонний метод, 
который может быть использован для выявления и пояс-
нения новых концепций, как, например, о нерегулируемом 
гене или дефектном белке, что приводит к последующему 
воздействию и вызывает заболевание [32]. Вычислитель-
ный анализ данных RNA-Seq играет ключевую роль в 
расшифровке биологической сложности транскриптомов 
живых организмов, включая человека [33]. 

С развитием технологий секвенирования однокле-
точной РНК (scRNA-Seq) развиваются и методы ана-
лиза. Множество методов были протестированы, раз-
работаны и валидированы с использованием смодели-
рованных наборов данных. Современные модели часто 
плохо задокументированы, не продемонстрированы на 
подлинных данных или не доступен код для их воспро-
изведения. В данном контексте мы представляем пакет 
Splatter Bioconductor для простого, воспроизводимого 
и хорошо задокументированного моделирования дан-
ных scRNA-Seq. Splatter предоставляет интерфейс для 
различных методов моделирования, включая Splat, ко-
торая является нашим собственным моделированием, 
основанным на гамма-пуассоновском распределении. 
Splat может моделировать отдельные популяции кле-
ток, популяции с различными типами клеток или пу-
ти дифференциации [34]. Профилирование экспрессии 
белков – это изучение ключевых функциональных мо-
лекул - белков, присутствующих в биологической си-
стеме. Это включает в себя определение идентичности, 
количества и посттрансляционных состояний множе-
ства белков, которые присутствуют в определенные 
моменты времени в жизненном цикле организма. По-
скольку клетки реагируют на физиологические сигна-
лы и окружающую среду, протеом становится уникаль-
ным и информативным "индикатором" фенотипическо-
го состояния. Предоставляя обзор всех биохимических 
путей, профилирование экспрессии дополняет и рас-
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ширяет традиционные анализы отдельных молекул, 
создавая проверяемые гипотезы о биологической роли 
белков в здоровье и болезнях [35]. Множество успе-
хов в терапевтическом вмешательстве были достигну-
ты благодаря улучшению возможности диагностики, 
определению стадий и стратификации пациентов, кото-
рые могут по-разному реагировать на различные стра-
тегии лечения. Однако, несмотря на эти достижения, 
лечение многих заболеваний, таких как рак, остается 
неэффективным, а сердечно-сосудистые заболевания 
по-прежнему страдают от факта, что многие пациенты 
обнаруживаются на поздних стадиях заболевания. Ран-
нее выявление аномалий оказывается весьма полезным 
для результатов лечения пациентов, однако имеется не-
достаточное количество эффективных инструментов 
для детекции заболевания на ранней стадии или для 
определения лиц с повышенным риском фатального 
исхода или неприемлемостью к терапии. Также отсут-
ствие информативных биологических тестов затруд-
няет разработку достойных терапевтических средств. 
Поэтому необходимо немедленное внедрение биологи-
ческих маркеров для повышения эффективности кли-
нических исследований. 

Метаэкспосомика. Еще одним популярным в на-
стоящее время методом диагностики является метаэк-
спосомика [15]. Оценка реакции микробиоты по спец-
ифическому соотношению малых молекул микробного 
происхождения позволяет диагностировать заболева-
ния, проводить мониторинг лечения заболеваний и со-
стояния пациента [8]. За счет универсальности микроб-
ных маркеров открываются возможности скрининга 
большого количества заболеваний из совершенно раз-
личных областей медицины [36-47]. Источником малых 
молекул микробного происхождения является струк-
турная часть липополисахарида липид А. у большин-
ства грамотрицательных бактерий липид А состоит из 
жирных кислот, глюкозамина и остатков фосфата [48]. 
Газовой-хроматографией масс-спектрометрией опре-
деляются жирные кислоты, альдегиды, гидроксикис-
лоты и стеролы, образующиеся после кислого метано-
лиза биосубстрата [11]. Эта методика пробоподготовки 
аналогична той, что применяется для идентификации 
микроорганизмов в микробиологическом анализато-
ре Sherlock [49]. Маркеры микроорганизмов облада-
ют видоспецифичностью при идентификации чистой 
культуры, а также могут идентифицировать состояние 
системы макроорганизм-микробиота специфичное для 
определенного заболевания [8]. Для выявления биомар-
керов, характеризующих тяжесть исследуемого заболе-
вания используют методы многомерной статистики [7]. 
Дискриминантным анализом определяется сигнатура 
интересующего нас заболевания, а также рассчитыва-
ется регрессионный компонент – коэффициент уни-
кальности [15]. Благодаря тому, что дискриминантный 
анализ относиться к проекционным методам много-
мерной статистики, то по результатам одного иссле-
дования можно диагностировать самые различные за-
болевания, рассчитывая, различные диагностические 
коэффициенты. При использовании слюны, в качестве 
биосубстрата широкий спектр скрининга сочетается с 
неинвазивностью исследования, что позволяет более 
широко использовать данный вид обследования.

Заключение. Молекулярно-генетические исследо-

вания показывают высокую эффективность диагно-
стики и мониторинга здоровья пациента, а способы 
секвенирования становятся более доступными как по 
цене, так и по доступности расходных материалов и ап-
паратно-программного обеспечения [50].  Тем не менее 
анализ публикаций показывает, что появляются аль-
тернативные исследования, обладающие высокой эф-
фективностью диагностики, использующие в качестве 
объекта исследования молекулы клеточной стенки ми-
кроорганизмов – фрагменты липида А [51,52]. Биоин-
формационный анализ концентраций компонентов кле-
точной стенки дает информацию как об особенностях 
состава микробиоты, так и о ее функциональной актив-
ности. Разработки в этой области находятся на стадии 
пилотных проектов, но являются перспективными за 
счет более простого оборудования, программного обе-
спечения и более универсальных молекул – объектов 
исследования [37].

Таким образом, ОМИК-технологии с использовани-
ем слюны играют важную роль в диагностике и мони-
торинге состояния устной полости, а также могут быть 
ключевым элементом комплексного подхода к поддер-
жанию здоровья пациента [53]. Проведение анализов 
позволяет получить подробную информацию о микро-
биоте в полости рта, что важно для выявления раз-
личных инфекционных процессов, таких как кариес, 
пародонтит, гингивит и других заболеваний. В допол-
нение, проведение скринингового анализа заболеваний 
с использованием слюны как биосубстрата может быть 
эффективным средством для стоматологов при оценке 
состояния зубов и десен, помогая выявлять и предот-
вращать различные проблемы в области устного здо-
ровья [54]. Этот метод также может быть использован 
для определения других заболеваний за счет использо-
вания проекционных методов многомерной статисти-
ки и использования диагностических коэффициентов, 
рассчитанных на основании больших объемов данных 
«Big data», что существенно расширяет область скри-
нинга и может быть эффективным методом для выбора 
оптимальной схемы лечения и мониторинга здоровья 
пациента [55]. Изучение взаимосвязи между составом 
микробиоты полости рта и общим здоровьем пациента 
является важным аспектом. Исследования показывают, 
что изменения в составе устной микрофлоры могут 
быть связаны с различными системными заболевани-
ями, включая сердечно-сосудистые заболевания и диа-
бет [56]. Таким образом, скрининговый анализ слюны 
предоставляет информацию не только о состоянии здо-
ровья полости рта, но и о его влиянии на общее благо-
получие человека. 
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