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Определение метаболических характеристик в сочетании с генотипированием, разра-
ботка новых специфических маркеров для предсказания индивидуальных фенотипических харак-
теристик на основе корреляционных исследований, создание методов фенотипирования с исполь-
зованием технологий липидного анализа для оценки комплексного влияния факторов, обусловли-
вающих фенотипические особенности особи, — это актуальные направлениям исследований по 
генетике и селекции сельскохозяйственных животных (D.P. Lo Fiego с соавт., 2002; D.P. Lo Fie-
go с соавт., 2005; R. Rossi с соавт., 2002). На основании данных анализа генетических особен-
ностей животных и метаболических характеристик возможно создание предсказательных моделей 
для точного количественного фенотипирования животных и их потомства. В представленной ра-
боте впервые выполнен сравнительный анализ результатов нетаргетированного масс-спектромет-
рического исследования липидного состава мясной и жировой ткани различных областей туши в 
режиме регистрации положительных ионов. Цель исследования — липидный анализ мышечной и 
жировой тканей свиней для дальнейшего построения предсказательных моделей фенотипирования 
животных. Исследования осуществляли на образцах мышечной и жировой ткани, отобранных 
post mortem у 9 хрячков (Sus scrofa domesticus) породы дюрок (возрасте 150-180 сут) отечествен-
ной репродукции, выращиваемых с использованием автоматических кормовых станций GENSTAR 
(«Cooperl», Франция) (ООО «СГЦ», п. Верхняя Хава, Воронежская обл.). Образцы отбирали в 
трех точках длиннейшей мышцы спины, в трех точках двуглавой мышцы бедра, а также в двух 
точках подкожного дорсального жира (всего проанализировали 72 образца). Детекцию соедине-
ний проводили методом жидкостной хроматографии в сочетании с высокоточной времяпролетной 
масс-спектрометрией. Экстракция липидов проводилась с использованием метил-трет-бутилового 
эфира и метанола. Тип используемой ионизации — электроспрей. В результате были получены 
844 хромато-масс-спектрометрических пика, удовлетворяющие критериям качества детекции, ко-
торые были включены в анализ. Пики аннотировали с использованием базы данных LIPID 
MAPS (http://www.lipidmaps.org) с ограничением точности 10 ppm. Мы выявили достоверные 
различия по липидному составу между жировой и мышечной тканью, в то время как между двумя 
разными образцами одной ткани различия несущественны. Коэффициенты корреляции Пирсона 
между липидными профилями мышечной и жировой ткани были ниже (значения r от 0,48 до 
0,86, в среднем r = 0,69; 95 % доверительный интервал — от 0,61 до 0,79), а между липидным 
составом образцов только мышечной или только в жировой ткани оказались выше — от 0,73 до 
0,99, в среднем r = 0,93; 95 % доверительный интервал — от 0,86 до 0,97; в непарном тесте 
Стьюдента p-значение < 0,01). Отличие образцов мышечной ткани от образцов подкожного жира 
подтвердила кластеризация данных. Для всех исследованных образцов выполнено аннотирование 
основных групп липидов: три- и диацилглицеролов (TAG и DAG), фосфатидилхолинов (PC) 
(включая лизофосфатидилхолины LPC), фосфатидилэтаноламинов (PE), фосфатидилсеринов 
(PS), фосфатидных кислот (PA) и фосфатидилинозитолов (PI). Обнаружено, что образцы жиро-
вой ткани обогащены триацилглицеролами, а мышцы — фосфолипидами. Таким образом, в ре-
зультате проведенного исследования определены основные типы липидов, представленные в раз-
личных участках жировой и мышечной ткани свиней, и выявлены различия в липидном составе 
для разных участков двух типов мышц (biceps femoris и longissimus dorsi), а также между жировой 
и мышечной тканью. На основании полученных результатов можно сделать вывод, что жидкостная 
хроматография, совмещенная с времяпролетной масс-спектрометрией, позволяет эффективно по-
лучать объективные и воспроизводимые данные о липидомах сельскохозяйственных животных с 
целью молекулярного фенотипирования животных для оценки в процессе селекции.  
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Развитие молекулярно-генетических методов открывает новые воз-
можности для ускорения селекции животных. С 2000-х годов на смену 
                                                             

 Работа выполнена при финансовой поддержке Министерства науки и высшего образования РФ (проект 
14.604.21.0182, идентификатор RFMEFI60417X0182). 



 

1263 

традиционной селекции на основе BLUP-AM (Best Linear Unbiased Predic-
tion — Animal Model) приходит геномная селекция (1). Внедрение системы 
геномной оценки в молочном скотоводстве повысило точность прогноза 
племенной ценности молодых животных на 15-25 % (2). В современном 
животноводстве развиваются и применяются технологии генотипирования 
десятков и сотен тысяч однонуклеотидных полиморфизмов (single nucleo-
tide polymorphisms, SNPs), однако вопрос об их взаимосвязи с теми или 
иными фенотипическими признаками часто остается открытым (3). Син-
тез важнейших соединений в организме животного напрямую зависит от 
наличия мутаций в генах соответствующих ферментов. В свою очередь, 
активность фермента может быть ассоциирована с определенными SNPs и 
проявиться в относительном количестве метаболитов определенного типа. 
Часто функцию дефектного фермента выполняет другой родственный 
фермент на основании компенсирующих биохимических реакций. Иссле-
дование разнообразия и представленности метаболитов в биологических 
образцах позволит внести ясность в вопрос об участии конкретных SNPs в 
регуляции активности биохимических процессов в организме (4), и в пер-
спективе выявить ассоциации между SNP и определенными хозяйственно 
ценными признаками. Этим обусловлено значение современных высоко-
производительных технологий исследования метаболома для развития ме-
тодов геномной селекции в животноводстве. 

У свиней наибольший интерес представляют метаболиты, участву-
ющие в формировании основных физико-химических и органолептиче-
ских свойств мышечной и жировой ткани, формирующих показатели ка-
чества мясного сырья (5). Качество и пищевая ценность мяса зависят от 
его химического состава, на который влияют как генетические, так и па-
ратипические факторы. Питательная ценность свинины определяется жир-
нокислотным составом, в частности количественным соотношением сво-
бодных и связанных длинноцепочечных жирных кислот в мышечной и 
жировой ткани. 

На состав внутримышечного жира влияют несколько основных 
факторов: генетические особенности, пол, соотношение живой массы и 
возраста животного, состав рациона (6). У свиней липидный состав тка-
ней, отражающий фенотипические характеристики особи, напрямую зави-
сит от способа кормления животного и индивидуальных особенностей 
усвоения корма (7). Большое влияние оказывает также состав рациона (8). 
Например, повышенное содержание в корме полиненасыщенных жирных 
кислот может повышать их содержание в мышечной ткани (9). Известно, 
что линолевая и линоленовая кислоты, поступающие с кормом, метаболи-
зируются в печени с образованием полиненасыщенных жирных кислот, 
чувствительных к окислительному процессу. Указанные изменения жир-
нокислотного состава внутримышечного жира, обусловленные составом 
рациона, могут повышать чувствительность мяса к воздействию окислите-
лей (9). Липидный состав мышечной и жировой ткани, определяющий ка-
чественные характеристики мяса, можно рассматривать как уникальную 
индивидуальную характеристику животного, отражающую не только его 
генетическую предрасположенность к усвоению и синтезу липидов, но и 
фенотипические признаки (10, 11). 

Пул липидов (липидом), представленных в мышечной и жировой 
ткани свиней, помимо известных жирных кислот, включает холестерино-
вые эфиры, триацил-, диацил- и моноацилглицеролы, свободный холесте-
рин и его интермедиаты, а также различные классы фосфолипидов, в том 
числе фосфатидилэтаноламины и др. (12). Необходимо отметить, что вли-
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яние особенностей усвоения жирных кислот на состав липидома мышеч-
ной и жировой ткани наибольшим образом отражается на фосфолипидной 
фракции, а также длине и степени насыщенности жирнокислотных цепей 
в триацилглицеридах (12-14). 

Для оценки фенотипических липидных и других метаболических 
характеристик организма млекопитающих чаще всего используют методы 
спектроскопии ядерно-магнитного резонанса и газовой или жидкостной 
хроматографии в сочетании с масс-спектрометрическим детектированием 
(3, 15-18). Особое внимание уделяется масс-спектрометрии как основному 
методу детектирования липидов, и в частности жидкостной хроматогра-
фии, совмещенной с масс-спектрометрией, что позволяет идентифициро-
вать одновременно до нескольких десятков тысяч соединений в одном 
биологическом образце (19). 

Актуальные направления селекционных исследований в современ-
ном свиноводстве — оценка метаболических характеристик животных в 
сочетании с полногеномным генотипированием, обнаружение специфиче-
ских маркеров для предсказания индивидуального фенотипа на основе 
выявленных корреляций и разработка методов фенотипирования с ис-
пользованием технологий липидного анализа для оценки комплексного 
влияния факторов, обусловливающих фенотипические особенности живот-
ного (7, 20, 21). Количественный анализ липидов в мышечной и жировой 
ткани свиней в сочетании с генотипированием может стать основой для 
определения генов, ассоциированных с липидным составом тканей, что 
позволит оптимизировать селекционный процесс (в частности, по призна-
кам качества мяса). 

В настоящей работе нами впервые применен метод жидкостной хро-
матографии с масс-спектрометрической детекцией в режиме регистрации по-
ложительных ионов для детального изучения липидных профилей мышеч-
ной и жировой ткани (молекулярного фенотипирования) у свиней породы 
дюрок отечественной репродукции. Определено сходство и различия в со-
ставе и содержании липидов между исследованными типами ткани, в част-
ности показано, что образцы мышечной ткани обогащены фосфолипидами, 
тогда как в жировой ткани повышено содержание триацилглицеролов. 

Цель исследования — липидный анализ мышечной и жировой тка-
ни свиней с использованием ультравысокоэффективной жидкостной хро-
матографии в сочетании с высокоточной времяпролетной масс-спектро-
метрией (УВЭЖХ-МС) для последующего создания предсказательных мо-
делей фенотипирования животных. 

Методика. У хряков породы дюрок (n = 9, возраст 150-180 сут, 
масса туши 89,4±5,67 кг) отечественной репродукции, которых выращива-
ли на автоматизированных кормовых станциях GENSTAR («Cooperl», 
Франция) (ООО «СГЦ», п. Верхняя Хава, Воронежская обл.), для анализа 
отбирали post mortem образцы длиннейшей мышцы спины в трех точках 
(на уровне 5-6-го ребер, LM1; 8-9-го ребер, LM2; поясницы, LM3), дву-
главой мышцы бедра в трех точках (верхняя, BF1; средняя, BF2; нижняя 
части, BF3), а также подкожного дорсального жира в двух точках на 
уровне 5-6-го ребер (внутренний и внешний слои, соответственно scat1 и 
scat2). Всего проанализировали 72 образца. Ткани иссекали не позднее 
10 мин после убоя животного. Для снижения активности ферментов об-
разцы отбирали при температуре не выше 4 С и мгновенно замораживали 
в парах жидкого азота (196 С). Биоматериал хранили и транспортировали 
при температуре не выше 80 С. Для анализа использовали по 130-145 мг 
мышечной ткани и 50-65 мг жировой ткани из каждой точки отбора. 
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При экстракции растворы предварительно охлаждали до 0 С. Метод 
экстракции основан на применении смесей метил-трет-бутилового эфира 
(MTBE) с метанолом (MeOH) (3:1, v/v) и метанола с водой (1:3, v/v) 
(«Scharlau», Испания). В раствор MTBE:MeOH добавляли изотопно ме-
ченные внутренние стандарты в концентрации 3 мкг/мл: олеиновая кисло-
та 13C18, пальмитиновая кислота 13C16, стеариновая кислота 13C18 («Sigma-
Aldrich», Германия); 15:0-18:1-d7-диацилглицерол, холестерин (D7) («Avanti 
Polar Lipids, Inc.», США). К аликвотам образцов добавляли 1000 мкл экс-
тракционной смеси MTBE:MeOH и помещали пробирки в охлажденный до 
7 С гомогенизатор Precellys® Evolution («Bertin Technologies», Франция). 
Для гомогенизации образцов мышечной ткани использовали режим, состо-
ящий из 3 циклов по 30 с при скорости 10000 об/мин с перерывом 10 с. 
Образцы встряхивали на вортексе в течение 5 с и переносили в ультразву-
ковую баню (Sonorex Super RK 103 H, «BANDELIN electronic GmbH & Co. 
KG», Германия), заполненную льдом, выдерживали в течение 30 мин при 
3000 об/мин и температуре 4 С и повторяли процедуру обработки образцов 
ультразвуком. Из каждой пробирки (Precellys, «Bertin Technologies», Фран-
ция) аккуратно отбирали жидкую фазу и переносили в новые пробирки. В 
каждую пробирку добавляли по 700 мкл раствора экстракционной смеси 
MeOH:H2O и встряхивали на вортексе в течение 5 с. Образцы центрифуги-
ровали 10 мин при 15000 об/мин и температуре 4 С. После центрифуги-
рования из верхней фазы отбирали 200 мкл в пробирки (Safe-lock, «Ep-
pendorf AG», Германия). Образцы высушивали с открытой крышкой в тече-
ние 1,5 ч в центробежном вакуумном концентраторе (Concentrator plus, 
«Eppendorf AG», Германия) при температуре 30 С на скорости 1400 об/мин 
(вакуум 20 гПа, режиме V-HV). Сухие экстракты хранили при температуре 
не выше 80 С.  

Для подготовки экстрактов к масс-спектрометрическому анализу к 
каждому образцу добавляли по 200 мкл смеси ацетонитрил:изопропанол 
(70:30, v/v) (чистота ЖХ-МС) и встряхивали на вортексе в течение 5 с. 
Образцы помещали в ультразвуковую ванну на 10 мин. Далее их встряхи-
вали в течение 10 мин при 3000 об/мин и температуре 4 С. Растворы цен-
трифугировали в течение 10 мин при 15000 об/мин и температуре 4 С. 
После центрифугирования полученные липидные экстракты мышечной 
ткани разбавляли в соотношении 1:50 смесью ацетонитрил:изопропанол 
(70:30, v/v), жировой ткани — той же смесью в соотношении 1:100. Перед 
анализом аликвоты (100 мкл) полученного раствора переносили в масс-
спектрометрические виалы и загружали в автосамплер хроматографа.  

Липидные экстракты анализировали на ультравысокоэффективном 
жидкостном хроматографе (ultra-high performance liquid chromatograph, 
UPLC) (Acquity I-class, «Waters», США), совмещенном с времяпролетным 
масс-спектрометром высокого разрешения (time-of-flight mass spectrometer, 
Q-TOF) (Maxis Impact II, «Bruker Daltonik GmbH», Германия). Для разде-
ления экстрактов применяли обращенно-фазовую хроматографию на ана-
литической колонке Acquity UPLC BEH C8 2,1½100 мм, размер частиц 
1,7 мкм («Waters», США) с защитной предколонкой Acquity UPLC BEH 
C8 VanGuard 2,1½5 мм, 1,7 мкм («Waters», США). В качестве элюента A 
использовали смесь 0,1 % муравьиной кислоты, 10 мМ ацетата аммония и 
100 % воды (качество ЖХ-МС), элюент B — 0,1 % муравьиная кислота с  
10 мМ ацетата аммония в смеси ацетонитрил:изопропанол (70:30, v/v) 
(ЖХ-МС). Градиент подачи элюента: 0 мин — 45 % А, 1-я мин — 45 % А, 
4-я мин — 20 % А, 12-я мин — 15 % А, 15-я мин — 0 % А, 19,50-я мин — 
0 % А, 19,51-я мин — 45 % А, 24-я мин — 45 % А (А + В = 100 %). Ско-
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рость подачи — 0,4 мл/мин. Аналитическая колонка термостатировалась 
(60 С), в автосамплере поддерживали температуру 4 С; объем пробы, вво-
димой в хроматограф, — 3 мкл.  

Для ионизации вещества и его подачи в масс-спектрометр приме-
няли электрораспыление. Осушающим и распыляющим газом был N2, по-
даваемый генератором (скорость потока соответственно 2 и 6 л/мин); 
напряжение ионизирующего спрея — 4000 В. В соударительной ячейке 
использовали азот при давлении 0,04 бар. Температура линии десольвати-
рования составляла 180 С, радиочастота ионной фокусировки в фокуси-
ровочных воронках — 300 Vpp, в соударительной ячейке — 1000 Vpp, вре-
мя накопления ионов 10 мс, время пропускания ионов 45 мс. Для масс-
спектрометрического детектирования применяли полное сканирование в 
режиме регистрации положительных и отрицательных ионов. Масс-спек-
трометрические данные обрабатывались с помощью функций из специа-
лизированных пакетов IPO (22), XCMS (23) и Camera на языке програм-
мирования R (http://www.r-project.org).  

Для анализа данных масс-спектрометрии использовали корреляции 
по Пирсону, t-критерий Стьюдента (выявление различий для двух выбо-
рок одного размера с предположением о равных дисперсиях), а также ме-
тод Бенджамини-Хохберга (24) для уменьшения числа ложноположитель-
ных результатов при множественном тестировании. Согласно методу Бен-
джамини-Хохберга, для p1, p2, …, pM при числе проведенных тестов M без 
потери общности p1  p2  …  pM. Выбираем уровень значимости Q. Для 
каждого pi вычисляем критическое значение сi = (iQ/M)ŁN и находим 
наибольшее p-значение pk (pk < ck). Тогда все pi для i  k считаем статисти-
чески значимыми даже при pi > Q. 

С помощью метода главных компонент выделяли кластеры схожих 
образцов. Метод главных компонент (25) позволяет построить линейное 
преобразование, переводящее данные в пространство с меньшей размер-
ностью, где новые оси координат называются главными компонентами. 
Первая главная компонента была выбрана так, чтобы вдоль нее дисперсия 
данных была максимальной, вторая — была ортогональна первой с мак-
симально возможной дисперсией вдоль оси. Последующие компоненты 
выбираются таким образом, чтобы быть ортогональными всем предыду-
щим компонентам при максимальной дисперсией данных вдоль них. Для 
расчета главных компонент использовали пакет “scikit-learn” версии 0.19.1 
для языка программирования Python 3.5.  

Результаты. Схематическое изображение точек отбора образцов и 
результаты исследований их липидного состава представлены на рисунке 1, 
А. Всего детектировали не менее 10000 хромато-масс-спектрометрических 

 

А Рис. 1. Сравнение липидного состава тканей у хря-
ков породы дюрок (n = 9, масса 89,4±5,67 кг, воз-
раст 150-180 сут). А: Схема отбора образов для 
анализа (scat1 и scat2 — подкожный жир из дор-
сальной области, соответственно верхний и ниж-
ний слой; BF1, BF2 и BF3 — бицепс бедра сверху 
от спины, в середине и у колена; LM1, LM2 и 
LM3 — длиннейшая мышца между 5-6-м, 8-9-м 
позвонками и в основании хвоста). Б: Расчет кор-
реляций по Пирсону (r) для пар образцов жиро-
вой и мышечной ткани (интенсивность фиолето-
вого цвета отражает силу положительной корре-
ляции, голубой цвет — слабая корреляция, бе-
лый — нулевая). Значения r, соответствующие шка- 

ле интенсивности цвета, приведены справа. Липидный состав анализировали методом жид-
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костной хроматографии в сочетании с времяпролетной масс-спектрометрией (приборы Acquity 
I-class, «Waters», США и Maxis Impact II, «Bruker Daltonik GmbH», Германия). 

Б 

 
 

пиков, каждый из которых может соответствовать определенному липидно-
му соединению. Пики аннотировали при помощи поиска по базе данных 
LIPID MAPS (http://www.lipidmaps.org) (26) с точностью 10 ppm. Для этого 
выбрали аддукты M+H, M+NH4, M+Na. Всего 1397 пиков было проанно-
тировано хотя бы одним липидом, многие пики получили множественную 
аннотацию, максимальное число липидов, отнесенных к одному пику, со-
ставило 134. В дальнейшей работе использовали только аннотированные 
пики. После аннотации и фильтрации пиков по времени удерживания в 
хроматографической колонке (от 0,6 до 19 мин), а также исключения ве-
роятных контаминантов, осталось 844 пика. 

Сравнение липидных профилей показало значительные различия 
между образцами жировой и мышечной ткани, в то время как между дву-
мя разными образцами мышечной или жировой ткани различия были не-
существенными. Значения коэффициентов корреляции Пирсона по ли-
пидному составу для всех пар образцов представлены на рисунке 1, Б. 
Темные левый верхний и правый нижний квадраты показывают, что для 
мышечных тканей была характерна сильная корреляция в парах образов. 
То же верно и для жировых тканей. Корреляции, выявленные при сравне-
нии разных типов тканей, оказались существенно слабее. Так, коэффици-
енты корреляции между парами образцов из одной ткани (ткани мышц 
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объединили в одну группу) были равны в среднем 0,93 (разброс 0,73-0,99; 
95 % доверительный интервал — от 0,86 до 0,97). При сравнении пар об-
разцов из разных тканей коэффициенты корреляции составили в среднем 
0,69 (разброс 0,48-0,86; 95 % доверительный интервал — от 0,61 до 0,79). 
Доверительные интервалы не перекрываются, следовательно, корреляции 
между образцами одной ткани по липидным профилям достоверно силь-
нее, чем между образцами разных тканей. Непарный тест Стьюдента так-
же показал, что корреляции липидного состава в одних и тех же и в раз-
ных тканях различаются на уровне значимости р < 0,01. 

 

А Рис. 2. Кластеризация изученных об-
разцов жировой и мышечной ткани 
хряков породы дюрок (n = 9, масса 
89,4±5,67 кг, возраст 150-180 сут) 
по липидному составу: А — анализ 
методом главных компонент (по-
казаны две первые компоненты,  
см. раздел «Методика»), Б — рас-
пределение отношения массы к за-
ряду (m/z) по времени выхода для 
основных групп липидов; scat1 и 
scat2 — подкожный жир из дор-
сальной области, соответственно 
верхний и нижний слой, BF1, BF2 
и BF3 — бицепс бедра сверху от 
спины, в середине и у колена, 
LM1, LM2 и LM3 — длиннейшая 
мышца между 5-6-м, 8-9-м позвон-
ками и в основании хвоста; TAG — 
триацилглицеролы, DAG — диа-
цилглицеролы, PC — фосфатидил-
холины, PE — фосфотидилэтанол-
амины, PS — фосфатидилсерины, 
PA — фосфатидные кислоты, PI — 
фосфатидилинозитолы, LPC — ли-
зофосфатидилхолины. Стрелки ука-
зывают направления удлинения це-
пи (вправо вверх) и увеличения ко-
личества двойных связей (влево 
вниз). Точка соответствует одно-
му образцу (Б). Измерения прово-
дили методом жидкостной хрома-
тографии в сочетании с времяпро-
летной масс-спектрометрией (при-
боры Acquity I-class, «Waters», США 
и Maxis Impact II, «Bruker Daltonik 
GmbH», Германия). 
 

На рисунке 2, А по-
казаны две первые главные 
компоненты. Видно, что об- 

Б 

разцы сгруппированы в два кластера — LM + BF и scat1 + scat2, которые 
линейно разделимы. Этим подтверждаются различия образцов мышечной 
и жировой ткани по составу липидов. 

Мы аннотировали основные группы липидов: три- и диацилглице-
ролы (TAG и DAG), фосфатидилхолины (PC, включая лизофосфатидилхо-
лины LPC), фосфатидилэтаноламины (PE), фосфатидилсерины (PS), фос-
фатидные кислоты (PA) и фосфатидилинозитолы (PI) для всех образцов 
жировой и мышечной ткани (см. рис. 2, Б). Как оказалось, образцы жиро-
вой ткани обогащены триацилглицеролами, мышечной — фосфолипидами. 

График отношения m/z (масса/заряд для соответствующего иона) ко 
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А Б 

 

 

Рис. 3. Разнообразие липидного состава мышечной и жировой ткани у хряков породы дюрок 
(n = 9, масса 89,4±5,67 кг, возраст 150-180 сут): А — распределение отношения массы к заря-
ду (m/z) по времени выхода (размер точек соответствует средней интенсивности пика по 
всем образцам); Б — таблица, отражающая число статистически значимо разных пиков для 
пар тканей (при р = 0,05), оцененных t-критерием Стьюдента с поправкой Бенджамини-
Хохберга. Полное число оцениваемых пиков  — 844. Интенсивность синего цвета соответству-
ет числу различающихся пиков, белый цвет — отсутствие или минимальное число таких пи-
ков. Обозначения scat1 и scat2 — подкожный жир из дорсальной области, соответственно 
верхний и нижний слой, BF1, BF2 и BF3 — бицепс бедра сверху от спины, в середине и у ко-
лена, LM1, LM2 и LM3 — длиннейшая мышца между 5-6-м, 8-9-м позвонками и в основании 
хвоста. Измерения проводили методом жидкостной хроматографии в сочетании с времяпро-
летной масс-спектрометрией (приборы Acquity I-class, «Waters», США и Maxis Impact II, 
«Bruker Daltonik GmbH», Германия). 

 
 

 

Рис. 4. Графики зависимости m/z (мас-
са/заряд) от времени выхода пиков липидов 
для мышечной и жировой ткани (А) и двух 
участков мышечной ткани — усредненного 
образца ткани бицепса BF и усредненного об-
разца длиннейшей мышцы LM (Б). Графики 
построены на основании натуральных лога-
рифмов (ln) отношения интенсивности пи-
ков. Цветом обозначены различия интен-
сивности пиков: красный цвет — интен-
сивность пика выше в жировом образце 
(А) и в бицепсе (Б), синий — в мышечном 
образце (А) и длиннейшей мышце (Б); бе-
лый цвет означает, что интенсивности пи-
ков в сравниваемых образцах равны. Из-
мерения проводили методом жидкостной 
хроматографии в сочетании с времяпролет-
ной масс-спектрометрией (приборы Acquity 
I-class, «Waters», США и Maxis Impact II, 
«Bruker Daltonik GmbH», Германия). 

 
времени выхода (рис. 3, А) показы-
вает различия в интенсивности пи-
ков разных липидов. Размер точки 
на графике соответствует средней 
интенсивности пика по всем об-
разцам. Чтобы найти различия ме-
жду тканями, проводили множе-
ственный t-тест. Для каждой пары 
тканей и для каждого пика рассчи- 



 

1270 

тывали p-значение для гипотезы о равных средних. Величины p-значения 
скорректировали для множественного тестирования по Бенджамини-
Хохбергу, пики со скорректированными p-значениями менее 0,05 считали 
статистически значимыми (см. рис. 3, Б). Видно, что образцы жировой 
ткани существенно не различались между собой, но заметно отличались от 
образцов мышечной ткани. Хотя в целом доминировали различия между 
мышечной и жировой тканью, некоторые липиды статистически значимо 
различались также в двух мышцах — BF2 и LM2. Различия между мышеч-
ной и жировой тканью для всех отфильтрованных пиков интенсивности 
оценивали по величине натурального логарифма отношения между интен-
сивностью пиков усредненного мышечного и усредненного жирового об-
разцов (рис. 4, А). Различия между тканями бицепса (BF) и тканями 
длиннейшей мышцы (LM) по пикам оценивали аналогичным образом (см. 
рис. 4, Б).  

Полученные нами результаты показывают эффективность жидкост-
ной хроматографии, совмещенной с времяпролетной масс-спектрометрией 
высокого разрешения при молекулярном фенотипировании сельскохозяй-
ственных животных, в частности свиней. 

Жирнокислотный состав в общем случае дает только опосредованное 
представление о жировом составе мяса, недостаточное для описания его-
липидной композиции (6, 27). Масс-спектрометрический анализ в режиме 
регистрации положительно заряженных ионов дает развернутое представ-
ление о жировом составе тканей и охватывает большинство классов липи-
дов —  TAG, DAG, PC, PE, PS, PA, PI, LPC и др. (28). Результаты прове-
денного нами анализа показывают отсутствие существенных различий в 
общем жировом составе между участками мышц, но проявление ожидаемо 
существенных различие в липидных профилях мышечной и жировой ткани. 
На основании такого анализа можно оптимизировать процедуру оценки 
жирового состава мышечных тканей животных.  

Отметим, что у свиней липидный анализ образцов тканей методом 
высокоэффективной жидкостной хроматографии, совмещенной с время-
пролетной масс-спектрометрией высокого разрешения, в режиме реги-
страции положительных ионов никем ранее не выполнялся. Нами выявле-
но различие между коэффициентами корреляции липидного состава для 
образцов из одних и тех же (r = 0,93) и из разных (r = 0,69) тканей. До-
стоверность этих различий подтверждена непересекающимися доверитель-
ными интервалами на уровне значимости р < 0,05 и непарным тестом 
Стьюдента с p-значением < 0,01. Высокая корреляция липидных профи-
лей между образцами, полученными из одного органа или из двух разных 
мышц, свидетельствует о хорошей воспроизводимости метода. Наши ре-
зультаты показывают, что образцы мышечной ткани обогащены фосфоли-
пидами, а жировой — триацилглицеролами. Триацилглицеролы различа-
ются по суммарной длине цепей образующих их жирнокислотных остат-
ков и по суммарному количеству двойных связей. Увеличение суммарной 
длины приводит к увеличению времени удерживания в хроматографиче-
ской колонке, в то время как добавление двойной связи, напротив, его 
сокращает. Благодаря этому хромато-масс-спектрометрические пики, от-
носящиеся к триацилглицеролам, образуют на графике зависимости m/z 
от времени удержания паттерны, похожие на сеть (29). Ненасыщенные 
триацилглицеролы объединяются в единую группу пиков в верхней левой 
части облака всех пиков, относящихся к триацилглицеролами (см. рис 2, 
Б). Интересно, что различия между мышечной и жировой тканью, равно 
как и различия между двумя мышцами, в основном затрагивают полине-
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насыщенные триацилглицеролы, в то время как представленность 0-2-не-
насыщенных жиров фактически не изменяется. Использование автомати-
ческой аннотации хромато-масс-спектрометрических пиков позволяет су-
щественно очистить данные от контаминантов. Аннотация может быть 
дополнительно улучшена при помощи внутренних стандартов или учета 
сетеподобных паттернов, описанных выше. Перечисленные направления 
выходят за рамки представляемой публикации, но мы планируем продол-
жить эти исследования в дальнейшем.  

Итак, полученные нами результаты показывают, что у свиней мы-
шечная ткань обогащена фосфолипидами, а жировая — триацилглицеро-
лами. В целом липидные профили образцов из разных тканей различают-
ся, из одной и той же — проявляют сходство. Образцы, взятые из разных 
точек одной мышцы, не различаются значимо между собой, тогда как не-
сходство для разных мышц статистически достоверно при р < 0,05 (в не-
парном тесте Стьюдента p-значение < 0,01). Жидкостная хроматография, 
совмещенная с времяпролетной масс-спектрометрией, позволяет быстро, 
надежно, эффективно и объективно определять молекулярные фенотипы 
сельскохозяйственных животных, в частности их липидные профили, с 
целью качественной оценки особей в процессе селекции. 
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A b s t r a c t  
 

A key direction in animal genetics and animal breeding is currently the study of metabolic 
characteristics of animals in combination with their genotyping, which leads to the development of 
the new specific markers for prediction the individual phenotypic characteristics of animals based on 
correlation studies. This would further make possible to create new methods for animal phenotyping 
using lipid analysis techniques to assess the complex effect of environmental and genetic factors 
(D.P. Lo Fiego et al., 2002; D.P. Lo Fiego et al., 2005; R. Rossi et al., 2002). Data obtained as a 
result of the analysis of the genetic features of the animal and its metabolic characteristics make it 
possible to create predictive models for accurate phenotyping of animals and their offspring. In this 
work we have for the first time performed the comparative non-targeted mass-spectrometry study of 
the lipid composition of muscle and adipose tissue in Russian Duroc pigs using positive ion registra-
tion mode. The aim of the work was to carry out lipidomic analysis of the pig muscle and adipose 
tissue as an input for predictive models for animal phenotyping. The study was carried out on the sam-
ples of adipose and muscle tissue collected post-mortem from 150-180 day-old Duroc boars (n = 9). 
Samples were taken from three regions of the longest back muscle, three regions of the biceps femo-
ris, and two regions of subcutaneous dorsal fat (72 samples in total). Analysis of the lipid compounds 
was performed by liquid chromatography coupled with high-precision time-of-flight mass spectrome-
try, preceded by the methyl tert-butyl ether and methanol extraction of lipids. Type of ionization 
used was electrospray. A total of 844 mass spectrometry peaks satisfied the quality criteria and were 
used for the statistical analysis. Peaks were annotated using the LIPID MAPS database search 
(http://www.lipidmaps.org), with an accuracy of 10 ppm. Statistical analysis shows significant differ-
ences in the Pearson correlation for adipose and muscular tissue samples compared or the same tissue 
samples compared. Correlation coefficients between lipid patterns of adipose and muscular tissue sam-
ples are lower (from 0.48 to 0.86, r = 0.69 on average with 95 % confidence interval from 0.61 to 0.79). 
Correlation coefficients between lipid patterns in two samples of muscle or adipose tissue are higher 
(from 0.73 to 0.99, r = 0.93 on average with 95 % confidence interval from 0.86 to 0.97). Unpaired t-
test shows differences at p-value < 0.01 Data clustering confirms the difference between muscle samples 
and subcutaneous fat samples. The main classes of lipids detected in the samples were triglycerides 
(TAG), diglycerides (DAG), phosphatidylcholines (PC), phosphatidylethanolamines (PE), phosphati-
dylserines (PS), phosphatidic acids (PA), phosphatidylinositols (PI), and lysophosphatidylcholines 
(LPC). We have found that adipose tissue samples are enriched in triacylglycerols, while muscle tissue 
samples are enriched in phospholipids. To summarize, we have identified the main lipid types present 
in different regions of muscle and adipose tissue of pigs, and revealed the similarities and differences in 
the lipid composition between the two analyzed tissue types, as well as between two different types of 
muscles (biceps femoris and longisimus dorsi), and also between muscle and fat tissues. Considering the 
results obtained in this work we may conclude that liquid chromatography coupled with high-precision 
time-of-flight mass spectrometry efficiently produces accurate and reproducible lipidomes data. These 
data may be used in animal breeding, in the search for new genetic markers associated with economi-
cally important traits and in breeding programs to evaluate the traits determined by lipid composition. 
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