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Обсуждены возможности и ограничения комплексных процедур целевого метаболомного ана-
лиза с применением жидкостной хроматографии в сочетании с тандемной масс-спектрометри-
ей (ВЭЖХ-МС/МС). Представлена ВЭЖХ-МС/МС-методика, позволяющая одновременно опре-
делять содержание 15 биомаркеров функционального состояния человека в моче. В качестве целевых
аналитов выступают биогенные вещества различной химической природы, базовые концентрации ко-
торых в биоматрицах могут различаться значительно – до трех порядков величины и более. Слож-
ность комплексного анализа обусловлена также значительными различиями в гидрофильно-гидро-
фобных свойствах определяемых веществ. Апробация методики в биоаналитическом эксперименте
позволила установить значимые различия в концентрациях ряда биомаркеров в моче людей с раз-
ным уровнем физической подготовки. При высоком уровне физической подготовки концентрации
этих соединений в моче имеют более низкие значения в сравнении с контрольной группой.
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Масс-спектрометрические методы все чаще
применяют в биомедицине, особенно для ран-
ней диагностики и мониторинга заболеваний.
Наиболее активно развиваются биоаналитические
технологии, использующие в качестве анализируе-
мого материала диагностические биосреды, ото-
бранные неинвазивным способом и транспортиру-
емые из фельдшерского пункта любой отдаленной
территории в профильные лаборатории. Важней-
шее приложение аналитической масс-спектромет-
рии в медицине – функциональная диагностика.
Функциональная диагностика с помощью инстру-
ментальных методов позволяет установить причину
плохого самочувствия пациента, особенно в тех
случаях, когда симптомы не дают четкой клиниче-
ской картины. С развитием современных техноло-
гий появляется возможность все более раннего вы-
явления сбоев в регуляторных процессах организ-
ма. Аналитическая масс-спектрометрия решает
многие задачи функциональной диагностики. Воз-
можности хромато-масс-спектрометрии реализу-

ются в функциональной диагностике преимуще-
ственно в рамках метаболомики [1].

Функциональная метаболомика, согласно оп-
тимистичным прогнозам, в обозримом будущем
от диагностики сможет перейти к “метаболомно-
му перепрограммированию” [2], но в настоящее
время развитие метаболомного подхода в функ-
циональной диагностике сдерживается не столь-
ко темпами поиска надежных биомаркеров функ-
ционального состояния, сколько недостатком
надежных и в то же время высокопроизводитель-
ных аналитических методик их определения.

Метаболомика стресса. Влияние стресса на
функциональное состояние организма исследуют
с давних времен и до наших дней. Стресс может
быть как провоцирующим, так и усугубляющим
фактором для многих заболеваний и патологиче-
ских состояний, включая резистентность к инсу-
лину [3], метаболический синдром [4], сердечно-
сосудистые заболевания [5] и др. Метаболические
реакции на стресс настолько обширны, много-
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плановы и в то же время индивидуальны, что в
большинстве случаев не поддаются точному про-
гнозу и должны быть диагностированы [6]. Метабо-
лические профили тканей и биожидкостей отража-
ют функциональные изменения в организме. Опре-
деление метаболомных показателей биожидкостей
позволяет не только выявлять реакции организма
на стресс и оценивать изменения в физиологиче-
ском статусе, но и проводить мониторинг эффек-
тивности фармакологической поддержки в услови-
ях стрессовых воздействий или их последствий.

Многоплановый метаболический ответ на
стрессовое воздействие включает такие процессы,
как нарушение метаболизма аминокислот и белков,
нарушение липидного и углеводного обмена, меха-
ническое и/или химическое повреждение миоци-
тов и многие другие. Профиль низкомолекулярных
метаболитов в биожидкостях складывается в ре-
зультате целого комплекса биохимических процес-
сов. Установить ключевые маркерные соедине-
ния, которые являлись бы индикаторами стрес-
совых воздействий, крайне сложно. Сложность,
как это ни парадоксально, обусловлена не дефи-
цитом научных данных, а их огромным количе-
ством. Многочисленные исследования, выполнен-
ные средствами нецелевой метаболомики, выявили
множество сигнальных биомаркеров применитель-
но к конкретным воздействиям или заболеваниям.
Если исследования проводятся с привлечением
больших массивов данных, то значимыми оказы-
ваются эффекты, обусловленные даже незначи-
тельными однонаправленными изменениями кон-
центраций метаболитов в исследуемых биосредах.
Неизбежно возникает вопрос: можно ли считать
эти незначительные изменения достоверными с
учетом крайне низкой точности определения
концентраций биомаркеров в нецелевой метабо-
ломике. С другой стороны, зачастую одни и те же
биомаркеры характеризуют метаболические по-
следствия воздействия на организм стрессовых
факторов различной природы, включая физиче-
ское перенапряжение [7, 8]. Это обстоятельство
позволяет выделить группу стресс-маркеров, не
ассоциированных с конкретным видом стресса.
Можно полагать, что концентрации стресс-
маркеров в диагностических биожидкостях тем
ниже, чем выше ресурс устойчивости организ-
ма к стрессу. Однако эта гипотеза нуждается в
проверке. Наиболее перспективным направлени-
ем представляется исследование мочевой сигнату-
ры физиологического состояния человека, склады-
вающейся в результате определения абсолютных
или нормированных к определенному показате-
лю концентраций ограниченного набора биоген-
ных веществ – стресс-маркеров.

Обоснование выбора мочи в качестве оптимальной
биоматрицы. Метаболомные исследования мочи в
последние годы оформились в качестве самосто-
ятельного научного направления – уриномики.

Средствами уриномики исследуют нутрицевтиче-
ские маркеры, маркеры водного баланса, мышеч-
ного статуса и т.д. Важнейшими в этом ряду яв-
ляются маркеры толерантности к стрессовым
нагрузкам, т.е. стресс-маркеры. Отбор мочи не-
инвазивен, может быть осуществлен без участия
медперсонала, не требует обеспечения стериль-
ности. В отличие от плазмы крови, моча не требу-
ет специальной обработки сразу после отбора, со-
став органических соединений в моче в меньшей
степени подвержен искажениям в процессе отбо-
ра, хранения и транспортировки. Как правило,
концентрации биогенных аналитов в моче не ме-
няются значительно при прохождении несколь-
ких циклов заморозки-разморозки. Моча в срав-
нении с кровью менее насыщена органическими
соединениями, которые могут окисляться сами, а
также выступать в качестве промоторов процесса
окисления. В работе [9] сообщается, что в образ-
цах мочи уровни метаболитов признаны стабиль-
ными в течение как минимум 24 ч при 10°C и 4 не-
дель при 4°C. Для плазмы и особенно для сыворот-
ки крови установленные периоды стабильности
значительно короче.

Моча, в отличие от крови, не имеет механиз-
мов для поддержания гомеостаза, поэтому мета-
болические профили мочи более изменчивы и
быстрее откликаются на стрессовые воздействия.

Целевая метаболомика мочи. В целевой метабо-
ломике достижение низких пределов определения
аналитов не всегда является приоритетом, посколь-
ку биогенные аналиты (метаболиты) присутствуют
в пробах преимущественно в высоких концентра-
циях. Наиболее жесткие требования в целевой
метаболомике предъявляются к достоверности
количественных определений. В настоящее вре-
мя не существует единого мнения относительно
оптимального способа нормализации концентра-
ций биомаркеров в моче. Нормализация необхо-
дима, так как содержание воды в моче зависит от ее
потребления и ряда других физиологических фак-
торов. Нормализация с отнесением к таким показа-
телям, как концентрация креатинина, плотность,
осмоляльность, вероятностная или интегральная
нормализация используется наиболее часто [10].
После проведения нецелевого метаболомного ана-
лиза с использованием ВЭЖХ-МС/МС в качестве
аналитического метода Розен-Волмар с соавт.
[11] сравнил эффективность трех распространен-
ных подходов для корректировки концентраций
мочевых метаболитов – нормализацию по креа-
тинину, по удельному весу (плотности) и вероят-
ностную нормализацию (probabilistic quotient nor-
malization, PQN). Результаты показали, что нор-
мализация по креатинину не является надежным
подходом для корректировки данных метаболо-
мики мочи. Нормализация по плотности, либо
PQN были охарактеризованы как более надеж-
ные подходы. Причиной ненадежности нормали-
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зации данных метаболомных исследований по
креатинину, по всей вероятности, следует считать
то обстоятельство, что креатинин сам является чув-
ствительным биомаркером, вовлеченным в реали-
зацию ответов на внешние воздействия.

Разработка, валидация и практическая реали-
зация методик для контроля физиологического
статуса человека предусматривают решение сле-
дующих задач:

– обоснование группы диагностических мар-
керов, определяемых в биообразцах и характери-
зующих процессы липолиза, гликолиза, энерге-
тического метаболизма в целом, нейропередачи,
метаболизма пуринов, холина, креатина;

– разработка аналитической стратегии для опре-
деления группы актуальных стресс-маркеров в био-
пробе;

– определение фоновых концентраций выбран-
ных биомаркеров в исследуемой биопробе (моче), а
также ориентировочная оценка вариаций фоновых
концентраций, обусловленных влиянием стрессо-
вых факторов;

– определение концентрационных интервалов,
в рамках которых необходимо выполнять измере-
ния для каждого аналита-биомаркера и построе-
ние градуировочных характеристик внутри уста-
новленных интервалов.

На сегодняшний день приемлемой точности
определения концентраций биогенных веществ в
биопробах можно добиться только в режиме це-
левого анализа. При определении органических
кислот в моче, по мнению ряда авторов [12, 13],
стоит отдавать предпочтение газовой хроматогра-
фии с масс-спектрометрическим детектировани-
ем, позволяющей добиваться эффективного раз-
деления компонентов и работать в области низ-
ких матричных эффектов. Такие методики более
длительны и трудоемки в исполнении по сравне-
нию с ВЭЖХ-МС/МС, поскольку помимо экс-
тракции включают проведение дериватизации.

Для определения аналитов, представленных
группой веществ в широком диапазоне кислот-
но-основных свойств, методом выбора, как пра-
вило, является ВЭЖХ-МС/МС. В технике “dilute
and shoot” [14] при подготовке к ВЭЖХ-МС/МС-
анализу экстракция аналитов из биоматриц не
проводится, поэтому нет необходимости после-
довательно извлекать аналиты кислой и основной
природы, варьируя рН. Если предельную погреш-
ность анализа установить на уровне 25–30%, то в
рамках одной ВЭЖХ-МС/МС-методики мож-
но определять все же ограниченное количество
соединений, характеризующихся разной химиче-
ской природой и разным уровнем фоновых концен-
траций. В целевой метаболомике мочи с 80-х годов
прошлого века и до настоящего времени преобла-
дают исследования, посвященные такой наиваж-
нейшей теме, как диагностика врожденных мета-

болических расстройств. По мере появления новой
информации о биомаркерах врожденных заболева-
ний появляется потребность в методиках, охваты-
вающих определение все большего количества ана-
литов. В работе [15] описано определение в моче
71 аналита методом ВЭЖХ-МС/МС с времяпро-
летным детектором. Полного хроматографического
разделения аналитов, судя по масс-хроматограм-
мам, представленным в дополнительных материа-
лах к статье, достичь не удалось, кроме того, не по-
лучены хроматографические пики правильной
формы для большинства аналитов, однако мето-
дику удалось валидировать с приемлемыми мет-
рологическими характеристиками.

Авторы работы [16] предложили процедуру для
определения 142 мочевых метаболитов, относя-
щихся к разным классам соединений. Из 142 ме-
таболитов 67 определили количественно, осталь-
ные – полуколичественно. В отличие от целевой
метаболомики наследственных болезней, мета-
боломика стресса гораздо менее изучена, форми-
рование метаболической сигнатуры стресса – во-
прос будущего, несмотря на то, что биохимические
основы стресса глубоко и всесторонне изучены.

Формирование группы целевых аналитов. Фор-
мируя набор стресс-маркеров, определяемых в
моче, мы ориентировались на работы, выполнен-
ные в режиме нецелевой метаболомики, причем с
использованием не только мочи, но и крови в ка-
честве биоматрицы. При этом мы исходили из то-
го, что неконъюгированные полярные аналиты
быстро фильтруются через почки и выделяются с
мочой. С учетом современных представлений о
биохимии стресса [17] сформирована группа ак-
туальных биомаркеров:

1) вторичные продукты метаболизма аденозин-
трифосфорной кислоты: инозин и гипоксантин как
маркеры сердечно-сосудистых рисков [18, 19];

2) ацетилкарнитин, аденозин и креатин как
маркеры энергетического метаболизма и нейро-
передачи [20, 21];

3) 3-метилгистидин и 2-гидрокси-2-метилбу-
тират как маркеры миофибриллярного протеоли-
за, риска потери мышечной массы [22, 23];

4) треонин как маркер катаболических про-
цессов [24];

5) триптамин (продукт микробной биотранс-
формации триптофана) как маркер иммунного
статуса организма [25, 26];

6) 3-гидроксибутират, 3-гидрокси-3-метилбу-
тират и 2-гидроксибутират как маркеры катабо-
лизма жирных кислот и кетоаминокислот [27];

7) молочная кислота как маркер гипоксии
[28, 29];

8) уридин как маркер нейродегенеративных
процессов [30];
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9) креатинин как маркер нарушения функций
выделительной системы [31].

Для выбранных биомаркеров возможность од-
нозначной трактовки концентраций в моче от-
сутствует. Систематические данные по содержа-
нию биомаркеров в моче как в норме, так и при
отклонениях от нормы при нарушениях регуля-
торных процессов в организме практически от-
сутствуют. Немногочисленные данные об уров-
нях концентраций выбранных биомаркеров в моче
в литературных источниках приведены по отноше-
нию к креатинину, границы нормального уровня
которого в моче охватывают целый порядок вели-
чины, что не позволяет даже приблизительно пе-
ресчитать относительные концентрации на абсо-
лютные. Кроме того, креатинин сам включен в
группу выбранных биомаркеров (табл. 1).

Особенностью физиологического статуса лю-
дей, находящихся в хорошей физической форме,
является хорошая переносимость физических на-
грузок, которую в известной степени можно трак-
товать как стрессоустойчивость [32].

Цель настоящей работы – разработка методики
определения 15 биогенных веществ в моче человека
методом высокоэффективной жидкостной хрома-
тографии с тандемным масс-спектрометрическим
детектированием (ВЭЖХ-МС/МС) и апробация
методики в биоаналитическом эксперименте.

Разработанная методика определения стресс-
маркеров в моче апробирована при анализе проб
мочи молодых (20–35 лет) людей с высокой и не-
достаточной физической подготовкой.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реагенты. Использовали ацетонитрил для вы-

сокоэффективной жидкостной хроматографии
(Panreac, Испания); метанол HPLC grade
(J.T. Baker, Нидерланды); формиат аммония
(ACROS organics, Бельгия); креатинин, креатин,
молочную кислоту, инозин, ацетилкарнитин, трео-
нин, 2-гидроксибутират, 3-гидроксибутират,
2-гидроксиметилбутират, 3-гидроксиметилбу-
тират, гипокстантин, 3-метилгистидин, адено-
зин, уридин (Sigma-Aldrich, США). Дейтериро-
ванный (D-3) 2-(2-карбоксиэтил)-1,1,1-триме-
тилгидразиний (изотопная чистота 99.9%)
синтезирован в лаборатории химического моделиро-
вания НИИ ГПЭЧ в соответствии с процедурой,
описанной в работе [33].

Приготовление градуировочных растворов. Ис-
ходные растворы 2-гидроксибутирата, 3-гидрокси-
бутирата, 2-гидроксиметилбутирата, 3-гидрокси-
метилбутирата, молочной кислоты, креатинина,
уридина, инозина, креатина, 3-метилгистидина,
аденозина, треонина, ацетилкарнитина готовили
растворением навесок веществ в деионизованной
воде. Для полного растворения навески гипоксан-

тина в деионизованной воде раствор подщелачива-
ли, добавляя 5%-ый водный раствор аммиака по
каплям. Триптамин растворяли в ацетонитриле.

Отбор проб и пробоподготовка мочи. Пробы от-
бирали в утренние часы натощак при условии от-
сутствия интенсивных физических нагрузок в те-
чение предшествующих суток. Образцы мочи за-
мораживали и хранили при –18°C до начала
проведения анализа.

В качестве внутреннего стандарта выбрали дей-
терированный (D-3) 2-(2-карбоксиэтил)-1,1,1-три-
метилгидразиний. Использование изотопно-ме-
ченного стандарта позволило исключить предва-
рительный контроль исследуемых образцов мочи
на наличие фоновых сигналов в области реги-
страции пика внутреннего стандарта.

Пробоподготовку осуществляли следующим об-
разом. В пластиковую пробирку, объемом 2.0 мл
вносили 0.3 мл пробы мочи и 0.9 мл ацетонитри-
ла, содержащего внутренний стандарт с концен-
трацией 3 мкг/мл, тщательно перемешивали и цен-
трифугировали при скорости 14000 оборотов в ми-
нуту в течение пяти минут. Супернатант разбавляли
в 10 и 1000 раз 0.1%-ной муравьиной кислотой в де-
ионизованной воде и анализировали методом
ВЭЖХ-МС/МС. В пробах с разбавлением 10 раз
определяли креатинин, уридин и инозин.

ВЭЖХ-МС/МС-анализ. Для анализа образ-
цов мочи использовали жидкостной хромато-
граф LC-20 Prominence, оснащенный масс-спек-
трометрическим детектором LCMS-8050 с электро-
распылительной ионизацией при атмосферном
давлении (Shimadzu, Япония). Данные обрабаты-
вали при помощи программного обеспечения
Labsolution “Quant browser” (Shimadzu, Япония).

Хроматографическое разделение осуществ-
ляли на колонке Zorbax SB-С8 (Agilent, США)
(150 мм × 4.6 мм, 1.8 мкм). Подвижная фаза: ком-
понент А – 0.1%-ная муравьиная кислота и 10 мМ
раствор формиата аммония в деионизованной во-
де; компонент В – 0.1%-ная муравьиная кислота
и 10 мМ раствор формиата аммония в метаноле.
Программа элюирования при скорости потока
элюента 0.4 мл/мин: 0.0–1.0 мин 5% В; 1.0–7.0 мин
5–90% В; 7.0–10.0 мин 90% В; 10.1–15.0 мин 5% В.
Температура термостата колонки 40°С. Темпера-
тура термостата отделения для проб 5°С. Объем
вводимой пробы составлял 5 мл.

Масс-спектрометрическое детектирование осу-
ществляли в режиме мониторинга множественных
реакций по заданным ионным реакциям (МРМ-пе-
реходам) – прекурсор-ион > продукт-ион (табл. 2).

Параметры источника ионизации: скорость по-
тока: газа-осушителя – 10 л/мин, вспомогательного
газа – 10 л/мин, давление на распылителе –
3 л/мин, температура газа-осушителя – 300°С,
температура вспомогательного потока – 350°С,
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Таблица 1. Список целевых биомаркеров для контроля в пробах мочи, их брутто формулы, константы гидрофоб-
ности (LogP), молярные массы и структурные формулы

Название биомаркера Брутто формула LogP* Молярная масса, 
г/моль Структурная формула

3-Метилгистидин C7H11N3O2 –1.31 169.18

Треонин C4H9NO3 –1.23 119.12

Креатин C4H9N3O2 –1.88 131.13

Креатинин C4H7N3O –1.68 113.12

Молочная кислота C3H6O3 –0.70 90.08

Ацетилкарнитин C9H17NO4 –3.56 203.24

Уридин C9H12N2O6 –1.61 244.20

Инозин C10H12N4O5 –1.45 268.23

Гипоксантин C5H4N4O –2.51 136.11

3-Гидроксибутират C4H8O3 –1.14 104.10
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Примечание: значения констант гидрофобности (LogP) взяты с сайта http://www.chemspider.com/ (дата обращения: 28.03.2023).

2-Гидроксибутират C4H8O3 –0.17 104.10

Аденозин C10H13N5O4 –1.02 267.24

3-Гидроксиметилбутират C5H10O3 –0.79 118.13

Триптамин C10H12N2 1.38 160.22

2-Гидроксиметилбутират C5H10O3 0.18 118.13

Название биомаркера Брутто формула LogP* Молярная масса, 
г/моль Структурная формула
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Таблица 1. Окончание

Таблица 2. Аналитические характеристики исследуемых биомаркеров: режим ионизации, Rt (время удержива-
ния), МРМ-переход (прекурсор- > продукт-ионы), CE (энергия коллизии)

Биомаркер (режим ионизации) Rt, мин МРМ-переход, m/z (CE)

3-Метилгистидин (+) 3.83 170.10 > 109.15 (–16); 126.20 (–16)
Треонин (+) 4.04 120.00 > 74.10 (–12); 56.10 (–17)
Креатин (+) 4.47 132.00 > 44.10 (–14); 90.05 (–22)
Креатинин (+) 4.56 114.00 > 44.1 (–17); 86.1 (–14)
Молочная кислота (–) 6.13 89.00 > 43.1 (12); 45.05 (12)
Ацетил карнитин (+) 6.49 204.00 > 85.1 (–21); 145.15 (–13)
Уридин (+) 7.83 245.00 > 113.10 (–12); 70.10 (–35)
Инозин (+) 8.15 269.00 > 137.10 (–11); 110.10 (–23)
Гипоксантин (–) 8.24 135.00 > 92.00 (18); 65.00 (25)
3-Гидроксибутират (–) 8.24 103.00 > 59.00 (11); 45.00 (25)
2-Гидроксибутират (–) 8.63 103.00 > 57.05 (14)
Аденозин (+) 8.93 268.00 > 136.10 (–22); 119.10 (–44)
3-Гидроксиметилбутират (–) 9.29 117.00 > 59.10 (12); 41.20 (25)
Триптамин (+) 9.60 161.00 > 144.15 (–14);117.15 (–25)
2-Гидроксиметилбутират (–) 9.96 117.00 > 71.15 (13)
Дейтерированный (D-3) 2-(2-карбоксиэтил)-1,1,1-три-
метилгидразиний, внутренний стандарт (+)

4.84 150.00 > 61.15 (–16); 62.15 (–16)
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напряжение на капилляре – 3500 В, напряжение
на фрагментаторе – 120 В.

Предварительная оптимизация параметров де-
тектирования (m/z прекурсор- и продукт-ионов,
энергия коллизии) осуществлялась в автоматиче-
ском режиме с помощью настройки “Auto-tuning”.

Статистическая обработка результатов измерений.
Различия между концентрациями биомаркеров в
пробах мочи двух групп добровольцев оценивали с
помощью параметрического t-критерия Уэлча по-
сле логарифмического преобразования получен-
ных данных. Статистически значимыми признава-
ли результаты при уровне p < 0.05. Все вычисления
выполнены в программе GraphPad Prizm 8.

В биоаналитическом исследовании по апроба-
ции методики принимали участие мужчины и
женщины возраста 20–35 лет. Добровольцы были
разделены на две группы: низко (Н/Т) и высоко
(В/Т) тренированные. Группа Н/Т (n = 9) пред-
ставлена людьми, ведущими малоактивный образ
жизни: работа в офисе за компьютером, нерегу-
лярные физические нагрузки, индекс массы тела
>30. В группу В/Т (n = 29) отобраны люди, веду-
щие активный образ жизни, посещающие трена-
жерный зал не менее двух раз в неделю, имеющие
индекс массы тела 20–27. Для участия в экспери-
менте от добровольцев получали информирован-
ное согласие.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Процедура ВЭЖХ-МС/МС-анализа. Хромато-

граммы рассматриваемых веществ представлены
на рис. 1 и 2. Из табл. 1 видно, что гидрофильно-
гидрофобные свойства аналитов варьировали в

широких пределах, что следует учитывать при вы-
боре режима хроматографического разделения. Как
видно из представленных масс-хроматограмм, по-
добранный режим элюирования позволил достичь
приемлемого разделения всех аналитов.

Метрологические характеристики предложен-
ной процедуры совместного определения 15 био-
меркеров функционального состояния человека
получали на основе определения их концентраций
в водных растворах и с учетом размаха уровней их
концентраций в моче добровольцев (табл. 3).

Подготовка проб к анализу ограничивалась
разбавлением с последующим центрифугирова-
нием, при этом достигались высокие степени из-
влечения аналитов: от 95.2 до 98.9%.

Сравнение результатов определения содержания
стресс-маркеров в моче добровольцев групп В/Т и
Н/Т. Перед выполнением статистической обра-
ботки полученные результаты проходили тест на
нормальность/логнормальность распределения.
В связи с малым количеством наблюдений в груп-
пе Н/Т для всех биомаркеров, кроме креатинина,
распределение было логнормальным. Для креа-
тинина наблюдалось нормальное распределение.
По этой причине применение параметрического
критерия было возможным после логарифмиче-
ского преобразования полученных результатов
[34], которое выполняли по формуле (1):

(1)

где y – преобразованное значение найденной
концентрации биомаркера; x – найденное значе-
ние концентрации биомаркера; 0.01 – константа,
необходимая для корректировки расчетов при на-

( )lg 01 ,0.y x= +

Рис. 1. Масс-хроматограмма в режиме положительной ионизации. 1 – 3-метилгистидин; 2 – треонин; 3 – креатин; 4 –
креатинин; 5 – дейтерированный (D-3) 2-(2-карбоксиэтил)-1,1,1-триметилгидразиний; 6 – ацетилкарнитин; 7 – ури-
дин; 8 – инозин; 9 – аденозин; 10 – триптамин.
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личии результатов ниже нижней границы опреде-
ляемых содержаний.

После логарифмического преобразования по-
лученные данные оценивали с помощью t-крите-
рия Уэлча. Рассчитывали среднее арифметическое,
среднеквадратическое отклонение и доверитель-

ный интервал. Затем обратным пересчетом получа-
ли молярные концентрации. Например, среднее
арифметическое значение данных для молочной
кислоты группы В/Т после логарифмического пре-
образования составляло 2.226, а значение довери-
тельного интервала (при p = 0.95) – 0.080. В соответ-

Рис. 2. Масс-хроматограмма в режиме отрицательной ионизации. 1 – молочная кислота; 2 – гипоксантин; 3 – 3-гид-
роксибутират; 4 – 2-гидроксибутират; 5 – 3-гидроксиметилбутират; 6 – 2-гидроксиметилбутират.
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Таблица 3. Метрологические характеристики предложенной процедуры

Биомаркер
Диапазон 

измерений, 
мкг/мл

Показатель 
воспроизводимости 

sr, %

Показатель правильности 
(границы относительной 

систематической 
погрешности 

при Р = 0.95), ±δс, %

Показатель точности 
(границы 

относительной 
погрешности 

при Р = 0.95), ±δ, %

3-Метилгистидин 1–50 1.0 3.0 4.8

Треонин 1–50 7.0 1.3 7.1

Креатин 1–50 10.6 1.4 8.8

Креатинин 0.2–10 6.4 2.6 6.6

Молочная кислота 2–100 7.7 1.4 8.1

Ацетилкарнитин 2–100 6.7 0.9 7.2

Уридин 0.2–10 9.1 2.1 7.5

Инозин 0.2–10 4.0 1.2 5.2

Гипоксантин 1–50 11.3 1.1 10.3

3-Гидроксибутират 1–50 5.7 1.0 6.7

2-Гидроксибутират 1–50 4.8 1.3 5.4

Аденозин 1–50 6.0 1.4 6.5

3-Гидроксиметилбутират 2–100 5.6 1.0 6.5

Триптамин 1–50 7.2 1.8 8.1

2-Гидроксиметилбутират 1–50 3.8 2.2 5.5



950

ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 78  № 10  2023

ЛЕНИНСКИЙ и др.

ствии с предложенным автором работы [34] подхо-
дом референтный диапазон для молочной кислоты
вычисляли следующим образом: (2.226 ± [1.96 ×
× 0.080]) или (2.070–2.382). При обратном преобра-
зовании он составит (102.070–102.382), что соответству-
ет (117.6–241.2) мкМ. Аналогичным образом получа-
ли остальные данные, за исключением креатинина,
для которого логарифмирование не проводили.

Для оценки концентраций биомаркеров, норма-
лизованных по креатинину, сначала вычисляли их
уровни относительно креатинина (мкМоль/мМоль
креатинина), а затем выполняли логарифмиче-
ское преобразование и анализ полученных дан-
ных с дальнейшим пересчетом по описанному
выше алгоритму.

Результаты измерений (референсный диапазон),
пересчитанные из массовых в молярные концен-
трации с учетом молярной массы аналитов (табл. 1)
и последующей нормализации по креатинину,
представлены в табл. 4.

При использовании нормализации мочевых
биомаркеров по креатинину обычно исходят из
предположения о том, что скорость выведения
креатинина с мочой для разных людей постоянна, а
также из того, что концентрация растворенных в
моче веществ зависит от процесса реабсорбции во-
ды в почках [35]. Однако нормализация данных по
креатинину для оценки результатов анализов мочи
людей с аномальной функцией почек [35, 36] при-
водит к искажению их интерпретации.

Так как в нашем эксперименте принимали
участие молодые люди без диагностированных
заболеваний за счет относительно близких значе-
ний креатинина в моче нормализация к его уров-
ню приводила к “сглаживанию” данных, поэтому
приведены данные как с нормализацией по креа-
тинину, так и без нее.

Результаты, полученные при апробации мето-
дики (табл. 4), следует интерпретировать с осто-
рожностью. При всех отмеченных ранее преимуще-
ствах мочи как биоматрицы, нельзя не принимать
во внимание и ограничения при интерпретации
результатов метаболомики мочи. Прежде всего,
это влияние пищевого рациона на метаболиче-
ские профили мочи. Добровольцы, принимавшие
участие в эксперименте, по данным анкетирова-
ния не придерживались диеты и не принимали
пищевых добавок или лекарств в течение недели,
предшествовавшей тестированию, при этом их
рацион не был стандартизован, что не могло не
сказаться на результатах тестирования. Тем не
менее полученные результаты позволяют отме-
тить некоторые тенденции и сделать предвари-
тельные выводы. Несмотря на то, что группа Н/Т
была менее многочисленной (n = 9) в сравнении с
группой В/Т (n = 29), для нее могут быть отмече-
ны более широкие интервалы значений концен-
траций для большинства биомаркеров, т.е. группа
В/Т может быть охарактеризована как более од-
нородная. Еще одной тенденцией является смеще-
ние концентраций большинства стресс-маркеров в

Таблица 4. Результаты измерений (референтный диапазон) в моче добровольцев

Примечание: достоверные различия при: * p < 0.05, ** p < 0.01.

Биомаркер
Референтный интервал (без нормализации 

по креатинину), мкМоль
Референтный интервал (с нормализацией 

по креатинину), мкМоль/мМоль креатинина

В/Т (n = 29) Н/Т (n = 9) В/Т (n = 29) Н/Т (n = 9)

Креатинин (мМ) 4.0–4.8 4.7–6.9*
3-Метил гистидин 21.5–47.0 29.1–92.2 5.6–11.3 5.5–16.0
Треонин 94.4–162.1 119.2–254.9 22.5–38.1 25.1–39.6
Креатин 80.0–177.5 79.8–290.9 19.9–40.0 14.8–51.4
Молочная кислота 117.6–241.2 265.3–675.0 28.5–55.7 51.8–113.0**
Ацетилкарнитин 177.2–463.9 115.9–1106.6 36.3–98.2 32.0–176.4
Уридин 5.4–10.1 4.5–12.5 1.8–2.9 1.7–2.6
Инозин 1.8–3.4 3.8–15.0 2.2–5.4 1.6–3.0
Гипоксантин 97.8–142.1 84.4–245.3 23.8–32.7 17.8–38.0
3-Гидроксибутират 15.7–26.6 24.0–82.7* 3.8–5.9 4.1–16.1
2-Гидроксибутират 222.6–384.6 249.9–535.7 55.6–86.2 49.9–87.7
Аденозин 11.2–19.2 19.5–53.3 2.8–4.3 4.0–8.5*
3-Гидроксиметилбутират 173.9–314.1 371.2–971.1 43.7–70.0 69.4–169.9**
Триптамин 34.5–41.6 38.0–56.4 8.0–10.0 6.8–10.3
2-Гидроксиметилбутират 28.2–48.0 34.3–74.6 7.0–10.8 6.7–12.5
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область более высоких значений в моче людей из
группы Н/Т в сравнении с группой В/Т. Получен-
ный результат можно объяснить тем, что состояние
покоя (накануне отбора мочи физических нагрузок
не было) в группе В/Т характеризуется как полная
релаксация, а группой Н/Т это время проживается с
ненулевым уровнем стресса. Другое возможное
объяснение – пониженная способность у добро-
вольцев группы Н/Т к реабсорбции стресс-марке-
ров почками и/или их распределению в ткани.

Достоверные различия в концентрациях стресс-
маркеров в моче добровольцев из двух групп уста-
новлены для креатинина и 3-гидроксибутирата
без нормализации по креатинину. Также значи-
мые различия обнаружены для молочной кисло-
ты, аденозина и 3-гидроксиметилбутирата без и
при их нормализации по креатинину.

Полученный результат не противоречит лите-
ратурным данным, свидетельствующим о том,
что молочная кислота, гидроксибутираты и аде-
нозин входят в группу биомаркеров, характеризу-
ющих уровень физической подготовки, в значи-
тельной мере определяемый переносимостью фи-
зических нагрузок [37–39].

Следует отметить, что в различных источниках
[40, 41 и др.] установлены разные биомаркеры, ха-
рактеризующие уровень физической подготовки.
Все они пока имеют статус биомаркеров-канди-
датов. Необходимым этапом на пути формирова-
ния перечня актуальных стресс-маркеров в различ-
ных диагностических биосредах является разработ-
ка методик определения биомаркеров-кандидатов.

Все процедуры, выполненные в исследовании с уча-
стием людей, соответствуют этическими стандар-
тами институционального и/или национального ко-
митета по исследовательской этике и Хельсинкской
декларации 1964 года и ее последующим изменениям
или сопоставимым нормам этики.

От каждого из включенных в исследование
участников было получено информированное добро-
вольное согласие.
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