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Предложены подходы к высокочувствительному определению низкомолекулярных жирных кислот
методом газовой хроматографии с масс-спектрометрическим детектированием (ГХ-МС) и амино-
кислот методом ВЭЖХ с применением диодно-матричного детектора в образцах сыворотки крови
больных с диагнозом эндометриоз. Найдены условия селективного определения 23 аминокислот
методом обращенно-фазовой ВЭЖХ со спектрофотометрическим детектированием в виде произ-
водных с дансилхлоридом и выявлены основные факторы, влияющие на параметры их разделения
(рН подвижной фазы, природа растворителя и буферного раствора, профиль градиентного режи-
ма). Показано, что традиционное ГХ-определение метаболитов в форме силильных производных не
обеспечивает требуемой чувствительности: высокая летучесть производных уже на стадии пробоподго-
товки приводит к значительным потерям и, как следствие, к невоспроизводимым результатам. Оптими-
зированы условия определения органических кислот без дериватизации методом ГХ-МС на полярной
неподвижной фазе. Предложена схема подготовки сыворотки крови к анализу (осаждение белков и
очистка от липидов) и условия селективного разделения аналитов (температурный градиент 70−230°C).
Разработанные подходы обеспечили получение характеристических профилей органических кислот в
образцах сыворотки крови больных с эндометриозом и миомой матки (в качестве группы сравнения).

Ключевые слова: метаболомика, аминокислоты, высоко- и низкомолекулярные жирные кислоты,
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Использование омик-технологий открывает
перспективы для изучения метаболических про-
цессов, происходящих при эндометриозе, – од-
ном из самых распространенных заболеваний
женской репродуктивной системы, точная этио-
логия которого до сих пор неизвестна. Это обу-
словлено, в первую очередь, сложностью клини-
ческой картины и схожими симптомами с другими
гинекологическими заболеваниями. По оценкам
врачей, эндометриоз поражает 5–10% женщин
репродуктивного возраста [1], при этом у некото-
рых женщин он может протекать бессимптомно и
приводить к бесплодию. Несмотря на предприня-
тые попытки по разработке диагностических те-
стов на эндометриоз на основе метаболитов, со-
держащихся в биологических жидкостях, лишь

несколько зарегистрированных маркеров про-
шли независимую проверку [2, 3], и ни один из
них пока не используется в клинической практи-
ке. В настоящее время диагностика эндометриоза
проводится хирургическим методом – лапаро-
скопией с последующей биопсией. Наиболее по-
пулярным биомаркером для неинвазивной диа-
гностики эндометриоза является белок СА-125,
однако отмечено, что он надежен лишь при диа-
гностике на поздних стадиях заболевания. В свя-
зи с этим поиск потенциальных биомаркеров для
ранней неинвазивной диагностики эндометриоза
остается крайне актуальной задачей.

Метаболомику в настоящее время все чаще
признают мощным инструментом для установле-
ния патогенеза и идентификации диагностиче-
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ских биомаркеров, выявления низкомолекулярных
метаболитов в различных биологических объектах.
Для получения и исследования метаболомного
профиля применяют такие высокочувствитель-
ные и информативные методы, как жидкостная и
газовая хромато-масс-спектрометрия (ВЭЖХ-МС
и ГХ-МС). Несмотря на интенсивность исследо-
ваний метаболомного состава биологических объ-
ектов при эндометриозе, имеющаяся в литературе
[2, 3] информация относительно биомаркеров эн-
дометриоза, среди которых наиболее часто упо-
минаются карбоновые кислоты, аминокислоты,
нуклеотиды и др., весьма противоречива и требу-
ет дальнейшего изучения.

Так, в результате метаболического профилиро-
вания сыворотки крови и ткани эндометрия жен-
щин с эндометриозом на ранних стадиях по сравне-
нию со здоровыми женщинами методом ядерного
магнитного резонанса (ЯМР) обнаружено изме-
нение уровней концентраций пяти ами-
нокислот (аланин, лизин, фенилаланин, лейцин
и пролин) [4]. Исследование показало определен-
ную корреляцию их содержаний в тканях и в сы-
воротках крови. Это подтверждает предположе-
ние о том, что катаболическое состояние, вы-
званное повреждениями при эндометриозе,
приводит к повышенному распаду эндогенного
белка и высвобождению свободных аминокислот в
кровоток. Кроме того, выявлено, что именно груп-
па таких маркеров имеет более надежный диагно-
стический потенциал по сравнению с отдельными
маркерами. Авторами отмечена высокая чувстви-
тельность и специфичность (100 и 83% соответ-
ственно) диагностики II стадии эндометриоза с
использованием данных аминокислот. В более
ранних исследованиях [5, 6] эти же авторы обна-
ружили повышение уровня аланина, лейцина, ва-
лина, треонина, лизина, а также понижение –
изолейцина и аргинина у пациентов с эндометри-
озом в образцах сыворотки крови по сравнению с
контрольной группой. Значительный вклад в раз-
личие между аминокислотными профилями вно-
сит лизин, что связывают с повышенной катабо-
лической активностью организма при окисли-
тельном стрессе: быстрое расходование глюкозы и
ускорение метаболизма глюкогенных аминокис-
лот. Методом ЯМР в работах [7, 8] при метаболи-
ческом профилировании мочи и сыворотки кро-
ви больных с эндометриозом на разных стадиях
выявлено повышение уровня валина и соотноше-
ния лизин/аргинин в сыворотке крови, а также
увеличение содержания валина и понижение ли-
зина в моче по сравнению с контролем. Получен-
ные методами обращенно-фазовой (ОФ) ВЭЖХ и
жидкостной гидрофильной хроматографии ме-
таболические профили сывороток крови боль-
ных с минимальной или средней стадией эндо-
метриоза выявили значительное повышение кон-
центраций L-аргинина, L-тирозина, лейцина,

лизина и аспарагина [9]. Все это указывает на ин-
формативность данных о содержании конкрет-
ных аминокислот при эндометриозе, поэтому
дальнейшие исследования в этом направлении
весьма актуальны.

Другой важный аспект проблем клинической
диагностики − появившаяся в последние годы
информация о возможности использования каче-
ственного и количественного состава низко- и вы-
сокомолекулярных органических кислот в биоло-
гических жидкостях человека в качестве диагно-
стического критерия при различных патологиях.
Особое внимание привлекают метаболиты бакте-
риального происхождения – низкомолекулярные
жирные кислоты (НМЖК), продуцируемые ки-
шечной микробиотой. Это – класс карбоновых
кислот с короткими алкильными группами: от двух
до шести атомов углерода [10]. Наличие и соотно-
шение концентраций этих аналитов в организме
тесно связаны с такими заболеваниями, как сер-
дечно-сосудистые, ожирение и метаболический
синдром. В специальных экспериментах на мы-
шах обнаружено, что н-бутират снижает рост эн-
дометриоидных поражений [11]. В связи с этим
представляет интерес проведение целевого мета-
боломного исследования состава низко- и высо-
комолекулярных органических кислот в сыворот-
ке крови при эндометриозе.

Газовую хроматографию в сочетании с поли-
меразной цепной реакцией [10], жидкостную хро-
матографию в сочетании тандемной масс-спектро-
метрией [12], ГХ-МС [13, 14], ГХ с пламенно-
ионизационным детектированием [15] и мето-
ды твердофазной микроэкстракции с последую-
щим ГХ-МС-анализом [16] применяли либо для
прямого определения НМЖК в сыворотке крови,
либо после дериватизации. Процедуры подготов-
ки пробы перед ГХ-МС-анализом обычно вклю-
чают экстракцию растворителем, разделение
фаз, выпаривание, получение сложных эфиров
при нагревании и добавление внутренних стандар-
тов [17, 18]. Однако некоторые из этих этапов про-
боподготовки могут влиять на результаты опреде-
ления НМЖК. Данные аналиты представляют
собой достаточно летучие вещества [19], поэтому
пробоподготовка следует проводить быстро; кро-
ме того, возможны потери НМЖК на некоторых
стадиях (например, при выпаривании растворителя
или в реакциях, которые идут с нагреванием). Та-
ким образом, поиск грамотной стратегии пробо-
подготовки и последующего определения НМЖК
методом ГХ-МС является важной задачей для ме-
таболомики.

Цель данного исследования − получение и
изучение характеристических профилей аминокис-
лот и короткоцепочечных алифатических кислот в
сыворотке крови больных эндометриозом и мио-
мой матки с применением хромато-масс-спек-
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БЕССОНОВА и др.

трометрии для оценки их диагностической зна-
чимости для данного заболевания.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы и реактивы. Использовали де-
ионизованную воду (получали на деионизаторе
“АКВИЛОН Д 301”, Россия), ацетонитрил для
ВЭЖХ (Acroc Organics, Бельгия), метанол для
ВЭЖХ (Acroc Organics, Бельгия), этанол ос. ч.
(Реахим, Россия), муравьиную кислоту х. ч.
(Неохим, Россия), борную кислоту (Sigma-Al-
drich, Германия), гидроксид натрия ч. д. а., дан-
силхлорид (Sigma-Aldrich, США), хлорную кислоту
70%-ую, х. ч. (Неохим, Россия), пиридин х. ч. (Реа-
хим, Россия), N-метил-N-(триметилсилил)три-
фторацетамид (Sigma-Aldrich, Германия), О-ме-
токсиамин х. ч. (Реахим, Россия), диэтиловый
эфир, этилацетат, метил-трет-бутиловый эфир
(МТБЭ), хлороформ х. ч. (Реахим, Россия). Ами-
нокислоты: L-гистидин (His), L-аргинин (Arg),
L-аспарагиновая кислота (Asp), L-глутамин (Gln),
L-серин (Ser), L-глутаминовая кислота (Glu),
L-глицин (Gly), L-аланин (Ala), L-пролин (Pro),
L-изолейцин (Ile), DL-лейцин (Leu), L-норлей-
цин (NLeu), L-аланин (Ala), L-валин (Val), L-ме-
тионин (Met), L-триптофан (Trp), L-аспарагин
(Asn), L-тирозин (Tyr), DL-лизин гидрохлорид
(Lys), L-фенилаланин (Phe), L-цистеин (Cys),
L-гомоцистеин, L-сарказин (Sarc) (>98%, Sigma-
Aldrich, Германия). Органические кислоты: уксус-
ная, пропионовая, масляная, изомасляная, валери-
ановая, изовалериановая, гексановая, гептано-
вая, октановая, пивалевая х. ч. (Реахим, Россия).

Оборудование. Хроматографическое определе-
ние аминокислот выполняли на жидкостном хро-
матографе LC-40 Nexera (Shimadzu, Япония) с ди-
одно-матричным детектором, колонка Luna C18(2),
5 мкм, 100 Å, 150 × 2.1 мм (Phenomenex, США).
Органические кислоты определяли на газовом
хроматографе с квадрупольным масс-детектором
с электронной ионизацией пробы GCMS-QP2010
SE (Shumadzu, Япония). Капиллярные колонки
для ГХ-МС: WAXplus 30 м, 0.25 мм, 0.25 мкм
(OPTIMA), HP-5 (с неподвижной фазой 5% фе-
нил 95% диметилполисилоксан) 30 м × 0.320 мм ×
× 0.25 мкм (Agilent Technologies, США) и Zebron
ZB FFAP (неподвижная фаза полиэтиленгли-
коль, модифицированный нитротерефталатом)
50 м × 0.32 мм × 0.50 мкм (Phenomenex, США).
Для обработки результатов анализа использовали
программное обеспечение “LCsolution”. Вспомога-
тельное оборудование: вортекс Multi-Vortex V-32,
лабораторный pH-метр HI 2210–2216 pH 211
(Hanna, Германия), аналитические весы AUX 220
(Shimadzu, Япония), дозаторы 2−20, 20−200,
100−1000 мкл (Sartorius, Финляндия), шкаф су-
шильный LF 25/350-VS2 (LOIP, Россия), центри-

фуга Centrifuge 5430 (Eppendorf, Германия), уль-
тразвуковая ванна (Elmasonic, Германия).

Приготовление рабочих растворов аминокислот
и низкомолекулярных органических кислот. Кон-
центрированные растворы стандартов аминокис-
лот готовили растворением навесок каждой ами-
нокислоты (10 ± 0.1 мг) в 1 мл 0.1 М соляной кис-
лоты. Полученные растворы хранили при +4°C в
течение месяца. Растворы стандартов органиче-
ских кислот готовили растворением навесок каж-
дой кислоты (10 ± 0.1 мг) в 1 мл метанола. Полу-
ченные растворы хранили при +4°C в течение
месяца. Растворы модельных смесей различных
концентраций для построения градуировочных
зависимостей готовили путем разбавления исход-
ных растворов стандартов непосредственно перед
проведением дериватизации и последующим ана-
лизом методом ВЭЖХ-УФ или ГХ-МС.

Градуировочные растворы готовили для двух
уровней концентраций, исходя из содержания
аналитов в сыворотке: высокий уровень для арги-
нина, аспарагина, глутамина, серина, глутамино-
вой кислоты, аланина, глицина, пролина, валина и
лизина − диапазон концентраций 10–100 мкг/мл;
низкий уровень для гистидина, аспарагиновой
кислоты, изолейцина, лейцина, метионина, трип-
тофана, тирозина, фенилаланина, цистеина, го-
моцистеина, сарказина − 0.5–50 мкг/мл. Градуи-
ровку проводили по семи точкам. На высоком
уровне растворы с концентрациями 10, 20, 35, 50,
65, 80 и 100 мкг/мл готовили добавлением к 90 мкл
сыворотки 10 мкл водного раствора смеси стан-
дартов с концентрациями 100, 200, 350, 500, 650,
800 и 1000 мкг/мл соответственно. На низком уров-
не растворы с концентрациями 0.5, 1, 2.5, 5, 10, 25 и
50 мкг/мл готовили аналогично из растворов с
концентрациями 5, 10, 25, 50, 100, 250 и 500 мкг/мл
соответственно. Холостой раствор готовили пу-
тем прибавления к 90 мкл сыворотки 10 мкл де-
ионизованной воды.

Объекты исследования. Образцы сывороток
крови больных с диагнозом эндометриоз (n = 30)
и миома матки (n = 30), предоставленные НМИЦ
им. В.А. Алмазова, хранили в морозильной каме-
ре при –20°C. Перед анализом образцы размора-
живали при комнатной температуре, перемеши-
вали на вортексе в течение 1 мин.

Пробоподготовка сыворотки крови к ВЭЖХ и
ГХ-МС-анализу. Аминокислоты. Подготовка проб
сыворотки крови к анализу и дериватизация ами-
нокислот включала следующие этапы: к 100 мкл
пробы добавляли 100 мкл 5%-ного раствора
(800 мМ) хлорной кислоты, перемешивали на вор-
тексе (3 мин), центрифугировали (13 тыс. об./мин,
10 мин) и отбирали 150 мкл супернатанта. Для
нейтрализации хлорной кислоты добавляли 6 мкл
10 М раствора NaOH. Далее к полученному рас-
твору добавляли 20 мкл раствора норлейцина с
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концентрпцией 5 мкг/мл (внутренний стандарт)
и 280 мкл 0.2 М боратного буферного раствора с
рН 9.5, и затем – 100 мкл раствора дансилхлорида
(7 мг/мл в ацетонитриле). Реакционную смесь пе-
ремешивали и помещали в термостат на 15 мин
при 75°C, после чего добавляли 20 мкл ледяной
уксусной кислоты. Пробы центрифугировали
(13 тыс. об./мин, 10 мин) и отбирали 450 мкл су-
пернатанта. Полученные пробы переносили в ви-
алы для последующего анализа методом ВЭЖХ с
диодно-матричным детектором, для хромато-масс-
спектрометрического анализа пробу дополнитель-
но разбавляли в 20 раз.

Органические кислоты. Карбоновые кислоты
определяли в образцах сыворотки крови методом
газожидкостной хроматографии с масс-спектро-
метрическим детектированием (ГЖХ-МС) на по-
лярной капиллярной колонке Zebron ZB FFAP
без предварительной дериватизации. Пробу гото-
вили к анализу следующим образом: к 100 мкл сы-
воротки крови добавляли 10 мкл раствора внутрен-
него стандарта − пивалевой кислоты (данная кис-
лота отсутствует в сыворотке крови человека), затем
добавляли 300 мкл метанола (охл.) и помещали про-
бу в морозильную камеру на 1 ч. Затем добавляли
800 мкл гексана для очистки от липидов и
перемешивали смесь на вортексе в течение 3 мин.
Полученную смесь центрифугировали (5 мин,
13 тыс. об./мин) и отбирали 200 мкл водно-мета-
нольного слоя в виалу для последующего ГХ-МС-
анализа.

Дериватизация органических кислот. Для раз-
деления карбоновых кислот в образцах сыворот-
ки крови методом ГЖХ-МС на неполярной ка-
пиллярной колонке HP-5 требовалось проведе-
ние дериватизации − получение силильных
эфиров карбоновых кислот. Пробоподготовку
проводили следующим образом: к 100 мкл сыво-
ротки добавляли 10 мкл раствора внутреннего стан-
дарта (пивалевая кислота). Далее к образцу добав-
ляли 300 мкл метанола (охл.) для осаждения белков
или 100 мкл органического растворителя (диэти-
ловый эфир, метил-трет-бутиловый эфир, хло-
роформ). Пробу перемешивали на вортексе в те-
чение 2 мин и центрифугировали (10 мин,
12 тыс. об./мин). Затем отделяли супернатант или
верхний слой органического растворителя и пе-
реносили в другую виалу. Пробу выпаривали в
термостате досуха при 35−80°C. К сухому остатку до-
бавляли 50 мкл О-метоксиамина гидрохлорида (рас-
твор с концентрацией 20 мг/мл в пиридине) и нагре-
вали в течение 15 мин при 80°C, после чего к раствору
пробы добавляли 50 мкл раствора N-метил-N-(три-
метилсилил)трифторацетамида (МСТФА) и нагре-
вали в течение 15 мин при 80°C. После этого рас-
твор центрифугировали и переносили в виалу для
последующего ГХ-МС-анализа.

Условия хроматографического определения дан-
сильных производных аминокислот. Хроматогра-

фическое разделение производных аминокислот
проводили методом ОФ ВЭЖХ в следующих усло-
виях: подвижная фаза А – 0.1%-ный водный рас-
твор муравьиной кислоты, подвижная фаза В –
ацетонитрил, содержащий 0.1% (по объему) му-
равьиной кислоты. Скорость потока подвижной
фазы 0.3 мл/мин; температура термостата колон-
ки 30°C; объем пробы 10 мкл. Программа гради-
ентного режима элюирования представлена ниже.
Дансильные производные определяли при длине
волны 280 нм.

Условия хромато-масс-спектрометрического опре-
деления органических кислот. Силильные производ-
ные органических кислот разделяли методом
ГЖХ-МС на капиллярной колонке HP-5 30 м ×
× 0.320 мм × 0.25 мкм (Agilent Technologies, США).
Масс-спектрометрическое детектирование осу-
ществляли в режиме сканирования масс в диапа-
зоне m/z 50−450 Да; энергия ионизирующих
электронов 70 эВ; режим программирования тем-
пературы: 40°C 4 мин; затем увеличение до 300°C
со скоростью 10°C/мин; 300°C 5 мин. Общее время
анализа – 35 мин. Температура испарителя – 250°C,
температура ионного источника – 250°C. Газ-носи-
тель – гелий, скорость потока 1.2 мл/мин. Объем
вводимой пробы – 1.0 мкл, деление потока 1 : 10.

Недериватизированные органические кисло-
ты разделяли методом ГЖХ-МС на капиллярной
колонке Zebron ZB FFAP 50 м × 0.32 мм × 0.5 мкм
(Phenomenex). Масс-спектрометрическое детек-
тирование осуществляли в режиме сканирования
масс в диапазоне m/z 50−300 Да; энергия ионизи-
рующих электронов 70 эВ; режим программиро-
вания температуры: 70°C 0 мин; затем увеличение
до 200°C со скоростью 10°C/мин; до 230°C со ско-
ростью 20°C/мин; 230°C 20 мин. Общее время ана-
лиза – 35 мин. Температура испарителя – 250°C,
температура ионного источника – 250°C. Газ-носи-
тель – гелий, скорость потока 1.2 мл/мин. Объем
вводимой пробы – 1.0 мкл, деление потока 1 : 10.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Как отмечено выше, актуальной задачей кли-
нической медицины является разработка неинва-
зивных методов ранней диагностики эндометриоза.
Для поиска потенциальных биомаркеров активно
применяется метод метаболического профилирова-
ния в биологических жидкостях. Характерные для
эндометриоза метаболиты относятся в основном
к классам аминокислот и низко- и высокомоле-
кулярных карбоновых кислот. В данной работе в
качестве анализируемых объектов использовали
образцы сыворотки крови больных с диагнозом

Время, мин 0 1 12 13 36 36.5 39
Фаза Б, % 7 7 21 21 54 70 70
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эндометриоз (n = 30) и миома матки (n = 30),
предоставленные НМИЦ им. В.А. Алмазова.

Получение характеристических профилей ами-
нокислот в сыворотке крови больных с эндометрио-
зом. Для определения содержания аминокислот в
образцах сыворотки крови требуется проведение

дополнительной стадии получения производных.
В данной работе получали N-дансилпроизводные
аминокислот (схема 1) по отработанной нами ра-
нее схеме, конверсия близка к количественной.
Условия дериватизации оптимизировали мето-
дом дизайна эксперимента.

Схема 1. Схема дериватизации аминокислот N-дансилхлоридом.

Перед дериватизацией аминокислот осаждали
белки хлорной кислотой, далее в супернатант вво-
дили норлейцин в качестве внутреннего стандарта и
проводили дериватизацию раствором дансилхло-
рида. Получающиеся производные стабильны и их
можно детектировать с высокой чувствительностью
спектрофотометрическим, флуориметрическим и
масс-спектрометрическим методами. В данном
исследовании дансильные производные амино-
кислот определяли спектрофотометрически, что
определялось доступностью и стоимостью соот-
ветствующего оборудования для большинства ла-
бораторий по сравнению с масс-спектрометриче-
ским детектированием.

Условия селективного разделения дансильных
производных аминокислот методом ОФ ВЭЖХ с
диодно-матричным детектированием выбирали,
варьируя рН подвижной фазы (1.3, 2.7, 4.0, 7.5),
природу органического растворителя (ацетонит-
рил и метанол) и условия градиентного режима
элюирования. Отмечено, что с увеличением рН
подвижной фазы (в ацетатном и фосфатном бу-
ферных растворах) параметры удерживания дан-
силсульфоновой кислоты заметно возрастают, в
конечном итоге широкий пик от избытка реаген-
та мешает определению некоторых производных
аминокислот (рис. 1). Выбрали следующие усло-
вия хроматографического определения аминокис-
лот: подвижная фаза ацетонитрил−вода с рН 2.7,
содержащая 0.1% муравьиной кислоты, для кото-
рой оптимизирован режим градиентного элюи-
рования (см. выше). Хроматограмма смеси стан-
дартов 21 аминокислоты в форме дансильных
производных в выбранных условиях представле-
ны на рис. 2.

Оценили основные параметры биоаналитиче-
ской методики, подтверждающие эффективность
и надежность результатов (табл. 1). Для учета вли-
яния матрицы пробы для растворов стандартов
построили градуировочные зависимости путем
разведения испытуемого образца смеси стандар-
тов с высокой концентрацией в холостой матрице

пробы (усредненная сыворотка крови). Линейность
для всех аминокислот соблюдалась во всем диапа-
зоне исследуемых концентраций (0.5–100 мкг/мл,
R2 в диапазоне 0.9979−0.9988). Относительная по-
грешность определения для большинства амино-
кислот не превышала 5%. Пределы определения
составили 0.5–10 мкг/мл.

В выбранных условиях провели целевое мета-
болическое профилирование: получили хромато-
графические профили аминокислот в образцах сы-
воротки крови пациенток с миомой матки (n = 30) и
эндометриозом (n = 30). Примеры хроматограмм
для обоих гинекологических заболеваний приве-
дены на рис. 3.

Для выявления потенциальных маркеров эн-
дометриоза провели хемометрическую обработку
полученных данных. Для построения модели ис-
пользовали площади пиков аминокислот, норми-
рованные на площадь норлейцина. Для увеличения
точности классификации применили нелинейный
метод – дерево решений. Точность классификации
составила 85%, что является приемлемым. Приме-
нение U-критерия Манна–Уитни позволило вы-
явить значимые различия в уровнях содержаний ар-
гинина и соотношении аспарагин–глутамин.

Получение характеристических профилей кар-
боновых кислот в сыворотке крови больных с диа-
гнозом эндометриоз. Прямой анализ смесей кар-
боновых кислот методом ГХ-МС затруднен. Для их
определения в образцах сыворотки крови методом
ГХ-МС требуется получение производных − мети-
ловых эфиров карбоновых кислот при определении
высокомолекулярных жирных кислот (ВМЖК) и
силильных эфиров карбоновых кислот в случае
НМЖК. В качестве внутреннего стандарта при
определении ВМЖК выбрали трикозановую кис-
лоту, для НМЖК – пивалевую кислоту. Пример
характеристического профиля жирных кислот
образца сыворотки крови больной с миомой мат-
ки приведен на рис. 4. Благодаря наличию в масс-
спектрах всех производных ВМЖК характеристи-
ческого интенсивного осколочного иона с m/z =

SO2Cl

N(CH3)2

SO2HN

N(CH3)2

+ H2N CH COOH

R

CH COOH

R
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= 55, определение аналитов проводили в режиме
SIM по данному иону.

В выбранных условиях проанализировали 14 об-
разцов сыворотки крови (7 – эндометриоз, 7 –
миома матки). Для выявления потенциальных
биомаркеров эндометриоза выполнили хемо-
метрическую обработку полученных данных.
Использование методов главных компонент, k бли-

жайших соседей, проекции на латентные структу-
ры обеспечило разделение анализируемых образ-
цов на два кластера согласно их принадлежности.
Многократное разбиение массива данных на граду-
ировочный и тестовый наборы позволило опреде-
лить прогностические способности модели. Зна-
чения точности определения образцов составили
80%. Установлено, что содержание пальмитино-

Рис. 2. Хроматограмма смеси стандартов аминокислот в форме дансильных производных. Условия: колонка Luna
С18(2) 150 мм × 2.1 мм × 5 мкм; температура колонки: +30°C; 280 нм; скорость потока подвижной фазы 0.3 мл/мин;
градиентный режим: фаза А – H2O, 0.1% HCOOH (рН 2.7), фаза Б – ацетонитрил, 0.1% HCOOH.
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Рис. 1. Хроматограммы смесей стандартов аминокислот в виде производных с дансилхлоридом, полученные методом
ОФ ВЭЖХ при различных значениях рН подвижной фазы. Условия ОФ ВЭЖХ-анализа: колонка Luna С18(2)
150 мм × 2.1 мм × 5 мкм; температура колонки +30°C, скорость потока подвижной фазы 0.3 мл/мин; 280 нм. Гради-
ентный режим элюирования (см. табл. 1); подвижная фаза: хроматограмма серого цвета: фаза А – 50 мМ ацетатный
буферный раствор с рН 4.0, фаза Б – ацетонитрил; хроматограмма оранжевого цвета: фаза А – 0.1%-ный водный рас-
твор HCOOH (рН 2.7), фаза Б – 0.1%-ный раствор HCOOH в ацетонитриле; хроматограмма синего цвета: фаза А –
0.05%-ный водный раствор трифторуксусной кислоты (рН 1.3), фаза Б – ацетонитрил.
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вой и линолевой кислот статистически значимо
отличается при эндометриозе.

Таким образом, ВМЖК могут выступить в ка-
честве потенциальных маркеров отличия миомы
матки и эндометриоза, что может быть весьма по-
лезно в клинической практике. Этот вывод требу-
ет подтверждения, необходимы дополнительные
исследования на больших выборках для опреде-
ления степени близости профиля жирных кислот
при данных патологиях.

Методом ГХ−МС выявили аналитические воз-
можности одновременного определения НМЖК и
среднемолекулярных жирных кислот (СМЖК)

(С2−С8). Основные трудности их определения
связаны с высокой летучестью и гидрофильно-
стью НМЖК. На первом этапе изучали возмож-
ности традиционного подхода в метаболомных
исследованиях методом ГХ − определения мета-
болитов в виде силильных производных. В каче-
стве дериватизирующего агента выбрали N-метил-
N-(триметилсилил)трифторацетамид, посколь-
ку получаемые производные термически более ста-
бильны и при этом менее полярны по сравнению с
другими производными. Перед силилированием
необходимо осуществить превращение кетогрупп в
метоксимные (двойная дериватизация) (схема 2).

Таблица 1. Аналитические характеристики определения аминокислот методом ОФ ВЭЖХ с УФ-детектированием

Харак-
теристика Arg Asn Gln Ser Glu Gly Ala Pro Val Lys Asp Sarc Met Phe Ile Leu GABA Thr Trp

ОСКО в 
условиях 
повторяе-
мости, %

8.3 8.3 13.9 8.8 10.7 8.2 11.1 8.3 8.3 8.9 6.1 4.8 5.9 7.0 5.7 6.2 4.0 6.1 6.6

Мера пра-
вильно-
сти, %

5.5 0.36 5.3 4.3 3.2 0.8 1.7 1.6 5.9 3.1 0.8 5.3 4.5 3.4 2.8 5.2 3.9 5.0 2.4

ПО, 
мкг/мл

0.013 0.03 0.03 0.0023 0.013 0.0024 0.03 0.03 0.03 0.012 0.007 0.003 0.012 0.021 0.011 0.012 0.14 0.006 0.013

Линей-
ный диа-
пазон

10–100 мкг/мл 0.5–50 мкг/мл

Рис. 3. Хроматограммы дансильных производных аминокислот в сыворотке крови больных с диагнозами эндометриоз
(красный цвет) и миома матки (синий цвет) (ОФ ВЭЖХ). Условия: колонка Luna С18(2) 150 мм × 2.1 мм × 5 мкм; тем-
пература колонки +30°C; 280 нм; скорость потока подвижной фазы 0.3 мл/мин; градиентный режим элюирования: фаза
А – 0.1%-ный водный раствор HCOOH (рН 2.7), фаза Б – 0.1%-ный раствор HCOOH в ацетонитриле.
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Схема 2. Схема двойной дериватизации органических кислот с O-метоксиамином 
и N-метил-N-(триметилсилил)трифторацетамидом (МСТФА).

Для определения органических кислот в вод-
ных растворах на первом этапе необходима экс-
тракция аналитов в органический растворитель и
удаление остатков воды, поскольку получаемые
производные легко гидролизуются. Оценили ана-
литические возможности следующих экстраген-
тов: диэтилового эфира, этилацетата, дихлорме-
тана, МТБЭ. При использовании дихлорметана
происходит постепенное ухудшение и искажение
формы хроматографических пиков органических

кислот, а также потеря чувствительности. Диэти-
ловый эфир из-за чрезвычайно высокой летуче-
сти создает проблемы при отборе экстракта (об-
разование пузырей в носике дозатора) и, соответ-
ственно, приводит к низкой воспроизводимости
результатов. С этилацетатом в качестве экстрагента
в кислой среде (рН 2) получены высокие степени
извлечения (80−95%), однако в этих условиях воз-
можно получение завышенных результатов опре-

I: Реакция с О-метоксиамином

II: Реакция с МСТФА
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Рис. 4. Характеристический профиль жирных кислот в образце сыворотки крови с миомой матки. GCMS-QP2010 SE
с квадрупольным масс-селективным детектором с электронной ионизацией пробы. Хроматографическая колонка
WAXplus (OPTIMA 30 м × 0.25 мм × 0.25 мкм). Режим SIM: m/z 55. Режим программирования температуры.
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деления уксусной кислоты из-за частичного гид-
ролиза этилацетата в кислой среде.

Таким образом, выбрали следующие условия де-
риватизации: в качестве экстрагента органических
кислот – МТБЭ, реакция с О-метоксиамином –
25 мин при 80°C; реакция с МСТФА – 35 мин при
80°C. Воспроизводимость, оцененная в трех по-
вторах по площадям пиков, составила 3.6−8.1%.
Однако данный подход позволяет с высокой се-
лективностью и чувствительностью определять в
биологических объектах жирные карбоновые кис-
лоты с числом атомов углерода больше четырех,
гидроксикарбоновые и дикарбоновые кислоты,
аминокислоты, а также углеводы, но не подходит
для определения НМЖК (С1−С4) (рис. 5). Высо-
кая летучесть производных НМЖК уже на стадии
пробоподготовки приводит к значительным по-
терям и невоспроизводимости результатов анали-
за. Дополнительные эксперименты по выявле-
нию влияния более низких температур на стадии
выпаривания пробы и дериватизации не привели
к положительным результатам.

Проблему одновременного определения НМЖК
и СМЖК решали методом ГХ-МС с полярной ста-
ционарной фазой FFAP. В этих условиях выбрали
режим температурного градиента для селективного
разделения НМЖК, содержащих 2−9 атомов угле-
рода (рис. 6, табл. 2). Преимуществом данного
подхода является отсутствие стадии дериватиза-

ции, возможность анализа водных и водно-органи-
ческих растворов, что особенно важно при анализе
биологических жидкостей. Для дальнейшего опре-
деления НМЖК в сыворотке крови требуется пред-
варительное осаждение белков. Наиболее часто ис-
пользуемые растворители на этом этапе – метанол,
этанол и ацетонитрил. Максимальные степени из-
влечения органических кислот получили для мета-
нола (81–98%). Оценили аналитические параметры
данного методы: пределы обнаружения органиче-
ских кислот составили ~0.01–0.10 мкг/мл, линей-
ность для всех НМЖК во всем диапазоне исследуе-
мых концентраций (0.5–30 мкг/мл, R2 в диапазоне
0.9975−0.9989), воспроизводимость 4.0–12%.

В выбранных условиях получили хроматогра-
фические профили органических кислот в образ-
цах сывороток крови больных эндометриозом и с
миомой матки (рис. 7) и показали возможность
проведения метаболомных исследований НМЖК
в сыворотке крови. В дальнейших исследованиях
акцент будет сделан на хемометрическую обра-
ботку полученных данных для выявления потен-
циальных биохимических маркеров.

* * *

Таким образом, проведено целевое профили-
рование аминокислот в виде дансильных произ-
водных методом ОФ ВЭЖХ с диодно-матричным

Рис. 5. Хроматограмма раствора стандартов аминокислот и низкомолекулярных органических кислот в форме силиль-
ных производных, полученная методом ГХ-МС. Условия ГХ-МС: газовый хромато-масс-спектрометр Shimadzu GCMS-
QP2010 Ultra, хроматографическая колонка HP-5 (30 м × 0.320 мм × 0.25 мкм, Agilent); газ-носитель – гелий, скорость по-
тока – 1.2 мл/мин; температурный градиент: 50–300°C со скоростью 10°C/мин; температура испарителя – 250°C; объем
пробы – 1 мкл; масс-спектрометр в режиме сканирования ионов (EI 70 эВ, температура ионного источника 250°C,
диапазон масс m/z 50−450 Да).
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детектированием в образцах сывороток крови
больных с эндометриозом и с миомой матки. Выяв-
лены ограничения классического подхода к опре-
делению органических кислот методом ГХ-МС в

виде силильных производных при определении
НМЖК. Оптимизированы условия определения
НМЖК в сыворотке крови методом ГХ-МС на
полярной стационарной фазе без предваритель-

Рис. 6. Хроматограмма по ионному току выделенных масс стандартов низкомолекулярных жирных органических кис-
лот C2−C8 (5 мк/мл), полученная методом ГХ-МС на капиллярной колонке ZB FFAP (Phenomenex). Условия: газовый
хромато-масс-спектрометр Shimadzu GCMS-QP2010 Ultra, хроматографическая колонка Zebron ZB FFAP 50 м × 0.32 мм
× 0.50 мкм (Phenomenex); газ-носитель – гелий, скорость потока – 1.5 мл/мин; температурный градиент: 70–200°C со ско-
ростью 10°C/мин; температура испарителя – 200°C; объем пробы – 1 мкл; масс-спектрометр в режиме сканирования
ионов (EI 70 эВ, температура ионного источника 250°C, диапазон масс m/z 50−450 Да).
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Рис. 7. Сравнение хроматографических профилей по выделенному ионному току органических кислот в сыворотке
крови пациенток с диагнозами миома матки (синий цвет) и эндометриоз (красный цвет), полученных методом ГХ-МС
без дериватизации.
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ной дериватизации. Пределы обнаружения соста-
вили для аминокислот 0.0024–0.12 мкг/мл, для
органических кислот – 0.05–0.10 мкг/мл.
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