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Описан алгоритм двухэтапного обнаружения мускарина, иботеновой кислоты и мусцимола в об-
разцах мочи. Разработана двухэтапная методика обнаружения мускарина, мусцимола и  иботе-
новой кислоты в  data-зависимом режиме МРМ-анализа с  одновременной регистрацией полных 
масс-спектров целевых веществ. Обнаружение аналитов проводили методом ВЭЖХ с трехквадру-
польным масс-спектрометрическим детектором (LC-MS/MS Shimadzu 8050). Хроматографическое 
разделение осуществляли на колонке с обращенно-фазовым сорбентом Phenomenex Kinetex С18. На 
первом этапе в разбавленной пробе мочи проводили обнаружение мускарина, на втором этапе с по-
мощью метода бимолекулярного дансилирования обнаруживали мусцимол и иботеновую кислоту. 
Методика успешно применена на практике для рутинных химико-токсикологических исследова-
ний проб мочи пациентов, доставленных с подозрением на отравление грибами.
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Иботеновая кислота и  мусцимол являются 
основными низкомолекулярными токсиканта-
ми, содержащимися в  таких видах грибов, как 

мухомор красный и мухомор пантерный. В гри-
бах в  незначительном количестве также содер-
жится мускарин. Концентрация и распределение 
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токсикантов в  мухоморах непостоянны и  зави-
сят от  множества факторов, главным образом 
от  их происхождения, состояния роста и  усло-
вий хранения [1].

Иботеновая кислота, (S)-амино-(3-гидрок-
сиизоксазол-5-ил)-уксусная кислота,  – это 
аминокислота, содержащая гетероциклическое 
ядро изоксазола. Мусцимол, 5-(аминометил)-
изоксазол-3-ол, является продуктом декарбок-
силирования иботеновой кислоты. Психоак-
тивные свойства этих соединений объясняются 
их структурным сходством с  эндогенным ней-
ромедиаторами глутаминовой кислотой и  гам-
ма-аминомасляной кислотой (ГАМК). Психо-
активная доза иботеновой кислоты составляет 
30–60 мг, а  мусцимола  – ~6 мг [2]. Эугстер [3] 
оценил психоактивную дозу иботеновой кисло-
ты в 50–90 мг и мусцимола в 7.5–10 мг. Помимо 
иботеновой кислоты и  мусцимола, мухоморы 
содержат другие активные соединения, напри-
мер мусказон, который обладает незначитель-
ной фармакологической активностью, а  также 
высокотоксичный мускарин, присутствующий 
в  небольшом количестве [4]. Мускарин явля-
ется четвертичным аммониевым соединением. 
Согласно имеющимся данным смертельная доза 
мускарина в упомянутых выше грибах для чело-
века составляет около 500 г сырого гриба. Одна-
ко 10–20 г сырых грибов достаточно, чтобы при-
вести к отравлению.

Для идентификации и  определения мус-
цимола, иботеновой кислоты и  мускарина 
в  грибах и  различных биологических пробах 
человека (моча, сыворотка и плазма крови) ис-
пользуют целый ряд методов. Для обнаружения 
данных веществ применяли метод ВЭЖХ-МС/
МС на колонке TSK-GEL Amide-80 с твердофаз-
ной экстракцией на картриджах Oasis MAX [5], 
метод капиллярного электрофореза в сочетании 
с тройным квадрупольным детектированием [6], 
метод жидкостной хроматографии-времяпро-
летной масс-спектрометрии с  пробоподготов-
кой на  картриджах Oasis HLB [7], комбиниро-
ванный подход (ВЭЖХ-МС/МС, ВЭЖХ-УФ) 
с  дериватизацией дансил хлоридом [8], метод 
ВЭЖХ-МС/МС с  дериватизацией дансил хло-
ридом и  получением бидансильных производ-
ных мусцимола и иботеновой кислоты [9].

В последние годы отмечается рост отрав-
лений, связанных с  употреблением различных 
видов грибов, в  том числе и  мухоморов. Число 
сообщений о  случаях отравления, связанных 
с  употреблением сушеных частей красного му-
хомора, растет с  каждым годом, поэтому важ-
но научиться определять основные токсиканты 
различных видов мухоморов. Стоит отметить, 
что ранее описанные методики непригодны для 
рутинной практики большинства судебно-хи-
мических и/или химико-токсикологических 

лабораторий, так как требуют применения до-
рогостоящих масс-спектрометров высокого раз-
решения либо специфических хроматографиче-
ских колонок (TSK-GEL Amide-80). Последние 
редко используются при широком токсиколо-
гическом скрининге и  предполагают наличие 
специального оборудования. Методики полу-
чения бидансильных производных мусцимола 
и  иботеновой кислоты достаточно трудоемки 
и дорогостоящи, что также ограничивает их ис-
пользование в  скрининговом химико-токсико-
логическом анализе.

Цель данной работы – разработка двухэтап-
ной методики обнаружения мускарина, мусци-
мола и  иботеновой кислоты в  data-зависимом 
режиме МРМ-анализа с  одновременной ре-
гистрацией полных масс-спектров целевых ве-
ществ. Это первая работа, в  которой описыва-
ется данный подход к обнаружению мускарина, 
мусцимола и иботеновой кислоты в пробах мочи 
человека.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реагенты. Использовали ацетонитрил 
(HPLC-gradient grade, ≥99.9 %, Sigma-Aldrich, 
США), метанол (HPLC-gradient grade, J.T. Baker, 
США), воду, полученную с использованием си-
стемы Milli-Q (Milipore, Франция), формиат ам-
мония (99 %, Acros Organics, США), муравьиную 
кислоту ч. д. а. (Компонент-реактив, Россия), 
дансил хлорид (97 %, Abcr, Германия), мусцимо-
ла гидробромид (≥98 %, Sigma-Aldrich, США), 
дихлорметан х. ч. (Компонент-Реактив, Россия), 
соляную кислоту х. ч. (АО “Башкирская садо-
вая компания”, Россия). Пробы мочи и  крови 
от  анонимных пациентов получали из  различ-
ных психоневрологических диспансеров.

Пробоподготовка состояла из  двух этапов. 
На первом этапе использовали методики пробо-
подготовки мочи и  крови с  целью определения 
мускарина. На втором этапе использовали ме-
тодику пробоподготовки образцов мочи с целью 
получения бидансильных производных мусци-
мола и иботеновой кислоты.

Методика пробоподготовки мочи с целью обна-
ружения мускарина в нативной форме: 1 мл пробы 
мочи переносили в  микроцентрифужные про-
бирки, после чего центрифугировали 5 мин при 
15 000 об/мин. Надосадочную жидкость отбира-
ли и переносили в виалы.

Методика пробоподготовки образцов крови 
с  целью обнаружения мускарина в  нативной фор-
ме: в  пробирку помещали 1 г хлорида натрия, 
2 мл дистиллированной воды и  1 мл крови па-
циента. Далее добавляли 3 мл ацетонитрила 
и тщательно перемешивали на вортексе в тече-
ние 2 мин. Пробирку интенсивно встряхивали 
до образования однородной смеси и изменения 
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цвета вследствие гемолиза. После центрифуги-
рования (3000 об/мин в  течение 5 мин) надо-
садочную жидкость переносили в колпачок для 
выпаривания и упаривали при 45 °С до 150 мкл, 
затем оставшуюся жидкость переносили в виалу 
со вставкой.

Методика получения бидансильных производ-
ных мусцимола и  иботеновой кислоты в  образцах 
мочи: в  микроцентрифужную пробирку после-
довательно добавляли 200 мкл пробы мочи, 
300 мкл ацетонитрила, 3 мкл муравьиной кис-
лоты и  ~50 мг хлорида натрия, перемешивали 
1 мин на  вортексе и  центрифугировали 3 мин 
при 15 000 об/мин. Надосадочную жидкость от-
бирали и переносили в новую пробирку, в кото-
рую также добавляли 500 мкл воды, 500  мкл 5%-
ного раствора гидрокарбоната натрия и 600 мкл 
дансил хлорида (30 ммоль/л в  ацетоне). Далее 
пробы термостатировали 30 мин при 60  °С, 
затем охлаждали до  комнатной температуры 
и останавливали процесс дериватизации добав-
лением 50 мкл 5.5 M соляной кислоты. После 
этого добавляли 2 мл дихлорметана и экстраги-
ровали на вортексе в течение 3 мин, затем цен-
трифугировали 3 мин при 3000 об./мин. Нижний 
дихлорметановый слой отбирали и выпаривали, 
к сухому остатку добавляли 250 мкл смеси вода–
ацетонитрил 1 : 1 (по объему).

Аппаратура, условия хроматографирования 
и  масс-спектрометрического детектирования. 

Использовали трехквадрупольный масс-спек-
трометрический детектор Shimadzu LCMS-8050 
с жидкостным хроматографом Nexera X2 UHPLC 
(Shimadzu, Япония). Хроматографическое раз-
деление осуществляли на  колонке с  обращен-
но-фазовым сорбентом Phenomenex Kinetex 
С18 (2.1 мм × 100 мм, 2.6 мкл) с  предколонкой 
SecurityGuard ULTRA Cartridges UHPLC. В  ка-
честве подвижной фазы А  использовали 0.1%-
ный раствор муравьиной кислоты в  воде, в  ка-
честве подвижной фазы Б – 0.1 %-ный раствор 
муравьиной кислоты в  ацетонитриле. Разделе-
ние осуществляли в градиентном режиме элюи-
рования. Время анализа составляло 15 мин, с  0 
до  7.5 мин содержание фазы Б увеличивали с  5 
до  95% и  поддерживали постоянным 2.5 мин, 
далее с 10.01 мин в течение 5 мин колонку урав-
новешивали 95%-ной подвижной фазой  А. 
Температура термостата колонки при анализе 
составляла 40  oC, скорость потока 0.3 мл/мин. 
Объем инжекции 5 мкл.

Использовали рекомендуемые производи-
телем параметры настройки масс-спектроме-
тра: поток через распылитель (nebulizing gas 
flow) – 3 л/мин, поток осушающего газа (drying 
gas flow)  – 10 л/мин, поток нагреваемого газа 
(heating gas flow) – 10 л/мин, температура осуша-
ющего газа (DL temp) – 250 °C, температура ин-
терфейса – 400 °С, параметры масс-спектроме-
трического детектирования приведены в табл. 1.

Таблица 1. Параметры масс-спектрометрического детектирования в режиме MRM при положительной 
ионизации

Вещество Ион-предшественник
(M + H)+, m/z

Ион-продукт,
m/z

Энергия соударения, 
эВ

(Shimadzu)

Мускарин 174.15

115.00 –15.0

57.05 –22.0

43.05 –29.0

Мусцимол 115.04
97.95 –25.0

39.00 –23.0

Иботеновая кислота 159.03
113.0 –12.0

42.1 –25.0

Иботеновая кислота_2DNS 625.2

391.10 –23.0

346.10 –23.0

234.10 –23.0

170.10 –23.0

Мусцимол_2DNS 581.2

347.10 –23.0

234.10 –28.0

170.10 –23.0
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Хромато-масс-спектры регистрировали 
с  использованием программного обеспечения 
LabSolutions.

Для подтверждения результатов опробования 
методики при анализе реальных образцов (слу-
чай 3) использовали масс-спектрометрию высо-
кого разрешения с орбитальной ионной ловуш-
кой. Хроматограф жидкостный (Dionex Ultimate 
3000) с  масс-спектрометрическим детектором 
высокого разрешения типа квадруполь-орби-
тальная ловушка Q Exactive Plus (Thermo Fisher 
Scientific, США). Хроматографическая колонка: 
ZORBAX StableBond CN (4.6 мм × 150 мм, 5 мкл). 
Условия масс-спектрометрического детектиро-
вания: режим детектирования – FMS, PRM; тип 
ионизации  – HESI; режим ионизации  – поло-
жительная; температура ион-проводящего ка-
пилляра  – 320  °C; напряжение на  капилляре  – 
4.0 кВ; температура осушающего газа  – 300  °C; 
диапазон сканирования – 70–180 m/z; диапазон 
сканирования точной массы – 1.0 m/z (± 0.5 m/z); 
разрешение: FMS – 70 000; PRM – 35 000.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Иботеновая кислота, мусцимол и  мускарин 
являются полярными и  низкомолекулярными 
веществами. Их химические структуры показа-
ны на схеме 1.

Первоначально с  целью создания и  оптими-
зации метода определения грибных токсикантов 
в  окрестностях города Ноябрьск Ямало-Ненец-
кого автономного округа собрали образцы гри-
бов мухомора красного (Amanita muscaria). Сбор 
грибов проводили в  конце июля и  в середине 
октября. После сбора образцы сушили при 37 °С 
в течение 48 ч, затем измельчали путем перетира-
ния. Из полученных образцов отмеряли навески 
по 50 мг и экстрагировали 1 мл метанола на вор-
тексе в течение 3 мин, центрифугировали и раз-
бавляли в соотношении 1 : 20 подвижной фазой 
А (вода, содержащая 0.1 % муравьиной кислоты), 

5 мкл разбавленного экстракта вводили в хрома-
тограф. В  приготовленных грибных экстрактах 
удалось обнаружить мусцимол, иботеновую кис-
лоту и мускарин (рис. 1, 2).

С целью проверки пригодности метода для 
обнаружения токсикантов красного мухомора 
в  различных типах биологических матриц экс-
тракт грибов разбавляли в  соотношении 1 : 20 
холостыми образцами мочи и  крови. Мускарин 
удалось обнаружить как в образцах мочи, так и в 
образцах крови (рис. 3). Мусцимол и иботеновую 
кислоту обнаружить в  биологических матрицах 
не удалось. По нашему мнению, это связано с тем, 
что иботеновая кислота и мусцимол (без образо-
вания производных) практически не  удержива-
ются на хроматографической колонке и элюиру-
ются вместе с солями, присутствующими в моче, 
что приводит к подавлению ионизации.

Матричный эффект удалось уменьшить пу-
тем многократного разбавления пробы, но  при 
этом чувствительность оказалась недостаточ-
ной для выявления указанных выше компо-
нентов в  моче. Попытка использовать обра-
щено-фазовую колонку Restek Raptor Biphenyl 
(2.1 мм × 100 мм; 2.6 мкл) также не позволила об-
наружить мусцимол и иботеновую кислоту в моче.

С целью обнаружения мусцимола и иботено-
вой кислоты использовали методику получения 
их бидансильных производных, предложенную 

Ху и соавт. [9]. В методику [9] внесли изменения 
в  части добавления хлорида натрия в  качестве 
высаливающего агента, что позволило получить 
видимую границу разделения фаз и  тем самым 
упростить методику для использования ее в  ру-
тинной практике. Для анализа использовали 
экстракты грибов в разбавлении 1 : 20 образцами 
мочи, не содержащими аналитов. В образцах мочи 
удалось обнаружить бидансильные производные 
мусцимола и иботеновой кислоты (рис. 4–6).

Разработанная методика показала свою эф-
фективность при проведении рутинных хими-
ко-токсикологических исследований проб мочи 

Схема 1. Структурные формулы мусцимола, иботеновой кислоты и мускарина.

Мусцимол МускаринИботеновая кислота
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Рис. 1. (а) Хроматографический профиль грибного экстракта. Разбавление 1 : 20 подвижной фазой А. MRM-
хроматограммы: 159.03 > 113.00, 159.03 > 42.10. (б) Масс-спектр иботеновой кислоты при энергии соударения СЕ-15 
(positive).
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Рис. 2. (а) Хроматографический профиль грибного экстракта. Разбавление 1 : 20 подвижной фазой А. MRM-
хроматограммы: 115.40 > 97.95, 115.40 > 39.00. (б) Масс-спектр мусцимола при энергии соударения СЕ-15 (positive).
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Рис. 4. Схема фрагментации бидансильных производных мусцимола и иботеновой кислоты.
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Рис. 3. (а) Хроматографический профиль грибного экстракта. Разбавление 1 : 20 мочевой матрицей. MRM-
хроматограммы: 174.15 > 43.05, 174.15 > 57.05, 174.15 > 115.00. (б) Масс-спектр мускарина при энергии соударения 
СЕ-15 (positive).
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Рис. 5. (а) Хроматографический профиль грибного экстракта. Разбавление 1 : 20 мочевой матрицей. MRM-
хроматограммы: 581.20 > 347.10, 581.20 > 234.10, 581.20 > 170.10. (б) Масс-спектр бидансильного производного мус-
цимола при энергии соударения СЕ-15 (positive).
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Рис. 6. (а) Хроматографический профиль грибного экстракта. Разбавление 1 : 20 мочевой матрицей. MRM-
хроматограммы: 625.20 > 391.10, 625.20 > 346.10, 625.20 > 234.10, 625.20 > 170.10. (б) Масс-спектр бидансильного про-
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Рис. 7. (а) Хроматографический профиль пробы мочи пациента. MRM-хроматограммы: 174.15 > 43.05, 174.15 > 115.05, 
174.15 > 57.05. Пик 1 соответствует мускарину, пик 2 – неизвестному компоненту мочевой матрицы. (б) Масс-спектр 
мускарина при энергии соударения СЕ-15 (positive).
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Рис. 8. (а) Хроматографический профиль образца мочи. MRM-хроматограммы: 581.20 > 347.10, 581.20 > 234.10, 
581.20 > 170.10. (б) Хроматографический профиль стандарта мусцимола в  концентрации 100 нг/мл. MRM-
хроматограммы: 581.20 > 347.10, 581.20 > 234.10, 581.20 > 170.10. (в) Масс-спектр бидансильного производного мус-
цимола при энергии соударения СЕ-15 (positive) в пробе мочи.
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с  подозрением на  отравление грибами. Ниже 
приведены три случая отравлений грибными 
токсикантами.

Случай 1. Случай совместного употребле-
ния α-пирролидиновалерофенона, мефедрона 
и  грибов красного мухомора. Пациент выпал 
с  четвертого этажа, был доставлен в  приемное 
отделение городской больницы, где ему была 
оказана медицинская помощь и  взяты образцы 
для химико-токсикологического анализа.

В образце мочи общим скрининговым ме-
тодом был обнаружен мускарин (рис. 7). После 
обнаружения мускарина выполнили все необхо-
димые операции для получения дансильных про-
изводных мусцимола и иботеновой кислоты (см. 
выше), при этом удалось получить бидансильные 
производные мусцимола (рис. 8). Обнаружить 
иботеновую кислоту в образцах мочи не удалось. 
По нашему мнению, иботеновая кислота под-
верглась полной декарбоксилизации в мусцимол.

Случай 2. Молодой человек, 17 лет, на протя-
жении “всего лета” регулярно употреблял суше-
ную смесь грибов мухомора в количестве 1 г. Осе-
нью доза была увеличена до 5 г, после чего пациент 
был доставлен в отделении городской больницы 
с отравлением. Мочу отобрали в первые сутки по-
сле поступления и отправили в химико-токсико-
логическую лабораторию. В образце мочи общим 
скрининговым методом был обнаружен муска-
рин. После обнаружения мускарина выполнили 
все необходимые операции для получения бидан-
сильных производных мусцимола и  иботеновой 
кислоты (см. выше), при этом удалось получить 
бидансильные производные мусцимола. Интен-
сивность отклика пика бидансильного произво-
дного мусцимола в образце мочи соответствова-
ла интенсивности отклика стандарта мусцимола 
в  концентрации 100 нг/мл. Иботеновая кислота 
обнаружена не была.

Случай 3. В химико-токсикологическую ла-
бораторию поступили биологические пробы 
от  пациента (кровь, моча). Предварительный 
клинический диагноз “Острая интоксикация, 
вызванная неизвестным веществом”. Клини-
ческие признаки включали в  себя психомо-
торное возбуждение, дезориентацию во  вре-
мени и  пространстве, галлюцинации. Со слов 
пациента, он  употребил неизвестное веще-
ство, которое позднее называл “авторским 
наркотиком”. При ВЭЖХ-МС/МС-анализе 
в  образцах крови и  мочи обнаружили муска-
рин. Интенсивность отклика в  образцах мочи 
была более чем в  50 раз больше, чем в  образ-
цах крови. При этом были зарегистрированы 
полные спектры ионов-продуктов мускарина 
как в образцах экстрактов красного мухомора, 
так и  в исследуемых образцах мочи. Библио-
течный поиск проводили с  использованием 
библиотек масс-спектров, включенных в пакет 

методов Forensic Toxicology DB (Shimadzu). 
Для подтверждения результатов использова-
ли масс-спектрометрию высокого разрешения 
с орбитальной ионной ловушкой.

* * *

Разработана двухэтапная методика обна-
ружения мускарина, мусцимола и  иботеновой 
кислоты в  data-зависимом режиме МРМ-ана-
лиза с  одновременной регистрацией полных 
масс-спектров целевых веществ. Методика 
успешно опробована на реальных образцах мочи 
(крови) пациентов с клиническими признаками 
отравления.
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ского комитета.
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Abstract. An algorithm for two-step detection of muscarinic, ibotenic acid and muscimol in urine samples is 
described. A two-step method for the detection of muscarinic, muscimol and ibotenic acid in data-depen-
dent MRM analysis mode with simultaneous registration of complete mass spectra of the target substances 
was developed. Detection of analytes was carried out by HPLC with a three-quadrupole mass spectrometric 
detector (LC-MS/MS Shimadzu 8050). Chromatographic separation was performed on a column with re-
versed-phase sorbent Phenomenex Kinetex C18. At the first stage, muscarine was detected in a diluted urine 
sample; at the second stage, muscimol and ibotenic acid were detected using the bimolecular dansylation 
method. The method was successfully applied in practice for routine chemical-toxicological studies of urine 
samples of patients delivered with suspected mushroom poisoning.

Keywords: muscimol, ibotenic acid, muscarine, mass spectra, chromatography-mass spectrometry, dansyl 
chloride.
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