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сосудистой систем. Взаимодействие этих веществ с соответствующими 

рецепторами инициируют в клеточной мембране каскад биохимических процессов, 

заканчивающихся одним или несколькими физиологическими откликами 

(секреция, сокращение, релаксация, метаболические изменения). 

Изменение концентраций катехоламинов в организме приводит к 

неврологическим нарушениям, а также ряду заболеваний. 

Катехоламины образуются в организме в результате декарбоксилирования 

небелковых аминокислот. Из 3,4-дигидроксифенилаланина (ДОФА) синтезируется 

дофамин. Он является предшественником норадреналина и адреналина, которые в 

свою очередь продуцируют метанефрины (рис. 5). 

Рисунок 5 – биосинтез катехоламинов – 3,4-дигидроксифенилаланин (I), дофамин 
(II), норадреналин (III), адреналин (IV), метанефрин (V), норметанефрин (VI) 

 
Для определения катехоламинов и их метаболитов в биологических 

жидкостях чаще всего используют высокоэффективную жидкостную 

хроматографию (ВЭЖХ) в сочетании с электрохимическим детектированием 

(ВЭЖХ-ЭД), ВЭЖХ в сочетании с флуориметрическим детектированием и 

предколоночной дериватизацией, ВЭЖХ в сочетании с масс-спектрометрическим 

детектированием. Поскольку исследуемые катехоламины являются достаточно 

полярными соединениями с относительно небольшой молекулярной массой, их 

определение в биологических объектах может быть затруднено сильно 

выраженными матричными эффектами и практическим отсутствием удерживания в 

режиме обращено-фазовой высокоэффективной жидкостной хроматографии, что 

обусловливает необходимость применения дериватизации. 
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Ввиду многокомпонентности биологической матрицы и низких содержаний 

катехоламинов особой задачей является подготовка пробы к анализу. Для таких 

систем, как правило, используют подготовку проб, включающую стадии 

извлечения аналитов из матрицы, их дериватизацию, а также повторную жидкость-

жидкостную экстракцию для извлечения дериватизированных форм аналитов. 

Подобная процедура весьма трудоемка и занимает довольно продолжительное 

время.  

После проведенных исследований нами предложен способ получения 

производных катехоламинов путем их дериватизации на патроне для твердофазной 

экстракции (ТФЭ) и последующее их УВЭЖХ-МС/МС определение в моче 

человека.  

Для количественного определения производных катехоламинов в моче 

необходимо минимизировать влияние мешающих компонентов матрицы. Для этого 

изучалась возможность проведения процедуры дериватизации на патроне для 

твердофазной экстракции. Из литературных данных известно, что для сорбции 

аминов и отдельных представителей катехоламинов могут быть использованы 

сильные катионообменные сорбенты. Принимая во внимание особенности 

анализируемой матрицы, интерес представляла, в первую очередь, возможность 

предварительной очистки пробы. Для данного вида проб подходящее 

использование патронов для ТФЭ ISOLUTE SCX, позволяющих проводить 

экстракцию соединений и водных и водно-органических растворов. На 

используемый патрон происходила загрузка пробы мочи, его промывка 1 мл 

раствора 1% муравьиной кислоты в воде и 1 мл метанола, после чего пропускали 

500 мкл боратного буфера (рН 9.5) и 500 мкл дериватизирующего агента (9-

флуоренил-метоксикарбонил хлорида), затем патрон выдерживали при комнатной 

температуре в течение 20 минут. Т.к. образующиеся дериваты имеют меньшее 

сродство к сорбенту, представляется возможным их полное извлечение при 

элюировании 5% раствором ацетата аммония в метаноле.  

Оценка точности анализа проводилась путем приготовления нескольких 

растворов контроля качества (QC) с низкой, средней и высокой концентрациями; 

каждый раствор QC анализировали в течение одного дня по 3 раз. Правильность 

результатов в разные дни также контролировали путем анализа QC. Концентрации 
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аналитов находили по градуировочным графикам, полученным в день анализа. 

Результат признавали удовлетворительным, если погрешность определения 

компонента не превышала 15% (табл. 4, 5). 

Таблица 4 – Аналитические характеристики определения аналитов в моче 

Производные 
катехоламинов 

Предел 
обнаружения, 

нг/мл  

Предел 
определения, 

нг/мл 

Диапазон 
линейности, 

нг/мл 

Эффективность 
дериватизации, 

% 
9-флуоренил-

метоксикарбонил 
адреналин 

2.5 5 2.5-500 106 

9-флуоренил-
метоксикарбонил дофамин

25 50 2.5-500 86 

9-флуоренил-
метоксикарбонил 

октопамин 

5 10 2.5-500 87 

 

Таблица 5 – Валидационные характеристики определения аналитов в моче  

Производные 
катехоламинов 

Введен
о 

(нг/мл) 

В один день В разные дни 

Правильност
ь, % 

Воспроизводимос
ть, % 

Правильност
ь, % 

Воспроизводимос
ть, % 

9-флуоренил-
метоксикарбон
ил адреналин 

10 -7.9 11.5 -10.1 14.8 
100 3.5 7.4 3.9 11.6 
500 1.1 5.5 1.5 8.1 

9-флуоренил-
метоксикарбон
ил дофамин 

25 13.1 9.3 14.2 13.2 
100 5.6 6.2 5.9 9.9 
500 2.3 2.1 3.1 4.1 

9-флуоренил-
метоксикарбон
ил октопамин 

10 11.7 8.8 13.2 13.5 
100 6.5 4.6 9.4 9.7 
500 2.1 4.5 3.4 9.5 

 

Пределы обнаружения аналитов устанавливали экспериментально путем 

снижения концентрации стандартных растворов, пока соотношение сигнал/шум не 

составит 3:1 при концентрации нг/мл. Нижние границы определяемых 

концентраций аналитов устанавливали также экспериментально и они составили 

для: 9-флуоренил-метоксикарбонил адреналина - 2.5, 9-флуоренил-

метоксикарбонил октопамина -5 нг, 9-флуоренил-метоксикарбонил дофамина - 25 

нг/мл.  

Разработанный способ был использован для выполнения анализа проб, 

полученных от добровольцев с целью установления содержания производных 

катехоламинов в режиме обращенно-фазовой высокоэффективной жидкостной 

хроматографии с масс-спектрометическим детектированием (рис. 6). Концентрации 
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соединений составили для: адреналина - 65 ± 10, дофамина - 258 ± 38,  октопамина 

- 73 ± 11 нг/мл.  

 

Рисунок 6 – Хроматограммы проб мочи добровольцев: (а) – 9-флуоренил-
метоксикарбонил октопамин, (б) – 9-флуоренил-метоксикарбонил дофамин, (в) – 9-

флуоренил-метоксикарбонил адреналин 
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ВЫВОДЫ 

1. Рассмотрены основные классы, проблемы идентификации и определения 

некоторых ксенобиотиков в биологических жидкостях человека. Проведены 

скрининговые исследования различных видов продуктов спортивного питания и 

вспомогательных препаратов для обнаружения в них психоактивных соединений, 

допинг-агентов  методами ВЭЖХ-МС/МС и ГХ-МС.  В ходе хромато-масс-

спектрометрического исследования ряда продуктов, реализованных в период с 

2014 по 2016 гг., в составе предтренировочных комплексов, жиросжигателей и 

прогормонов обнаружены запрещенные ВАДА вещества.   

2. Разработана методика определения некоторых наркотических соединений 

и психоактивных веществ (катинонов, тропановых алкалоидов, производных 

гамма-аминомасляной кислоты) в моче, включающая подготовку проб к анализу и 

определение аналитов методом ВЭЖХ с тандемным масс-спектрометрическим 

детектированием с электрораспылительной ионизацией. Изучены матричные 

эффекты при проведении ВЭЖХ–МС/МС-анализа при применении двух наиболее 

распространенных способов подготовки проб: разбавление пробы и применение 

минерального гидролиза. Предложенный способ использован для анализа проб, 

полученных из Краснодарского наркодиспансера.  

3. Разработана методика ВЭЖХ-МС/МС определения мельдония в моче в 

режиме гидрофильной хроматографии, отвечающая требованиям точности, 

экспрессности, надежности и чувствительности. Продемонстрирована возможность 

применения данной методики в практике допинг-контроля и клинической 

диагностики.  Разработанная методика определения мельдония в моче человека 

метрологически аттестована и внесена в Федеральный реестр методик измерений 

МИ 02067847.02-2017 «Массовая концентрация мельдония в моче человека 

методом ультравысокоэффективной жидкостной хроматографии с тандемным 

масс-спектрометрическим детектированием». 

4. Разработана методика количественного хромато-масс-

спектрометрического определения производных катехоламинов в моче человека 

путем их дериватизации на патроне для твердофазной экстракции. Нижние 

границы определяемых концентраций составили для: 9-флуоренил-

метоксикарбонил адреналина - 2.5, 9-флуоренил-метоксикарбонил октопамина -5 

нг, 9-флуоренил-метоксикарбонил дофамина - 25 нг/мл.   
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