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Предложена методика определения AICAR (5-аминоимидазол-4-карбоксамид-1-β-D-рибофурано-
зид, акадезин), являющегося агонистом АМФ-активируемой протеинкиназы и запрещенного Все-
мирным антидопинговым агентством в 2009 г., в моче, которая включает очистку проб от матрич-
ных компонентов твердофазной экстракцией и определение аналита методом ультравысокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии с тандемным масс-спектрометрическим детектированием с
нагреваемым источником ионизации электрораспылением. Из-за эндогенной природы AICAR для
его определения и оценки матричных эффектов применяли метод стандартных добавок. Предел об-
наружения составил 5 нг/мл, градуировочные зависимости линейны в диапазоне 50–5000 нг/мл.
Предложенная методика апробирована на реальных образцах.
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Малоподвижный образ жизни приводит к
увеличению риска появления различных хрони-
ческих заболеваний (сердечно-сосудистых, ожи-
рения и диабета второго типа) [1]. Физическая ак-
тивность, напротив, способствует предотвраще-
нию этих заболеваний. Некоторые болезни,
включая заболевания позвоночника, метаболиче-
ские и сердечно-сосудистые расстройства, приво-
дят к невозможности регулярных занятий спортом
[2]. В подобных случаях огромный интерес пред-
ставляет разработка пероральных препаратов,
способных имитировать благоприятные эффекты
от занятий спортом [3].

Примером подобных препаратов является
AICAR (схема 1), который часто называют
“упражнениями в таблетке”. Этот препарат явля-
ется синтетическим аналогом аденозинмонофос-
фата (АМФ), активирующего АМФ-активируе-
мую протеинкиназу (АМФК). Последняя играет
важную роль в клеточном энергетическом мета-
болизме [4], вследствие чего получила название
“энергетического сенсора” или “регулятора мета-
болизма” [5]. Так, в скелетной мышечной ткани
активация АМФК приводит к увеличенному по-
глощению глюкозы, повышенной чувствитель-

ности к инсулину и окислению жирных кислот; в
печени – к усилению окисления жирных кислот и
уменьшению образования глюкозы [6–8]. Уста-
новлено, что введение AICAR приводит к увели-
чению выносливости крыс с малоподвижным об-
разом жизни даже без физических упражнений
[3]. Все это делает AICAR объектом повышенного
внимания спортсменов и, как следствие, привело
к запрету Всемирным антидопинговым агент-
ством (ВАДА) [9].

Схема 1. Структурная формула AICAR.

Принимая во внимание эндогенную природу
AICAR и, следовательно, его значительное содер-
жание в моче, требуется разработка методик
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определения высоких концентраций данного
аналита [10]. Методом жидкостной хромато-
масс-спектрометрии было проанализировано
499 образцов мочи спортсменов, средняя концен-
трация эндогенного AICAR в моче человека со-
ставила 2186 ± 1655 нг/мл, причем гендерная при-
надлежность не влияет на содержание данного
соединения [11]. Недостаточное разбавление об-
разца мочи [10, 11] может привести к значитель-
ному матричному эффекту, а в случае отсутствия
предколонки – к быстрому износу аналитиче-
ской колонки. В связи с этим для определения
данного аналита в биологических жидкостях при-
меняли подход “разбавил и вколол” с использо-
ванием обращенно-фазовой [12, 13] и гидрофиль-
ной (HILIC) [14] хроматографии. Ввиду высокой
полярности AICAR слабо удерживается в обра-
щенно-фазовой ВЭЖХ по сравнению с HILIC, но
в то же время обращенно-фазовые сорбенты ши-
ре распространены в допинг-контроле. Из-за по-
тенциальных матричных эффектов, возникаю-
щих при использовании процедуры “разбавил и
вколол”, для корректной оценки содержания
AICAR рекомендуют использовать изотопно-ме-
ченный внутренний стандарт [15].

Для получения более “чистых” проб возможно
применение твердофазной экстракции (ТФЭ)
или фракционирования на жидкостном хромато-
графе. Так, ВЭЖХ использовали для очистки об-
разцов мочи с последующим определением 3-три-
метилсилильных производных AICAR методом
изотопной газовой хромато-масс-спектрометрии
с предварительным сжиганием [16, 17]. Несмотря
на то, что данная процедура очистки проб мочи
эффективна, ее недостатками являются длитель-
ность и трудоемкость.

Цель настоящей работы – разработка экс-
прессного и эффективного способа очистки проб
мочи от матричных компонентов для последую-
щего определения AICAR методом ультравысо-
коэффективной жидкостной хроматографии с
тандемным масс-спектрометрическим детекти-
рованием (УВЭЖХ–МС/МС).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы и реагенты. Использовали стан-
дартный образец AICAR (5-аминоимидазол-4-
карбоксамид-1-β-D-рибофуранозид) (Shanghai

Soyoung Biotech. Inc., Китай), ацетонитрил для
ВЭЖХ−МС (Biosolve, Израиль), муравьиную
кислоту (98%) (Acros Organics). Воду 18.2 МΩ по-
лучали с помощью системы Milli-Q. Для проведе-
ния ТФЭ использовали патроны Sep-Pak Amino-
propyl (NH2) Plus Short Cartridge, масса сорбента
360 мг (Waters, Milford, Massachusetts, USA).

Приборы и оборудование. Использовали систе-
му УВЭЖХ–МС/МС, включающую тройной
квадрупольный масс-спектрометр Thermo TSQ
Access Max (San-Jose, USA) с нагреваемым источ-
ником ионизации электрораспылением и жид-
костный хроматограф Dionex Ultimate-3000, со-
стоящий из дегазатора, бинарного градиентного
насоса, автоматического дозатора, термостата и
колонки Phenomenex Kinetex С18 (100 × 2.1 мм,
1.7 мкм).

Условия определения. Подвижная фаза состоя-
ла из 0.1%-ной муравьиной кислоты в воде (элю-
ент А) и 0.1%-ной муравьиной кислоты в метано-
ле (элюент B), элюировали в изократическом ре-
жиме при соотношении элюентов А и B (95 : 5, по
объему). Расход подвижной фазы составил
0.45 мл/мин, температура термостата 40°С. Об-
щая продолжительность анализа 6 мин. Объем
вводимой пробы 10 мкл. До и после ввода пробы
иглу автоматического дозатора промывали сме-
сью ацетонитрил–изопропанол–вода (50 : 30 : 20,
по объему).

Ионизацию аналита проводили с использова-
нием нагреваемого источника ионизации электро-
распылением в режиме регистрации положитель-
ных ионов со следующими значениями параметров:
температура испарителя 400°С, температура транс-
ферного капилляра 320°С, напряжение на источни-
ке ионизации 4 кВ, расход газа распылителя (азот)
60 усл. ед., расход вспомогательного газа (азот)
10 усл. ед.

Аналит определяли в режиме мониторинга вы-
бранных реакций (MRM) посредством диссоциа-
ции иона-предшественника, индуцируемой соуда-
рением, (газ-мишень аргон, давление 1.5 мторр) и
детектирования ионов-продуктов. Согласно ре-
комендациям [15] для надежного определения
аналита необходимо детектировать как минимум
два перехода ион-предшественник–ион-продукт
(табл. 1).

Приготовление стандартных растворов. Стан-
дартный раствор AICAR с концентрацией

Таблица 1. Программа детектирования AICAR в режиме мониторинга выбранных реакций

Ион-
предшественник, 

m/z
Ион-продукт, m/z

Энергия 
соударений, эВ

Интенсивность 
иона-продукта, %

tR, мин
Напряжение 

на экстрагирующей 
линзе, В

259.1 110.1 24 100 0.75 48
127.1 11 83 ± 5
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200 мкг/мл готовили растворением навески ве-
щества в воде, градуировочные растворы получа-
ли разбавлением стандартного раствора ацетонит-
рилом. Растворы контроля качества готовили неза-
висимо от градуировочных растворов. Полученные
растворы хранили при 4°С не более месяца.

Подготовка проб к анализу. Перед ТФЭ прово-
дили десятикратное разбавление образца мочи
(200 мкл) ацетонитрилом. Патроны для ТФЭ кон-
диционировали 2 мл ацетонитрила и вводили об-
разец со скоростью 0.5 мл/мин. Далее патрон
промывали ацетонитрилом для удаления мешаю-
щих компонентов матрицы, сушили его в токе
азота и элюировали аналит 1 мл воды. Элюат ана-
лизировали методом УВЭЖХ–МС/МС.

Построение градуировочных зависимостей. Для
установления степени извлечения AICAR с па-
трона для ТФЭ готовили водные модельные рас-
творы с концентрациями 5, 12.5, 25, 37.5, 50, 125,
250, 375, 500, 1000, 2500, 5000 нг/мл путем десяти-
кратного разбавления градуировочных рас-
творов.

Из-за отсутствия изотопно-меченного внут-
реннего стандарта применяли метод стандартных
добавок: аликвоту (200 мкл) мочи разбавляли в
10 раз ацетонитрилом, содержащим 100 мкл гра-
дуировочного раствора AICAR и проводили про-
цедуру ТФЭ. Растворы контроля качества низкой
(125 нг/мл), средней (500 нг/мл) и высокой
(2500 нг/мл) концентрации готовили в тех же
условиях и анализировали 3 раза в течение одного
дня. Кроме того, для оценки матричных эффек-
тов и предела обнаружения в аналогичных усло-
виях получали градуировочные зависимости, ис-
пользуя образцы воды вместо мочи.

Все градуировочные зависимости строили
6 раз с использованием разных образцов мочи,
полученных от добровольцев (мужчин и жен-
щин).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Для достижения удовлетворительного удержи-

вания аналита изучали колонки с октадецильной
и фенил-гексильной неподвижной фазами (обе
колонки Phenomenex Kinetex, 100 × 2.1 мм,
1.7 мкм, с соответствующими предколонками).
Полярный AICAR слабо удерживался на
обеих колонках. Для разработки методики выбра-
на более распространенная колонка с октаде-
цильной фазой. В качестве подвижной фазы изу-
чали системы 0.1%-ная муравьиная кислота в
ацетонитриле–0.1%-ная муравьиная кислота в
воде и 0.1%-ная муравьиная кислота в метаноле–
0.1%-ная муравьиная кислота в воде. При приме-
нении последней системы AICAR лучше удержи-
вался на сорбенте. Поскольку метод ТФЭ позво-

лил получить пробы, лишенные большинства
матричных компонентов, слабое удерживание
аналита на колонке было приемлемым.

При оптимизации процедуры очистки образ-
цов мочи от матричных компонентов исследова-
ли несколько типов сорбентов для ТФЭ: Biotage
Isolute SCX (100 мг, 1 мл, Biotage, Charlotte, USA),
Biotage Isolute HAX (100 мг, 1 мл, Biotage, Char-
lotte, USA), Oasis HLB (60 мг, 3 мл, Waters, Mil-
ford, USA) и Sep-Pak Aminopropyl (NH2) Plus Short
Cartridge (360 мг, Waters, Milford, Massachusetts,
USA), используя процедуры экстракции, реко-
мендуемые производителями (данные не пред-
ставлены). Наилучшие результаты были получены
с использованием сорбента с аминопропильными
группами. В оптимальных условиях, описанных ра-
нее, степень извлечения аналита с патрона состави-
ла 81 (±12)%. Загрузка бóльшего объема образца с
его меньшим разбавлением приводила к проско-
ку аналита.

Предел обнаружения находили эксперимен-
тально путем анализа водных градуировочных
растворов, прошедших стадию ТФЭ. При кон-
центрации AICAR 5 нг/мл соотношение сиг-
нал/шум составило 3 : 1. Предел определения так-
же оценивали по градуировочным зависимостям,
при концентрации 50 нг/мл погрешность опреде-
ления аналита составила менее 15%. Градуиро-
вочные зависимости линейны в диапазоне кон-
центраций 50–5000 нг/мл, коэффициент корре-
ляции составил 0.999. Селективность методики
устанавливали сравнением времен удерживания, а
также по интенсивностям образующихся ионов-
продуктов при масс-спектрометрическом детекти-
ровании в режиме мониторинга заданных реак-
ций в стандартном образце и образце мочи после
ТФЭ. Перекрестное загрязнение оценивали пу-
тем анализа холостой пробы (воды) после раство-
ра контроля качества с высокой концентрацией
(2500 нг/мл) (рис. 1).

Матричные эффекты оценивали сопоставле-
нием откликов аналита на разных уровнях кон-
центраций, полученных при ТФЭ с использова-
нием воды и образцов мочи с добавкой аналита.
Их рассчитывали как отношение аналитического
сигнала аналита в образце мочи (после пересчета с
учетом содержания эндогенного AICAR) к анали-
тическому сигналу аналита, полученному в модель-
ном растворе, и выражали в процентах. Матричные
эффекты составили 89–102%, что указывает на не-
значительное влияние матричных компонентов на
результаты количественного анализа.

Воспроизводимость (относительное стандарт-
ное отклонение) и правильность контролировали
путем анализа растворов контроля качества низ-
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кой (125 нг/мл), средней (500 нг/мл) и высокой
(2500 нг/мл) концентраций (табл. 2). Результат
признавали удовлетворительным, если погреш-
ность составляла менее 15% [18].

Таким образом, использование ТФЭ позволя-
ет эффективно очищать образцы мочи от матрич-
ных компонентов и определять AICAR в широ-
ком диапазоне концентраций с высокими точно-
стью и надежностью.

Исследования проводили в рамках выполнения
проекта № 4.2612.2017/ПЧ Минобрнауки РФ и при
финансовой поддержке РФФИ, проект № 18-33-
20009 мол_а_вед, с использованием научного обору-
дования ЦКП “Эколого-аналитический центр” Ку-

банского госуниверситета, уникальный идентифи-
катор RFMEFI59317X0008.
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