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Оптимизированы условия извлечения фосфонилированного нонапептида, фосфонилированного
тирозина и циклогексилметилфосфоновой кислоты из плазмы крови человека с последующим
определением методом ВЭЖХ с детектированием тандемной масс-спектрометрией высокого разре-
шения. Выбраны условия пробоподготовки образцов плазмы крови человека, масс-спектрометри-
ческого детектирования в режиме мониторинга выбранных реакций и градиентного элюирования
при определении указанных маркеров экспозиции циклогексилметилфторфосфонатом. Предел об-
наружения по внесенному в плазму крови исходному веществу составляет 0.05–0.1 нг/мл в зависи-
мости от определяемого маркера.
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Фосфорорганические вещества нервно-пара-
литического действия (ФВНПД) являются высо-
котоксичными соединениями, которые первона-
чально были разработаны в качестве высокоак-
тивных пестицидов в 1930-е гг. С тех пор большое
количество ФВНПД синтезировано и накоплено
в военных целях. Несмотря на то, что применение
этих веществ является прямым нарушением Кон-
венции по запрещению химического оружия [1],
и запасы их планомерно уничтожаются, остаются
опасения, что ФВНПД могут быть использованы
в террористических целях. В этой связи в различных
странах проводятся многочисленные исследования
по разработке эффективных способов лечения лю-
дей, подвергшихся их воздействию [2, 3]. В рамках
этой деятельности актуальной задачей является
поиск комплексных подходов, позволяющих
проводить диагностику в случаях воздействия
ФВНПД на человека.

Известно, что в результате гидролиза ФВНПД
в организме образуются специфические метабо-
литы – алкиловые эфиры метилфосфоновой кис-

лоты (АМФК) [4, 5]. Разработаны методы количе-
ственной оценки продуктов гидролиза ФВНПД в
моче, слюне и плазме методами газовой (ГХ) [6–10]
и жидкостной хроматографии (ЖХ). Появление
ионизации электрораспылением в варианте ЖХ
позволило создать чувствительные методики об-
наружения АМФК без использования трудоем-
ких процедур дериватизации, которые применя-
ются при подготовке биоматериалов для анализа
методами ГХ [11–15]. В работе [16] предложен
подход к определению изопропилметилфосфо-
новой кислоты и циклогексилметилфосфоновой
кислоты в плазме крови свиней, подвергшихся
ингаляционному воздействию ФВНПД. Авторы
использовали метод изотопного разбавления, пре-
делы обнаружения составили 2 нг/мл. Однако
АМФК выводятся из организма в течение несколь-
ких дней [17, 18], что снижает возможность их иден-
тификации за пределами указанного срока.

Представляет интерес использование для диа-
гностики аддуктов ФВНПД с одной из основных
мишеней их воздействия – ферментом бутирил-
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холинэстеразой (БХЭ). Наиболее эффективный
метод определения аддуктов ФВНПД с БХЭ
предполагает использование техники иммуноза-
хвата специфического белка из плазмы. При этом
аддукт с БХЭ подвергается дополнительному фер-
ментативному гидролизу пепсином, в результате
образуется пептид, состоящий из девяти амино-
кислот (FGES*AGAAS, нонапептид), который
содержит связанный ковалентной связью остаток
ФВНПД [19–22]. Однако большинство произ-
водных ФВНПД с БХЭ подвергаются деалкили-
рованию (данный процесс называется “старени-
ем”), в результате чего точная диагностика стано-
вится затруднительной [23].

Другим важным путем метаболизма ФВНПД в
организме является образование аддуктов с альбу-
мином плазмы, при этом взаимодействие происхо-
дит по тирозиновому остатку (Tyr-411) [24–27]. В
работе [28] представлен способ одновременного
обнаружения тирозиновых аддуктов шести раз-
личных ФВНПД с пределами обнаружения
0.027–0.097 нг/мл. Показано, что образование
тирозиновых аддуктов затруднено для некоторых
типов ФВНПД. Таким образом, выявление любо-
го из рассмотренных биомаркеров ФВНПД имеет
свои трудности: аддукты с БХЭ подвержены “ста-
рению”, АМФК достаточно быстро выводятся из
организма, аддукты с альбумином для некоторых
ФВНПД образуются в относительно небольшом
количестве. В связи с этим актуальной остаeтся за-
дача создания универсального подхода для уста-
новления типа ФВНПД, попавшего в организм.

Цель данной работы состояла в разработке усо-
вершенствованных процедур подготовки экспо-
нированной ФВНПД плазмы крови человека к
инструментальному анализу, оптимизации усло-
вий разделения методом ВЭЖХ с детектированием
образующихся аддуктов ФВНПД тандемной масс-
спектрометрией высокого разрешения (ВЭЖХ–
МС/МС) для повышения чувствительности, се-
лективности и надежности диагностики при ре-
троспективном мониторинге образцов плазмы
крови человека на примере маркеров циклогек-
силметилфторфосфоната. В качестве объектов
исследования выбрали три основных биомаркера
циклогексиметилфторфосфоната: фосфорилиро-
ванный нонапептид – аддукт циклогексиметилфос-
фоната с БХЭ (АБХЭ), альбуминовый аддукт цикло-
гексиметилфосфоната с тирозином (ТА) и цикло-
гексилметилфосфоновую кислоту (ЦГМФК), пути
образования которых в организме иллюстрирует
рис. 1.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Растворы и реагенты. Ацетонитрил (Panreac,
Испания), ацетат натрия (ГОСТ 199-78), уксусная
кислота (99%, Sigma-Aldrich, кат. № 320099);
0.25%-ный раствор трипсина (ООО “Биолот”,
Санкт-Петербург, кат. № 1.2.2), муравьиная кис-
лота (Fluka, кат. № 56302), раствор проназы (Sig-
ma, Protease Type XIV, P5147) с концентрацией
15 мг/мл в 25 мМ растворе NH4HCO3 (Reagent-
plus, A6141), раствор моноклональных антител
(HAH 0020102, OG 19089, Thermo); 0.01 M фос-

Рис. 1. Основные пути метаболизма циклогексилметилфторфосфоната при попадании в кровь живого организма и
структуры биомаркеров при детектировании методом ВЭЖХ–МС/МС (ЧПА – альбумин человеческой плазмы).
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фатно-солевой буферный раствор (pH 7.4)
(ООО “Биолот”, Санкт-Петербург), пепсин (Sig-
ma, № P6887); раствор циклогексилметилфосфо-
новой кислоты с концентрацией 1000 мкг/мл
(Sigma, кат № ERC-034-1.2ML), тирозиновый ад-
дукт циклогексилметилфторфосфоната с массо-
вой долей основного вещества не менее 95%
(определено методом ЯМР-спектроскопии) син-
тезировали по методикам [29]. Деионизирован-
ную воду очищали системой Milli-Q (Millipore,
США). Образец донорской плазмы крови челове-
ка с внесением in vitro циклогексилметилфтор-
фосфоната с конечной концентрацией в плазме
8 нг/мл предоставлен для использования в офи-
циальном биомедицинском тесте Организацией
по запрещению химического оружия (ОЗХО).
Образцы донорской плазмы человеческой крови,
не содержащие ФВНПД, предоставлены Глав-
ным военным клиническим госпиталем имени
Н.Н. Бурденко (партия № 111045). Образцы хра-
нили при −20°С.

Рабочие, буферные и другие необходимые рас-
творы готовили растворением точных навесок в
соответствующих растворителях в день проведе-
ния эксперимента.

Оборудование. Использовали аналитическую
станцию, состоящую из жидкостного хромато-
графа Agilent Infinity 1260, оборудованного систе-
мой автоматического ввода пробы, с масс-селек-
тивным тандемным анализатором высокого раз-
решения Thermo Scientific Orbitrap Fusion Lumos
(США) c источником ионов с ионизацией элек-
трораспылением. Специфические биомаркеры
циклогексилметилфторфосфоната выделяли на
колонке 250 × 2.1 мм Thermo Acclaim 120 C18 с
диаметром зерна сорбента 3 мкм (Thermo Scientif-
ic, США). Экспериментальные данные регистри-
ровали и обрабатывали с помощью программных
пакетов Xcalibur (ThermoScientific, США). Ис-
пользовали набор для получения магнитных мик-
росфер с привитыми антителами (143.11D, Invit-
rogen), магнитные микросферы (143.02D, Invitro-
gen), магнитный штатив DynaMagTM (Invitrogen,
№ 12321D), устройство для твердофазной экс-
тракции (ТФЭ) (Supelco, кат. № 57030-U), систе-
му для упаривания растворителей из пробирок
TurboVap (Biotage TurboVap LV), фильтры Amicon
Ultra-4 Centrifugal Filter Units (10k, Millipore), па-
троны для ТФЭ ISOLUTE, 100 мг/3 мл C8 (Bio-
tage, кат. № 291-0010-B) и Chromabond SiOH,
100 мг/1 мл (Macherey-nagel, кат. № 730071).

В ходе исследования выбрали и оптимизировали
условия пробоподготовки образцов плазмы крови
человека, масс-спектрометрического детектирова-
ния в режиме мониторинга выбранных реакций и
градиентного элюирования при ВЭЖХ–МС/МС-
анализе.

Подготовка проб для определения аддукта цик-
логексилметилфторфос-фоната с БХЭ. Приготов-
ление иммуномагнитных микросфер с привитыми
антителами проводили согласно протоколу к на-
бору для получения магнитных микросфер с при-
витыми антителами (Dynabeads Antibody Coupling
Kit), состоящему из буферных растворов C1, C2,
HB, LB, SB. Магнитные микросферы отделяли от
растворов путем помещения пробирок в магнит-
ный штатив DynaMagTM на 30–60 с, надосадочную
жидкость удаляли с помощью дозатора. Навеску
микросфер Dynabeads M-270 Epoxy (143.02D) мас-
сой 11 мг промывали 1 мл буферного раствора C1,
надосадочную жидкость отбрасывали. Микро-
сферы суспендировали в 0.5 мл C1, смешанного с
0.05 мл раствора моноклональных мышиных ан-
тител Pierce BChE (HAH 0020102, OG 190891,
Thermo), затем добавляли 0.55 мл раствора C2.
Полученный образец инкубировали при 37°C в
течение ночи при перемешивании. Раствор, со-
держащий непрореагировавшие антитела, удаля-
ли, а микросферы с привитыми антителами про-
мывали сначала 0.8 мл раствора HB, затем 0.8 мл
раствора LB. Иммуномагнитные микросферы
промывали дважды по 0.8 мл раствора SB и сус-
пендировали в 0.55 мл раствора SB.

Выделение бутилхолинэстеразы с иммуномаг-
нитных микросфер с привитыми антителами. Сус-
пензию иммуномагнитных микросфер тщательно
перемешивали, аликвоты объемом 0.05 мл поме-
щали в микропробирки емк. 1.5 мл, буферный
раствор удаляли. Микросферы промывали 0.2 мл
0.01 M фосфатно-солевого буферного раствора
(pH 7.4). Иммуномагнитные микросферы инку-
бировали с 0.25 мл образцов плазмы крови при
комнатной температуре в течение 2 ч при переме-
шивании. Микросферы отделяли от плазмы с ис-
пользованием магнитного штатива и промывали
несколько раз 0.2 мл 0.01 M фосфатно-солевого
буферного раствора. БХЭ элюировали с микро-
сфер 0.1 мл 0.6%-ного водного раствора муравьи-
ной кислоты. Для проведения ферментативного
гидролиза отбирали 0.095 мл надосадочной жид-
кости.

Ферментативный гидролиз с использованием
пепсина. 0.095 мл свежеприготовленного раствора
пепсина в 0.6%-ной муравьиной кислоте с концен-
трацией 0.5 мг/мл добавляли в каждый образец,
пробы инкубировали 2 ч при 37°C. Аликвоту объе-
мом 0.020 мл анализировали методом ВЭЖХ–
МС/МС.

Подготовка проб для определения аддукта цик-
логексилметилфосфоната с тирозином. К образцу
плазмы крови объемом 1.0 мл добавляли 1.0 мл
раствора проназы (15 мг/мл) в 25 мM растворе
NH4HCO3 (Protease from Streptomycesgriseus, Sig-
ma, P6911) и выдерживали пробу в течение
12 ч при 37°С. Для устранения избытка фермен-
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тов раствор фильтровали через фильтр Amicon
Ultra-4 и центрифугировали в течение 15 мин при
10000 g. Надосадочную жидкость пропускали через
патрон ISOLUTE C8, предварительно кондициони-
рованный ацетонитрилом (2 × 1.0 мл) и водой (2 ×
× 1.0 мл). Сорбент промывали водой (3 × 0.5 мл).
Целевые вещества элюировали 50%-ным раство-
ром ацетонитрила в воде (2 × 0.5 мл) и 60%-ным
раствором ацетонитрила в воде (2 × 0.5 мл). Элю-
ат упаривали досуха при 45°C в испарителе (Tur-
boVap), остаток растворяли в 0.1 мл 5%-ного рас-
твора ацетонитрила в воде. Аликвоту объемом
0.020 мл анализировали методом ВЭЖХ–
МС/МС.

Подготовка проб для определения циклогексил-
метилфосфоновой кислоты. К 200 мкл плазмы
крови добавляли 1 мл ацетонитрила и центрифу-
гировали 5 мин при 10000 g, после чего 1.2 мл на-
досадочной жидкости упаривали досуха при 70°С
в токе азота на установке для концентрирования
TurboVap. Сухой остаток экстрагировали дважды
по 1 мл 5%-ной воды в ацетонитриле. Объединен-
ный экстракт пропускали через патрон Chroma-
bond SiOH, предварительно кондиционирован-
ный 1.0 мл 25%-ной воды в ацетонитриле и 1.0 мл
ацетонитрила. Образец промывали 1.0 мл 10%-
ной воды в ацетонитриле и элюировали 1.0 мл
25%-ной воды в ацетонитриле. Элюат упаривали
досуха в токе азота при 70°С. Осадок растворяли в
150 мкл 5%-ного раствора ацетонитрила в воде.
Аликвоту объемом 0.020 мл анализировали мето-
дом ВЭЖХ–МС/МС.

Хромато-масс-спектрометрический анализ.
Использовали источник ионов с ионизацией
электрораспылением в режиме регистрации вы-
бранных реакций положительных ионов при об-
наружении ТА и АБХЭ и отрицательных ионов в
случае обнаружения ЦГМФК. Величина разре-
шения масс-анализатора составляла не менее
30000, погрешность при определении величины
m/z не превышала 3 млн–1. Температура переход-
ного капилляра составляла 325°С, напряжение на
распыляющем капилляре 3500 В (в случае обнару-
жения ТА и АБХЭ) и 2500 В (в случае обнаружения
ЦГМФК), давление газа для распыления подвиж-
ной фазы в источнике ионов составляло 420 кПa.

Компоненты пробы разделяли в режиме гра-
диентного элюирования, расход подвижной фазы
0.35 мкл/мин, температура термостата колонки

50°C. Подвижная фаза А – 0.1 об. % НСООН в во-
де, подвижная фаза Б – 0.1 об. % НСООН в ацето-
нитриле. Программы градиентного элюирова-
ния, используемые для разделения каждого из
биомаркеров циклогексилметилфторфосфоната,
представлены в табл. 1. Объем вводимой пробы
составлял 20 мкл.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Оптимизация методик подготовки проб. В рам-
ках исследований БХЭ, модифицированной по
серину остатком циклогексилметилфторфосфо-
ната [30], характерный аддукт извлекали из плаз-
мы крови методом иммуномагнитной сепарации
c помощью антител, привитых на магнитные сфе-
ры. После обработки извлеченной БХЭ пепсином
получали нонапептид, модифицированный
остатками циклогексилметилфторфосфоната, –
[FGES(CyclohexylMPA)AGAAS]–АБХЭ. Данный
способ ранее успешно использован для выделе-
ния аддуктов зомана и VX с БХЭ [30]. В ранее вы-
полненной нами работе впервые показано выде-
ление АБХЭ из плазмы крови человека, экспони-
рованной циклогексилметилфторфосфонатом, с
последующим определением методом ВЭЖХ–
МС/МС высокого разрешения [31, 32].

В случае извлечения альбуминового аддукта
циклогексилметилфторфосфоната в виде ТА из
плазмы также использовали способ, описанный в
работе [30], где представлен подход с использова-
нием двух последовательных ферментативных
гидролизов с применением 0.25%-ного раствора
трипсина и проназы (15 мг/мл) в 25 мМ растворе
NH4HCO3 с последующим выделением тирози-
нового аддукта зомана. На первом этапе проводят
трипсинолиз в течение 6 ч, далее добавляют рас-
твор проназы и затем выделяют соответствующий
тирозиновый аддукт с использованием ТФЭ. В
настоящей работе исследовано влияние стадии
проведения трипсинолиза на интенсивность ана-
литического сигнала ТА. Для этого образец плаз-
мы с внесением in vitro 8 нг/мл циклогексилме-
тилфторфосфоната (образец ОЗХО) подвергали
ферментативному гидролизу проназой с исполь-
зованием стадии трипсинолиза, а также без ис-
пользования этой стадии. Площадь пика ТА вы-
бранной ионой реакции для количественной
оценки в случае проведения стадии трипсинолиза

Таблица 1. Программы градиентного элюирования, используемые для разделения ЦГМФК, АБХЭ и ТА (по-
движная фаза А – 0.1 об. % НСООН в воде, подвижная фаза Б – 0.1 об. % НСООН)

Метаболит Программа элюирования

ЦГМФК 0–2 мин: 95% А; 2–10 мин: 5–95% Б; 10–11 мин: 95% Б; 11–15 мин: 95% A
АБХЭ 0–5 мин: 95% А; 5–9 мин: 5–80% Б; 9–11 мин: 80% Б; 11–15 мин: 95% A
ТА 0–1.5 мин: 95% А; 1.5–11 мин: 5–70% Б; 11–11.5 мин: 70% Б; 11.5–15 мин: 95% A
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составила 6300000 усл. ед., а при отсутствии ста-
дии трипсинолиза – 5900000 усл. ед. Видно, что
различие аналитических сигналов в обоих случаях
несущественно, поэтому стадия проведения трип-
синолиза при выделении ТА из плазмы нами не
применялась, что позволило сократить продолжи-
тельность пробоподготовки более чем на 20%.

При обнаружении ЦГМФК в плазме применя-
ли подход, описанный в работе [33], однако для
увеличения аналитического сигнала варьировали
объем аликвоты в диапазоне 50–300 мкл. Оказа-
лось, что при использовании аликвоты плазмы
более 200 мкл аналитический сигнал ЦГМФК не
возрастает, однако при этом увеличивается влия-
ние матрицы на ионизацию аналита. Так, при объ-
еме аликвоты 200 мкл величина матричного эф-
фекта составляет 93 ± 7%, при 250 мкл – 70 ± 10%,
при 300 мкл – 60 ± 10%. По-видимому, емкость
сорбента патрона Chromabond SiOH (100 мг, 1 мл)
ограничена, и при объеме плазмы более 200 мкл в
конечную аликвоту попадает большее количество
мешающих ионизации компонентов. В то же вре-
мя переход от объема аликвоты 50 мкл к 200 мкл
приводит к четырехкратному увеличению площа-
ди пика ЦГМФК на хроматограмме, что и обу-
словило выбор объема плазмы 200 мкл в качестве
оптимального.

Оптимизация условий масс-спектрометрическо-
го детектирования. В ходе исследования исполь-
зовали ионизацию электрораспылением в режи-
ме регистрации положительных ионов при обна-
ружении ТА и АБХЭ, поскольку в состав данных
соединений входят аминогруппы, отвечающие за
образование протонированных положительно за-
ряженных молекул (рис. 1). В случае ЦГМФК ис-
пользовали регистрацию отрицательных ионов,
поскольку данное соединение обладает ярко выра-
женными кислотными свойствами, и в растворе
происходит диссоциация с образованием отрица-
тельно заряженных ионов. Условия масс-спектро-
метрического детектирования с варьированием
напряжения на распыляющем капилляре опти-
мизировали в режиме прямого ввода раствора
стандарта исследуемого соединения непосред-
ственно в источник ионов, минуя хроматографи-
ческую колонку. Для этих целей в случае ТА и
ЦГМФК использовали растворы с концентраци-
ями 1 мкг/мл в воде, а при исследовании АБХЭ –
250 мкл плазмы с внесенным in vitro циклогексил-
метилфторфосфонатом (образец ОЗХО) с концен-
трацией 8 нг/мл и проводили описанную выше
процедуру пробоподготовки для выделения АБХЭ.

На первом этапе работы исследовали влияние
напряжения источника ионизации на величину
сигнала протонированных (для ТА и АБХЭ) и де-
протонированного (для ЦГМФК) молекулярных
ионов исследуемых соединений. Для этого ис-
пользовали параметры работы масс-спектромет-

рического детектора, рекомендуемые производи-
телем и прописанные в файле автоматической
настройки системы – автотюнинга. Напряжение
источника ионизации варьировали в диапазоне
1000–6000 В. Установлено, что при увеличении на-
пряжения источника ионизации с 3500 до 4500 В (в
режиме регистрации положительных ионов) и с
2500 до 3500 В (в режиме регистрации отрица-
тельных ионов) интенсивности сигналов молеку-
лярных ионов увеличиваются на 10–30%, однако
при этом величина шума возрастает более чем на
50%, поэтому в дальнейшем устанавливали зна-
чения напряжения источника ионизации 3500 В
при регистрации положительных ионов и 2500 В
при регистрации отрицательных ионов.

На следующем этапе выбирали оптимальные
пары ионных реакций при определении исследу-
емых соединений. Поскольку в масс-спектрах
высокого разрешения наблюдали интенсивные
сигналы соответствующих протонированных и
депротонированных молекул, изучали их фраг-
ментации. На рис. 2 представлены масс-спектры
фрагментации ионов АБХЭ, ТА и ЦГМФК с m/z
956.41, 342.15 и 177.07 соответственно, получен-
ные в режиме высокого разрешения. На основа-
нии полученных данных выбрали наиболее ин-
тенсивные ионные переходы, которые в дальней-
шем использовали для определения метаболитов
циклогексилметилфторфосфоната (табл. 2). По-
сле выбора характерных пар фрагментных ионов
исследовали влияние энергии фрагментаций на
величину аналитического сигнала этих ионов.
Установлено, что при детектировании ЦГМФК и
АБХЭ максимальная интенсивность сигналов
выбранных ионных реакций достигается при
25 В, в случае ТА – при 10 В. Характеристики вы-
бранных ионных реакций, используемых при об-
наружении метаболитов циклогексилметил-
фторфосфоната, представлены в табл. 2. Время
сканирования при детектировании выбранных
метаболитов циклогексилметилфторфосфоната
составило 100 мс.

Оптимизация условий хроматографического
разделения. В методе ВЭЖХ–МС/МС высокого
разрешения назначение хроматографической си-
стемы и требования, предъявляемые к ней, не-
сколько отличаются от таковых в традиционных
вариантах ВЭЖХ. Масс-спектрометр высокого
разрешения позволяет регистрировать строго спе-
цифический параметр каждого определяемого со-
единения – набор отношений m/z образующихся
ионов. При работе в режиме мониторинга выбран-
ных ионных реакций для большинства соедине-
ний не возникает необходимости полного хрома-
тографического разделения компонентов смеси,
поскольку набор выбранных ионных реакций для
каждого соединения специфичен, и влияние сиг-
нала от посторонних компонентов на сигнал ана-
лита в этом случае ничтожно мало. Кроме того, по-
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Рис. 2. Масс-спектры фрагментации ионов биомаркеров, выбранных для обнаружения циклогексилметилфторфос-
фоната в режиме регистрации положительно заряженных ионов: (а) – АБХЭ, (б) – ТА, (в) – ЦГМФК. Масс-спектры
(а) и (б) получены в режиме регистрации положительно заряженных ионов, (в) – в режиме регистрации отрицательно
заряженных ионов.
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движная фаза в варианте ВЭЖХ–МС может со-
держать только летучие компоненты.

Исследуемые три метаболита циклогексилме-
тилфторфосфоната обладают кислотными свой-
ствами, поэтому для увеличения доли незаряжен-
ных частиц данных веществ и уменьшения размы-
вания хроматографических пиков использовали
подвижную фазу, состоящую из 0.1%-ного рас-
твора муравьиной кислоты в воде и 0.1%-ного
раствора муравьиной кислоты в ацетонитриле. В
случае детектирования АБХЭ и ТА присутствие
муравьиной кислоты в подвижной фазе также
способствовало увеличению доли положительно
заряженных ионов в камере ионизации за счет
протонирования аминогрупп данных биомарке-
ров. Величины времен удерживания, факторов
удерживания и эффективности хроматографиче-
ской колонки (число теоретических тарелок на
метр, тт/м) для выбранных аналитов в выбранных
условиях разделения представлены в табл. 3.

В качестве критериев установления присут-
ствия выбранных маркеров циклогексилметил-
фторфосфоната в образцах плазмы использовали
время удерживания и совпадение двух пар вы-
бранных ионных реакций для каждого из анали-
тов. На рис. 3 представлены хроматограммы об-
разца плазмы с расчетным содержанием 2 нг/мл
циклогексилметилфторфосфоната, полученного
после разбавления исходного образца плазмы и
проведения описанных выше процедур пробо-
подготовки для выявления уникальных маркеров
ЦГМФК, АБХЭ и ТА. На хроматограммах кон-
трольных образцов плазмы, не содержащих цик-
логексилметилфторфосфоната, отсутствовали пи-
ки, мешающие определению выбранных биомар-
керов. Приведены величины аналитического
сигнала по наиболее интенсивной из выбранных
ионных реакций. Вторую ионную реакцию для
каждого аналита использовали для надежного
подтверждения факта присутствия конкретного
специфического маркера. Видно, что примене-
ние масс-спектрометрии высокого разрешения в
выбранных условиях нивелирует мешающее вли-

яние матрицы на аналитический сигнал целевого
аналита, что, наряду с повышением чувствитель-
ности, обусловливает высокую специфичность
определения.

Метрологические характеристики и анализ ре-
альных объектов. Последовательным разбавлени-
ем незаражeнной плазмой исходного образца с
внесенными in vitro 8 нг/мл циклогексилметил-
фторфосфоната (образец ОЗХО) готовили образ-
цы с концентрациями 0.05, 0.1, 0.2, 0.5, 2 и 5 нг/мл.
Пробоподготовку и анализ каждой аликвоты про-
водили в соответствии с описанными выше про-
цедурами. Предел обнаружения циклогексилме-
тилфторфосфоната для каждого из маркеров рас-
считывали при условии соблюдения отношения
интенсивности сигнала пика аналита к величине
шума S/N > 5. Матричный эффект рассчитывали,
сравнивая площади пика контрольного образца
плазмы с добавкой 50 нг/мл ЦГМФК или ТА по-
сле соответствующей процедуры пробоподготов-
ки, с площадью пика модельного водного раство-
ра, содержащего 50 нг/мл ЦГМФК или ТА соот-
ветственно. Метрологические характеристики
разработанного подхода представлены в табл. 4.
При концентрации циклогексилметилфторфос-
фоната в плазме крови менее 0.1 нг/мл для АБХЭ
и ЦГМФК и менее 0.05 нг/мл в случае ТА резко
уменьшаются интенсивности аналитических сиг-
налов (по-видимому, вследствие термической де-
струкции данных аналитов в камере ионизации),
поэтому, несмотря на высокие коэффициенты
чувствительности градуировочной зависимости,

Таблица 2. Характеристики выбранных ионных реакций биомаркеров, используемых при обнаружении цикло-
гексилметилфторфосфоната

Метаболит Выбранная ионная реакция
(значения m/z)

Тип ионной реакции Брутто-формула
иона-фрагмента

ЦГМФК 177.07 → 94.9904 Количественная оценка [CH4O3P]–

ЦГМФК 177.07 → 76.9798 Достоверное подтверждение [CH2O2P]–

АБХЭ 956.41 → 778.3366 Количественная оценка [C33H48O13N9]+

АБХЭ 956.41 → 673.2940 Достоверное подтверждение [C30H41O10N8]+

ТА 342.15 → 260.0682 Количественная оценка [C10H15O5NP]+

ТА 342.15 → 214.0628 Достоверное подтверждение [C9H13O3NP]+

Таблица 3. Хроматографические параметры разделе-
ния маркеров циклогексилметилфторфосфоната (to =
= 1.9 мин, n = 3, P = 0.95)

Метаболит tR, мин k N, тт/м

ЦГМФК 10.4 ± 0.2 4.5 135000
АБХЭ 13.0 ± 0.2 5.8 230000
ТА 11.5 ± 0.2 5.1 115000
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Рис. 3. Хроматограммы образца плазмы крови человека с содержанием 2 нг/мл циклогексилметилфторфосфоната, по-
лученные в выбранных оптимальных условиях пробоподготовки и анализа методом ВЭЖХ–МС/МС при определе-
нии АБХЭ (а), ТА (б) и ЦГМФК (в) в режиме регистрации выбранных ионных реакций.
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предел обнаружения циклогексилметилфторфос-
фоната в плазме при детектировании в виде ТА
ограничен значением 0.05 нг/мл, а в случае ЦГМФК
и АБХЭ – 0.1 нг/мл. Можно полагать, что обнару-
жение в реальной плазме крови пострадавших со-
вокупно трех биомаркеров циклогексилметил-
фторфосфоната (ЦГМФК, АБХЭ и ТА) однозначно
указывает на факт интоксикации и обеспечивает
достоверную идентификацию ФВНПД.

Исследование выполнено при финансовой под-
держке РФФИ в рамках научного проекта № 18-
33-20068 мол_а_вед.
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