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Предложен способ определения некоторых кетостероидов в моче человека, включающий фермен-
тативный гидролиз с применением β-глюкуронидазы E. coli с последующими дисперсионной жид-
костно-жидкостной микроэсктракцией, дериватизацией аналитов гидроксиламином и детектиро-
ванием методом обращенно-фазовой ультра ВЭЖХ–квадруполь-времяпролетной масс-спектро-
метрии. Оптимизация условий экстракции и получения производных исследуемых соединений
позволила установить, что наивысшие степени извлечения достигаются при использовании смеси
ацетон–хлороформ в качестве диспергента и экстрагента, а полнота протекания реакции деривати-
зации – при термостатировании пробы при 70°C в течение 90 мин. Предложенный способ характе-
ризуется высокой чувствительностью (пределы обнаружения в диапазоне 0.1–0.25 нг/мл) и широ-
ким линейным диапазоном.
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Стероидные гормоны являются регуляторами
различных физиологических и биохимических
процессов в организме человека. Все стероидные
гормоны образуются из общего предшественника
холестерола при протекании реакций гидрокси-
лирования, окисления и восстановления. Среди
стероидных гормонов выделяют следующие клас-
сы: эстрогены, андрогены, прогестины, минера-
локортикоиды, глюкокортикоиды, витамин D и
его метаболиты [1, 2]. Определение данных со-
единений в биологических жидкостях человека
требуется, прежде всего, в целях клинической ди-
агностики ввиду их участия в патогенезе многих
заболеваний и генетических нарушений [2, 3].

Обычно стероидные гормоны определяют в
моче (усредненные концентрации за несколько
часов–сутки), крови и слюне (определение в ре-
альном времени) [4]. Результаты определения
стероидов в реальном времени могут колебаться
из-за эпизодического характера секреции гормо-
нов [5, 6], а также циркадных ритмов [7], в то вре-
мя как состав мочи не подвержен подобным коле-

баниям. Другими преимуществами мочи в каче-
стве объекта анализа являются неинвазивность
процедуры и простота получения больших объе-
мов образца [8].

Стероидные гормоны проявляют биологиче-
скую активность на очень низких уровнях кон-
центраций (нано- и пикомолярных) [3, 9, 10], по-
этому для их определения требуется применение
высокочувствительных методов.

Применяют различные способы подготовки
проб мочи к анализу: жидкостно-жидкостную
экстракцию [11–13], сорбционную микроэкс-
тракцию на покрытии мешалки [14], проточную
твердофазную микроэкстракцию [15], автомати-
зированную твердофазную экстракцию [16], дис-
персионную жидкостно-жидкостную микроэкс-
тракцию (ДЖЖМЭ) [8] и др. [17]. Среди перечис-
ленных способов наиболее многообещающим
является ДЖЖМЭ ввиду простоты, высоких фак-
торов концентрирования и соответствия крите-
риям “зеленой химии” [18]. В случае необходимо-
сти повышения чувствительности определения
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стероидных гормонов возможно использование
дериватизации для увеличения эффективности
ионизации. Так, в обзорах [9, 19, 20] рассмотрено
применение различных дериватизирующих аген-
тов для малых молекул, в частности для стероид-
ных гормонов. Некоторые из используемых реа-
гентов коммерчески недоступны, в то время как
другие, например дансил хлорид, приводят к
уменьшению селективности хроматографическо-
го разделения и неспецифичной фрагментации
дериватов [21]. Это обусловливает дополнитель-
ные требования к реагенту в случае применения
дериватизации при подготовке проб.

Цель данного исследования – разработка про-
стого, экспрессного и высокочувствительного
способа определения стероидных гормонов раз-
личных классов, соответствующего критериям
“зеленой химии”.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Материалы и реагенты. Использовали стандарт-

ные образцы тестостерона, дигидротестостерона,
кортизона, гидрокортизона (кортизола), эстрона,
прогестерона, 11α-гидроксипрогестерона и метил-
тестостерона (внутренний стандарт) (Sigma-Al-
drich, Германия); β-глюкуронидазу Escherichia coli
(E. coli) (Roche Diagnostics, Германия); 50%-ный
водный раствор гидроксиламина (Sigma-Aldrich,
Германия). Ацетонитрил (Biosolve, Израиль) и ме-
танол (J.T. Baker, Великобритания) для ВЭЖХ, му-
равьиную кислоту (98%) (Acros Organics), воду
(18.2 МΩ см, Milli-Q) использовали для приготов-
ления растворов и в качестве компонентов по-
движной фазы. Ацетон, этанол, дихлорметан, три-
хлорметан и тетрахлорметан (99.9%), соляную кис-
лоту (99%), муравьиную кислоту (98%), хлорид
натрия, дигидрофосфат калия, сульфат натрия,
мочевую кислоту, мочевину, креатинин, цитрат
натрия, хлорид калия, хлорид кальция, хлорид ам-
мония, оксалат калия, сульфат магния, дигидро-
фосфат натрия, гидрофосфат натрия, азид натрия,
тетраборат натрия (бура) (99%) приобретали у фир-
мы “Вектон” (Россия).

Приготовление стандартных растворов. Стан-
дартные растворы стероидных гормонов с кон-
центрацией 1 мг/мл готовили в метаноле, градуи-
ровочные растворы и растворы контроля качества
получали разбавлением стандартных растворов в
метаноле. Фосфатный буферный раствор (50 мл,
pH 6.5) готовили из дигидрофосфата калия, гидро-
фосфата натрия и азида натрия. Синтетическую
мочу для оптимизации условий пробоподготовки
готовили в соответствии с протоколом [22]. Все
растворы хранили при 4°C.

Приборы и оборудование. Для определения
аналитов использовали систему, состоящую из
ультра высокоэффективного жидкостного хрома-
тографа Bruker Elute и квадруполь-времяпролет-
ного масс-спектрометра Bruker MaXis Impact с
источником электрораспылительной ионизации
(табл. 1) под управлением программного обеспе-
чения Bruker Compass HyStar 4.1. Для разделения
аналитов применяли колонку Phenomenex Kine-
tex C18 (100 × 2.1 мм, 1.7 мкм) с соответствующей
предколонкой. В качестве подвижной фазы ис-
пользовали смесь 0.1%-ного раствора муравьи-
ной кислоты в воде (элюент А) и 0.1%-ного рас-
твора муравьиной кислоты в метаноле (элюент Б)
в режиме градиентного элюирования (1.00 мин –
95% А, 2.70 мин – 40% А, 4.00 мин – 40% А,
5.00 мин – 10% А, 7.50 мин – 10% А, 7.51 мин –
95% А, 9.00 мин – 95% А) при скорости потока по-
движной фазы 0.4 мл/мин и температуре термостата
40°C. Образцы находились в автосамплере при 5°C,
для анализа использовали 10 мкл образца.

Исследуемые образцы. Образы мочи получали
от здоровых добровольцев в возрасте от 18 до
45 лет, консервировали азидом натрия и хранили
при –20°C.

Выбор дериватизирующего агента. В качестве де-
риватизирующего агента выбрали гидроксиламин,
поскольку он обеспечивает высокую чувствитель-
ность определения, а реакция получения произ-
водных является простой и не требует специаль-
ных условий. Кроме того, возможен ввод реакци-
онной смеси в хроматограф без дополнительных
стадий очистки после получения производных.
Гидроксиламин использовали ранее для определе-
ния стероидных гормонов в биологических жид-
костях человека с высокой чувствительностью [3,
23, 24]. На схеме 1 приведена реакция получения
производных при использовании гидроксиламина
в качестве дериватизирующего агента.

Схема 1. Образование оксимов стероидных гормонов 
при дериватизации гидроксиламином.

O

CH3

N

CH3

HO

NH2OH

Таблица 1. Условия масс-спектрометрического детек-
тирования

Параметр Значение

Температура в источнике ионизации, °C 250
Напряжение на капилляре, В 4000
Напряжение на экстрагирующей линзе, В 500
Давление газа-распылителя, мПа 0.1
Расход газа-осушителя, л/мин 5
Скорость сканирования, Гц 3
Диапазон сканирования масс, Да 150–1000
Давление газа-мишени, мТорр 1.5
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Основной недостаток использования гидрок-
силамина – возможное расщепление пиков на
хроматограммах из-за образования нескольких
стереоизомеров. Однако в том случае, когда за
счет оптимизации условий градиентного элюиро-
вания не удаeтся добиться образования одного
пика без ухудшения селективности, возможно
интегрирование расщепленного пика без ухудше-
ния аналитических характеристик методики.

Оптимизация условий дериватизации. Для до-
стижения полноты протекания реакции оптими-
зировали такие параметры, как концентрация
гидроксиламина, температура и время термоста-
тирования. Время реакции варьировали в диапа-
зоне от 30 до 120 мин, температуру – от комнат-
ной до 70°C, а концентрацию гидроксиламина
между 0.4 и 3.2 М. Полноту протекания реакции
оценивали по наличию пиков производных и от-
сутствию пиков исходных соединений на хрома-
тограммах (табл. 2).

Оптимизация условий дисперсионной жидкост-
но-жидкостной микроэкстракции. Для нахождения

оптимального сочетания экстрагента и диспер-
гента проводили следующий эксперимент: к 1 мл
синтетической мочи, содержащей исследуемые
соединения и внутренний стандарт с концентра-
циями по 100 нг/мл, добавляли 300 мкл фосфат-
ного буферного раствора (pH 6.5). Затем при помо-
щи шприца в образец вводили смесь экстрагента
(100 мкл) и диспергента (500 мкл), после чего пере-
мешивали смесь на вортексе в течение 15 с и цен-
трифугировали 10 мин при 10000 об/мин. Нижнюю
фазу упаривали досуха в токе азота и добавляли рас-
твор гидроксиламина (метанол–вода (1 : 1)) для по-
лучения производных с последующим термоста-
тированием и анализом образца.

В качестве диспергентов рассматривали аце-
тон, метанол, этанол и ацетонитрил, которые хоро-
шо растворяются как в образце, так и в экстрагенте
и способствуют образованию большой поверхности
контакта фаз. Ди-, три- и тетрахлорметан использо-
вали в качестве диспергентов, поскольку они плохо
растворяются в водном образце, а также имеют бо-
лее высокую плотность, тем самым удовлетворяя

Таблица 2. Условия масс-спектрометрического детектирования аналитов

* Внутренний стандарт.

Аналит Брутто-формула Моноизотопная 
масса, Да [M+H]+, Да

Погрешность 
определения 
массы, ppm

Время 
удерживания, 

мин

Тестостерон C19H28O2 288.2089 289.2162 0.7 5.2

Производное тестостерона C19H29NO2 303.2198 304.2271 2.6 5.4

Дигидротестостерон C19H30O2 290.2246 291.2319 0.7 5.5

Производное дигидротесто-
стерона

C19H31NO2 305.2355 306.2428 2.6 5.6

Кортизон C21H28O5 360.1937 361.2010 0.3 3.8

Производное кортизона C21H30N2O5 390.2155 391.2227 2.0 3.8

Гидрокортизон C21H30O5 362.2093 363.2166 -0.3 3.9

Производное гидрокорти-
зона

C21H32N2O5 392.2311 393.2384 1.8 3.9

Прогестерон C21H30O2 314.2246 315.2319 1.6 5.7

Производное прогестерона C21H32N2O2 344.2464 345.2537 2.0 5.8

11α-Гидроксипрогестерон C21H30O3 330.2195 331.2268 0.3 4.5

Производное 11α- гидрокси-
прогестерона

C21H32N2O3 360.2413 361.2486 1.9 4.9

Эстрон C18H22O2 270.1620 271.1693 3.7 4.9

Производное эстрона C18H23NO2 285.1729 286.1802 1.7 5.0

Метилтестостерон* C20H30O2 302.2246 303.2319 1.6 5.4

Производное метилтесто-
стерона*

C20H31NO2 317.2355 318.2428 2.5 5.5
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критериям, предъявляемым к данным раствори-
телям.

Для достижения наивысших степеней извле-
чения использовали многофакторный подход –
план Бокса-Бенкена [25–28], который использу-
ется для оценки влияния различных факторов
(независимых переменных) на аналитический
сигнал (например, площадь пика – зависимая пе-
ременная), а также позволяет оценить взаимо-
действие между факторами.

Рассматривали четыре фактора: объем экстра-
гента (50, 100 и 150 мкл), объем диспергента (450,
500 и 550 мкл), количество хлорида натрия для
оценки высаливающего эффекта (0, 50 и 100 мг) и
количество тетрабората натрия (0, 5 и 10 мг) для
изучения влияния pH на степени извлечения. Для
обработки полученных результатов использовали
ПО STATISTICA 10 (Statsoft).

Эксперимент проводили следующим образом:
к 1 мл синтетической мочи, содержащей исследу-
емые соединения и внутренний стандарт
(100 нг/мл), хлорид натрия (0, 50 и 100 мг) и тетра-
борат натрия (0, 5 и 10 мг) добавляли 0.3 мл фос-
фатного буферного раствора, затем шприцем вво-
дили смесь экстрагента и диспергента. Смесь пе-
ремешивали на вортексе в течение 15 с (без
перемешивания степени извлечения целевых со-
единений неудовлетворительные) и центрифуги-
ровали 10 мин при 10000 об/мин. Нижнюю фазу
упаривали досуха в токе азота и добавляли рас-
твор гидроксиламина (метанол–вода (1 : 1)) для
получения производных с последующим термо-
статированием и анализом образца.

Стоит отметить, что при анализе реальных об-
разцов перед процедурой микроэкстракции про-
водили деконъюгацию глюкуронидов в условиях,
оптимизированных нами ранее [8]: 30 мин при 50°C
в присутствии фосфатного буферного раствора
(pH 6.5) и фермента β-глюкуронидазы E. coli.

После выбора оптимальных условий пробо-
подготовки оценивали аналитические характери-
стики методики.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Оптимизация условий дериватизации. Устано-

вили, что использование концентрации гидрок-
силамина не менее 1.6 М обеспечивает полноту
протекания реакции при температуре термоста-
тирования 70°C и времени реакции не менее
90 мин, поэтому данные условия выбрали для
дальнейших экспериментов. При более низкой
концентрации дериватизирующего агента и
меньших времени и температуре на хроматограм-
мах наблюдали исходные соединения или моно-
и дизамещеные дериваты, например, для корти-
зона, кортизола, прогестерона и 11α-гидрокси-
прогестерона.

Оптимизация условий дисперсионной жидкост-
но-жидкостной микроэкстракции. При оптимиза-
циии типов экстрагента и диспергента установи-
ли, что две комбинации растворителей, а именно:
ацетон–трихлорметан и ацетонитрил–трихлор-
метан, обеспечивают достаточные степени извле-
чения. При использовании ацетонитрила степе-
ни извлечения исследуемых глюкокортикоидов
(кортизона и кортизола) несколько выше, в то
время как ацетон приводит к увеличению степени
извлечения остальных соединений, поэтому его
выбрали для дальнейших экспериментов в каче-
стве диспергента, а трихлорметан – в качестве
экстрагента.

Использование плана Бокса-Бенкена позво-
лило установить уровни факторов, обеспечиваю-
щие количественное извлечение всех аналитов.
Все полученные модели были статистических
значимыми (  > 0.9), что указывает на высокую
адекватность полученных результатов. Ввиду оп-
тимизации условий для соединений с различны-
ми физико-химическими свойствами, в некото-
рых случаях выбирали компромиссные значения.
В результате установили, что добавление хлорида
и тетрабората натрия мало влияет на степени из-
влечения, в то время как объем экстрагента ока-
зывает большое влияние – с увеличением объема
степени извлечения возрастают, поэтому выбра-
ли величину 150 мкл. Влияние объема дисперген-
та на степени извлечения меньше, величина
500 мкл обеспечивает наиболее высокие степени
извлечения. В этих условиях степени извлечения
аналитов составили 79–98%, при этом степени
извлечения глюкокортикоидов оказались самы-
ми низкими по сравнению с остальными соеди-
нениями.

Таким образом, выбрали следующие опти-
мальные условия пробоподготовки: в микроцен-
трифужную пробирку емк. 2 мл добавляют 1 мл
образца, содержащего внутренний стандарт ме-
тилтестостерон (100 нг/мл), и 0.3 мл фосфатного
буферного раствора (pH 6.5), содержащего фер-
мент β-глюкуронидазу E. coli, образец инкубиру-
ют в течение 30 мин при 50°C. После охлаждения
образца до комнатной температуры в него вводят
смесь хлороформа и ацетона (150 и 500 мкл соот-
ветственно) при помощи шприца, перемешивают
на вортексе 15 с и центрифугируют 10 мин при
10000 об/мин. Нижний слой переносят в виалу,
упаривают досуха в токе азота, сухой остаток рас-
творяют в 100 мкл 1.6 М раствора гидроксиламина
(метиловый спирт–вода (1 : 1)) и термостатируют
виалу в течение 90 мин при 70°C с последующим
анализом.

Валидация разработанного способа. Предло-
женный способ валидировали в соответствии с
критериями FDA по валидации биоаналитиче-
ских методик [29]. При валидации методики ис-

2
adjR
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пользовали синтетическую мочу ввиду сложно-
сти получения воспроизводимой матрицы с кон-
центрациями стероидных гормонов ниже предела
обнаружения.

Градуировочные зависимости строили в диа-
пазоне концентраций 0.1–100 нг/мл (0.1, 0.25, 0.5,
1.0, 2.5, 5, 10, 25, 50, 100 нг/мл). Предел обнаруже-
ния устанавливали как концентрацию аналита,
обеспечивающую соотношение сигнал : шум не
менее 3 : 1, а предел определения соответствовал

концентрации, определяемой с погрешностью
менее 15%. Результаты представлены в табл. 3.

Перекрестное загрязнение оценивали путем
анализа холостого раствора после анализа 100 нг/мл
раствора образца, при этом на хроматограмме хо-
лостого раствора не наблюдали пиков, соответ-
ствующих определяемым соединениям.

Правильность и воспроизводимость устанав-
ливали при помощи анализа растворов контроля
качества низкой (2.5 нг/мл), средней (10 нг/мл) и

Таблица 3. Чувствительность методики и линейный диапазон

Аналит Предел 
обнаружения, нг/мл

Предел 
определения, нг/мл

Линейный 
диапазон, нг/мл R2

Тестостерон 0.1 0.25 0.25–100 0.999
Дигидротестостерон 0.1 0.25 0.25–100 0.999
Кортизон 0.25 1.0 1.0–100 0.997
Гидрокортизон 0.25 1.0 1.0–100 0.995
Прогестерон 0.25 0.5 0.5–100 0.996
11α-Гидроксипрогестерон 0.25 0.5 0.5–100 0.998
Эстрон 0.1 0.25 0.25–100 0.996

Таблица 4. Аналитические характеристики методики (n = 15)

Аналит
Концентрация 

раствора контроля 
качества, нг/мл

В один день В разные дни

er, % sr, % er, % sr, %

Тестостерон 2.5 –11.2 13.2 –12.6 14.1
10 –3.5 8.2 –5.1 10.8
50 2.1 5.6 2.6 7.9

Дигидротестостерон 2.5 –11.7 11.6 –13.7 12.8
10 –4.2 7.2 –5.6 9.1
50 1.5 4.1 2.4 5.4

Кортизон 2.5 –14.2 13.4 –14.6 14.1
10 –5.1 9.2 –6.7 9.6
50 2.6 5.1 1.7 6.5

Гидрокортизон 2.5 –12.5 13.2 –14.6 13.8
10 –8.3 8.6 –7.5 10.5
50 1.1 4.2 2.6 6.0

Прогестерон 2.5 –12.7 11.8 –13.2 14.5
10 –5.5 7.9 –4.6 9.8
50 0.6 3.6 3.2 5.3

11α-Гидроксипрогестерон 2.5 –13.5 14.3 –14.5 14.8
10 –4.8 9.1 –5.2 10.2
50 1.8 5.7 4.3 6.7

Эстрон 2.5 –12.4 12.0 –13.9 13.4
10 –5.0 6.6 –7.8 8.5
50 1.4 2.5 1.3 4.7
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высокой (50 нг/мл) концентрации в течение од-
ного и разных дней. Воспроизводимость выража-
ли как относительное стандартное отклонение
(sr), а правильность находили по уравнению (1):

(1)

полученные результаты представлены в табл. 4.

Стабильность проб растворов контроля каче-
ства в автосамплере, прошедших через все этапы
пробоподготовки, оценивали в течение 48 ч при
5°C. Установили, что отклонения в результатах не
превышали 15%. Длительную стабильность оце-
нивали в течение месяца путем проведения трех
циклов заморозки (–20°C) и разморозки образ-
цов контроля качества до комнатной температу-
ры. В полученных результатах не было значитель-
ных отличий.

Анализ реальных образцов. Предложенный
способ использовали для анализа реальных об-
разцов с применением метода стандартной добав-
ки. Для этого в образец мочи добавляли смеси
аналитов трех концентраций (10, 50 и 100 нг/мл).
На рис. 1 в качестве примера приведены хромато-
граммы модельного образца и образца мочи с до-
бавкой тестостерона (10, 50 и 100 нг/мл). Степени
извлечения составили 76–95%, относительное
стандартное отклонение не превышало 15%, что
свидетельствует о пригодности методики для ана-
лиза реальных образцов.

опр теор теор(( – ) )  100,re c c c= ×

* * *

Таким образом, разработан чувствительный,
простой и воспроизводимый способ определения
кетостероидов. Дериватизация с гидроксилами-
ном позволила значительно повысить чувстви-
тельность методики для большинства соедине-
ний по сравнению с нашей предыдущей работой
[8], особенно для эстрона. Анализ реальных об-
разцов показал возможность применения пред-
ложенного способа для определения кетостерои-
дов.

Инновационный проект выполнен при финансо-
вой поддержке Кубанского научного фонда в рамках
Конкурса научно-инновационных проектов, ориенти-
рованных на коммерциализацию № НИП-20.1/4, с ис-
пользованием научного оборудования ЦКП “Эколо-
го-аналитический центр” Кубанского государ-
ственного университета.
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