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Представлен обзор основных методов, процедур и информационных продуктов, применяемых в не-
целевом анализе (НЦА) при установлении неизвестного состава веществ. Предпочтительны методы
пробоотбора и пробоподготовки, обеспечивающие извлечение определяемых соединений из ана-
лизируемых образцов в широком диапазоне свойств аналитов с наименьшими их потерями. Необ-
ходимые методы анализа представляют собой различные варианты хроматографии–тандемной
масс-спектрометрии высокого разрешения (ХМС), которые обеспечивают получение индивидуаль-
ных характеристик аналитов (масс-спектров, характеристик удерживания) с целью их правильной
идентификации. Приоритизация аналитической стратегии позволяет отбросить ненужные опреде-
ления и тем самым повысить эффективность НЦА. Химические базы данных, массивы справочных
масс-спектров и характеристик удерживания, алгоритмы и программы обработки данных ХМС не-
заменимы в НЦА.
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Нецелевой химический анализ (НЦА) пред-
ставляет собой установление неизвестных анали-
тику компонентов анализируемых образцов (“из-
вестных неизвестных”, а также “неизвестных не-
известных”, табл. 1). В общем случае наиболее
вероятно обнаружение тех или иных аналитов,
относящихся к массиву нескольких миллионов
распространенных индивидуальных соединений
[1, 2]. Нецелевой химический анализ занимает
все более значительное место в современных на-
учных исследованиях химиков и биохимиков и
практической деятельности технологов и инже-
неров. Это определяется тремя факторами. Пер-
вый из них отражает возрастающие потребности в
таких аналитических определениях, которые свя-
заны с появлением новых (emerging) загрязните-
лей окружающей среды, более полным контро-
лем качества продуктов питания, последователь-
ным усилением внимания к здоровью человека
и т.д. Два других фактора позволяют реализовать
возможности таких анализов. Здесь следует ука-
зать на современный высокий уровень развития
аналитической методологии как следствие разра-
ботки новых типов и моделей хроматографов и
масс-спектрометров, новых вариантов извлече-

ния соединений из анализируемых сред. Нако-
нец, важно отметить бурное развитие информа-
тики, сопровождающееся наращиванием харак-
теристик компьютеров и их сетей; появлением
новых баз данных (БД); созданием алгоритмов и
соответствующих программ, позволяющих эф-
фективно манипулировать большими объемами
получаемых данных и справочной информации.
Названные факторы обусловливают резкий рост
числа публикаций в области НЦА: более полови-
ны научных статей приходится на последние пять
лет (рис. 1).

Методология НЦА, используемая практиче-
ски во всех областях химической аналитики, рас-
смотрена в многочисленных обзорах, часто свя-
занных с отдельными объектами исследований
(табл. 2). Методы и способы НЦА непрерывно со-
вершенствуются, и имеет смысл зафиксировать
современный уровень его общего развития, ти-
пичный для большинства объектов анализа. Та-
кого рода общие характеристики НЦА будут рас-
смотрены в данной статье в сжатом обзорном ви-
де. Наряду с методами анализа, подготовки проб
и обработки информации, будет обсуждаться во-
прос об эффективности НЦА, уровне его ошибок.
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В большинстве случаев, однако, не существует
способов достоверной оценки таких ошибок. О
правильности результатов НЦА часто можно су-
дить лишь по тому, что реализована современная
надлежащая практика его проведения. Это озна-
чает, что соответствующая работа включает ос-
новные необходимые стадии анализа, приборы,
программы и базы данных, кратко рассмотрен-
ные в этой обзорной статье.

В обзоре затрагиваются низкомолекулярные
соединения; преимущественно цитируется наи-
более значимая литература последних лет, содер-
жащая ссылки на предыдущие исследования.
Следует отметить новые руководства по проведе-
нию НЦА в отдельных научных областях [16, 18,
21]; эти публикации имеют особое значение при
начале работы в рассматриваемой области анали-
тики.

Таблица 1. Основные термины нецелевого химического анализа

Английский термин Русский эквивалент Комментарии

Untargeted/non-target/ non-tar-
geted/nontargeted/nontarget anal-
ysis/screening

Нецелевой анализ/скрининг Определение неизвестных аналитику компо-
нентов анализируемых образцов; глагольные 
формы термина (окончание -ed) типичны 
прежде всего для описаний анализа биообъек-
тов (метаболомика, протеомика)

(General) unknown analy-
sis/screening

Анализ пробы/образца/ веще-
ства неизвестного состава

Старый, стабильный термин (эквивалентный 
нецелевому анализу) в английском языке; 
используется в криминалистике, судебной 
медицине, токсикологии

Screening Скрининг Быстрое обнаружение аналитов с предвари-
тельным заключением об их природе. Наблю-
даются отчетливые аналитические сигналы 
(хроматографические и массовые пики), 
надежная идентификация проблематична

Suspect analysis Определение ожидаемых 
соединений (ООС)

Промежуточен между целевым анализом 
(ЦА), реализуемым по стандартным методи-
кам, и НЦА

Effect-directed analysis Анализ, направляемый эффек-
том

Анализ части пробы, которая содержит био-
логически активные соединения, проявляя ту 
или иную биологическую активность

Analytical strategy Аналитическая стратегия Совокупность и последовательность основных 
используемых методов, методик и операций

Prioritiz(s)ation Приоритизация Предпочтение в определении тех или иных 
аналитов, имеющих те или иные свойства

Аnnotation Аннотация Формальная процедура приписания характе-
ристик определяемого соединения аналити-
ческому сигналу. Термин достаточно часто 
используется вместо “идентификации”

Identification level Уровень идентификации Степень детализации в заключении о фор-
муле и структуре аналита

Chemical space Химическое пространство Совокупность всех известных и/или возмож-
ных химических соединений

Known unknown “Известное неизвестное” 
соединение

Известное соединение, его состав и строение 
установлены ранее, но факт присутствия в 
пробе аналитику неизвестен

Unknown unknown “Неизвестное неизвестное” 
соединение

Новое соединение; его строение и свойства 
еще не установлены в результате эксперимен-
тальных исследований
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КРАТКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 
НЕЦЕЛЕВОГО АНАЛИЗА

В наиболее широком смысле НЦА включает
определение всех компонентов образца, состав
которого неизвестен аналитику до эксперимента.
Выбор приоритетов (см. ниже) может внести по-
правки в количество и природу определяемых со-
единений. Стадии НЦА формально совпадают
для большинства объектов анализа (рис. 2). Ре-
зультат анализа – соединения, обнаруженные и
идентифицированные в пробе. Количественные
определения обычно не ассоциируются с НЦА,
но могут быть проведены вслед за идентификаци-
ей аналитов. Полноценное количественное опре-
деление требует подходящих методик анализа и
аналитических стандартов. Полуколичественное
определение возможно при использовании в ка-
честве стандартов соединений со сходной струк-
турой или при оценке относительной чувстви-
тельности методов к разным соединениям [12].

Основные методы НЦА – это различные вари-
анты хроматографии-масс-спектрометрии (ХМС).
В случае летучих соединений – это газовая хрома-
тография (ГХ)-масс-спектрометрия (МС) с элек-
тронной ионизацией (ЭИ) и одним квадруполь-
ным масс-анализатором. При определении нелету-
чих аналитов, к которым относится большинство
биологически важных соединений, применяют вы-
сокоэффективную или ультраэффективную жид-
костную хроматографию (В/УЭЖХ) в сочетании с
тандемной масс-спектрометрией высокого разре-
шения (МС2ВР); в качестве устройства иониза-
ции используют электрораспыление (ИЭР). Дру-
гие варианты масс-спектрометрии небесполез-
ны, но, как правило, менее эффективны.
В последние годы развивается весьма ценное до-

полнение к ХМС – спектрометрия ионной по-
движности [22]. При обнаружении и определении
структуры новых, неописанных в научной лите-
ратуре соединений (“неизвестных неизвестных”)
целесообразно их выделение из анализируемых
образцов и дальнейшее применение спектроско-
пии ЯМР (в дополнение к МС).

Нецелевой химический анализ преимуще-
ственно касается органических (биоорганиче-
ских) соединений. В обзоре рассмотрен именно
этот предмет НЦА. Тем не менее к нему может от-

Рис. 1. Динамика числа публикаций в области неце-
левого химического анализа. Оценка проведена в на-
чале 2021 г. суммированием числа статей и других до-
кументов, которые найдены в результате поисков в
системе Google Академия по различным англоязыч-
ным терминам, обозначающих этот вид анализа (см.
табл. 1).
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Таблица 2. Основные области нецелевого химического анализа и соотвествующие объекты анализа

Примечание: ++ – основная матрица, + – более редкие анализы. * Объединяются в сфере криминалистики, судебной меди-
цины.

Область

Объект/матрица

воздух, вода, почва, 
донные отложения, 

отходы, мусор

пищевые продукты 
и напитки

моча, кровь, ткани 
и др. биоматрицы

образцы 
растительного 
и животного 

происхождения

Объекты окружающей среды 
[3–9]

++ + +

Пища, продовольственное 
сырье, напитки [10–12]

+ ++ + +

Лекарства, наркотики, 
допинг [13–15]*

++

Токсикология [13–15]* + + ++ +
Метаболомика [16–18] + ++ +
Природные соединения [19, 20] + ++
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носиться и определение элементов, если рас-
сматривается молекулярная форма их присут-
ствия (speciation analysis); при этом применяется
сочетание ВЭЖХ и МС с индуктивно связанной
плазмой [23]). Другие виды “неорганического”
НЦА важны, скорее, в историческом отно-
шении.

ЭФФЕКТИВНОСТЬ НЕЦЕЛЕВОГО АНАЛИЗА

Показатель, вынесенный в заголовок раздела,
мы предлагаем определить как долю соединений,
обнаруженных и/или правильно идентифициро-
ванных в результате НЦА. В случае скрининга
эффективность НЦА можно выразить величиной
Pс и формулой (1):

(1)( ) ( )
( )с

Количество обнаруженных соединений
%  100  . 

Количество компонентов пробы
P = ×

Результат скрининга – обнаруженные компо-
ненты анализируемой пробы и предварительное
заключение об их природе. “Полноценный” же

НЦА, где требуется максимально полно и надеж-
но идентифицировать компоненты образца, ха-
рактеризуется величиной PНЦА:

(2)( ) ( )
( )НЦА

Количество идентифицированных соединений
%  = 100 × .

Количество компонентов пробы
P

В общем случае величины Pс и PНЦА оценить
очень сложно, поскольку состав анализируемой
пробы и количество компонентов (знаменатель
дроби) неизвестны. Числитель этих дробей вы-
числить легче, хотя не всегда понятно, насколько
надежна соответствующая идентификация (см.
ниже). Значения PНЦА можно оценить в случае
модельной ситуации, например, используя спе-
циальные искусственные смеси соединений,

представляющие интерес для рассматриваемой
области анализа [24, 25], и оценивая количество
идентифицированных и неидентифицированных
соединений. Величина PНЦА в этом случае пред-
ставляет собой показатель правильных положи-
тельных результатов (ПП) [26, 27], который в
тест-экспериментах со смесями, выпускаемыми
американским агентством EPA, не превышал 65%
для методов, основанных на ВЭЖХ-МС2ВР [24].

Рис. 2. Схематичное изображение НЦА образца (а). Аналиты (в) выделяют методом экстракции (б) и вводят в хромато-
масс-спектрометр (г). Работа прибора управляется компьютером (д), снабженным многочисленными программами
(е) и связанным с разнообразными базами данных (ж). Предусмотрено обеспечение аналитическими стандартами (з)
для окончательной идентификации аналитов.
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ПРИОРИТИЗАЦИЯ
Если приоритеты НЦА (табл. 1) сформулиро-

ваны, проводится поиск соответствующих соеди-
нений, которые наиболее важны и обладают
определенными свойствами/признаками. При
этом число определяемых соединений сокраща-
ется, что уменьшает знаменатель формул (1) и (2)
и, следовательно, увеличивает величину Р.

Наиболее простой вариант НЦА реализуется в
том случае, если ожидается присутствие в пробе
тех или иных соединений (ООС, табл. 1) [4, 5, 7].
Такой анализ может быть близок к целевому, тем
более что некоторые современные методики ана-
лиза включают определение многих сотен анали-
тов [28]. К ожидаемым относятся: (а) соединения,
присутствующие в списках приоритетных загряз-
нителей окружающей среды, например в БД
NORMAN [29]; (б) другие токсичные соедине-
ния, в том числе такие, опасные характеристики
которых предсказаны; (в) вещества, часто встре-
чающиеся в тех или иных матрицах; (г) соедине-
ния, родственные приоритетным, похожие на
них по физико-химическим свойствам, в том
числе продукты их трансформации (например,
метаболиты).

Различие между ООС и “настоящим” НЦА за-
ключается в том, что в первом случае число кан-
дидатов на идентификацию (возможных анали-
тов) сравнительно невелико (соответствует вы-
бранным приоритетам). Часто к ним относятся
распространенные соединения, в отношении ко-
торых имеется представительная справочная хро-
матографическая и масс-спектрометрическая ин-
формация, что облегчает их идентификацию.
В остальных случаях НЦА, которые охватывают
менее популярные или менее ожидаемые соеди-
нения, в целом объем справочных данных не так
велик и носит фрагментарный характер, поэтому
поиск информации требует обращения к самым
большим БД.

Если указывать другие варианты приоритиза-
ции, то к ним следует отнести “анализ, направля-
емый эффектом” (табл. 1). В этом случае контро-
лируют (в том числе выделяют фракционирова-
нием) и анализируют ту часть пробы, которая
проявляет биологическую активность. Еще один
пример предпочтительного определения – хлор-
и/или броморганические соединения, многие из
которых относятся к опасным веществам. Их
присутствие легко выявляется по характерной
изотопной картине в масс-спектрах. Наконец,
следует отметить тривиальный приоритет – ос-
новные компоненты проб, определяемые по наи-
более интенсивным сигналам на хроматограммах
и в масс-спектрах [8]. Родственная методология
при поиске новых биологически активных соеди-
нений носит название “дерепликации”: здесь в
первую очередь идентифицируют основные ком-

поненты проб (как правило, известные соедине-
ния) и далее исключают их из рассмотрения [19].

Приоритизация может распространяться не
только на аналиты, но и на сами анализируемые
образцы. Часть образцов общего происхождения
можно пропускать, а детально анализировать
только те из них, которые демонстрируют (а) ин-
тенсивные аналитические сигналы в ожидаемых
участках хроматограмм и масс-спектров и, более
того, (б) рост интенсивностей таких сигналов в
серии проб.

ПРЕАНАЛИТИЧЕСКИЕ ПРОЦЕДУРЫ
Качество этих процедур – отбора, транспорти-

ровки и хранения образцов – должно быть таким,
чтобы не потерять искомые аналиты (приводит к
ложным отрицательным результатам, ЛО; табл. 3)
и не загрязнить пробу посторонними веществами
(ложные положительные результаты, ЛП). Необ-
ходимые стандартные требования к таким проце-
дурам сформулированы [16, 18, 21, 30], хотя труд-
но утверждать, что они выполняются во всех те-
кущих исследованиях.

Техника отбора проб влияет на представитель-
ство различных аналитов в отобранном веществе
и появление ложных результатов (табл. 3). При
пассивном пробоотборе проб воздуха или воды
соотношение между аналитами может зависеть от
типа сорбента. В разовых пробах воды, отобран-
ных простым зачерпыванием (grab), такая дис-
криминация компонентов смесей отсутствует [7].

Посторонние соединения (ЛП) в анализируе-
мой пробе сравнительно легко выявляются при
анализе холостых проб (подготовленных из мат-
риц, материалов, растворителей, реактивов и др.
[16]). Труднее выявить ЛО. Для этого следует
установить факт потери/разложения/превраще-
ния (в том числе биотрансформации) определяе-
мых соединений до начала или в ходе анализа с
использованием внутренних стандартов, что не-
просто сделать в НЦА, поскольку аналиты неиз-
вестны. Тем не менее рекомендуют использовать
добавки в анализируемые пробы – по одному со-
единению из каждого класса (группы) ожидаемых
веществ [21] или из группы, представляющей тот
или иной интервал физико-химических характе-
ристик аналитов, например коэффициента рас-
пределения н-октанол–вода KOW [8]. Аналогич-
ным образом формируют тест-смеси для обеспе-
чения качества анализа [18].

ПРОБОПОДГОТОВКА
Эта необходимая процедура представляет со-

бой выделение аналитов из отобранных образцов,
сопровождающееся концентрированием первых.
В большинстве проводимых анализов жидких
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(водных) образцов используется жидкостная или
твердофазная (ТФЭ) экстракция. Разные анали-
ты обладают неидентичными физико-химически-
ми свойствами, поэтому селективность рассматри-
ваемых процедур и различная потеря аналитов не-
избежны. Химические реакции (разложение,
дегидратация, окисление, полимеризация), неволь-
но сопровождающие процедуры пробоподготовки,
приводят в ряде случаев к ложным результатам.
К ним же приводит неполнота химических про-
цедур, входящих в процесс пробоподготовки
(табл. 3) [16].

В качестве экстрагентов для крови, плазмы
крови и некоторых других биологических матриц
используют водно-метанольные и водно-ацето-
нитрильные смеси, обеспечивающие близкую
степень извлечения многих метаболитов. Кроме
того, изменяя состав экстрагентов, можно пооче-
редно извлекать и затем определять компоненты
биологических матриц с разной полярностью
[18]. Перспективен выбор тройных систем в каче-
стве экстрагентов для плазмы крови, например
использование смеси ацетонитрил–изопропа-
нол–вода для извлечения полярных и умеренно
полярных аналитов в диапазоне 25 порядков их
величин KOW [17]. Для биологических матриц не-
избежны быстрые превращения (энзимные реак-
ции), так или иначе влияющие на степень извле-
чения аналита [18]. Эти процессы останавливают
замораживаем проб или добавлением холодных
растворителей.

Еще одна процедура, реализуемая в начале
подготовки твердых образцов, а именно гомоге-
низация, может повлиять на результаты анализа,

если не будет сформирована представительная
проба [21]. В этих случаях проводят измельчение
в специальных мельницах, где также необходимо
подавить активность ферментов по отношению к
компонентам образцов растительного и живот-
ного происхождения. Аналиты из таких измель-
ченных проб извлекают методами экстракции,
например с использованием популярной проце-
дуры QuEChERS [11, 12].

В некоторых случаях (сравнительно высокие
концентрации определяемых веществ) возможен
прямой анализ (прямая инжекция в хроматограф)
жидких образцов, таких как сточные воды и моча,
без существенной потери многих аналитов; при
этом часто практикуют предварительное разбав-
ление исходных проб (методы dilute-and-shoot)
[8]. Тем не менее и здесь очень вероятны ЛО. При
сравнении таких процедур и ТФЭ продемонстри-
ровано, что во втором случае можно обнаружить в
воде больше полярных соединений, нежели при
прямом вводе сравнительно больших объемов
(0.5–1 мл) воды в жидкостный хроматограф [9].

ХРОМАТОГРАФИЯ
Как и в ЦА, хроматография является основ-

ным методом разделения в НЦА, хотя примене-
ние капиллярного электрофореза [31] и спектро-
метрии ионной подвижности (в дополнение к
жидкостной хроматографии) [32] в каких-то си-
туациях может привести к успеху. Неполное хро-
матографическое разделение аналитов искажает
параметры удерживания и масс-спектры, что
приводит к ошибкам в идентификации мажор-
ных аналитов и потере минорных компонентов

Таблица 3. Источники и причины ложных результатов нецелевого химического анализа

* Общие источники ЛП: компоненты используемых материалов и вспомогательных веществ; продукты превращения анали-
тов, возможность появления которых не исключена на всех стадиях НЦА.

Процедура, метод ЛП* ЛО

Преаналитические 
процедуры

Плохая сорбция при пробоотборе.
Трансформация аналитов

Пробоподготовка Потери аналитов, неэффективные процедуры экстрак-
ции, неполные целевые химические превращения 
(дериватизация, деконъюгация)

Хроматография Совпадение характеристик удер-
живания разных соединений

Плохое разделение, слабые сигналы, вариация харак-
теристик удерживания, испарение летучих аналитов в 
В/УЭЖХ, невозможность прямого определения неле-
тучих аналитов в ГХ, отсутствие справочных данных

Масс-спектрометрия Совпадение масс-спектров раз-
ных соединений

Плохая ионизация, матричные эффекты, множествен-
ные формы ионов, содержащих молекулы аналита, 
слабые сигналы, ошибки в значениях ионных масс, 
плохая воспроизводимость масс-спектров, наложение 
спектров разных аналитов, отсутствие справочных 
данных
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анализируемых смесей (табл. 3). Наиболее труд-
ны для анализа сложные образцы, содержащие
десятки, сотни, тысячи компонентов, поскольку
соответствующие хроматограммы содержат очень
много пиков, значительная часть которых в той
или иной степени перекрывается (рис. 3). По
этой причине в хромато-масс-спектрометрии ре-
ализуют процедуру деконволюции – разделение
на индивидуальные хроматограммы, соответству-
ющие отдельным компонентам смесей, с исполь-
зованием их масс-спектрометрических сигналов
(рис. 4, программы, см. [16]).

Два основных вида хроматографии – газовая и
жидкостная – применяются при определении ле-
тучих и нелетучих соединений соответственно.

В случае ГХ нелетучие соединения так или
иначе теряются. Дериватизация (силилирование
и другие реакции) может обеспечить их определе-
ние, хотя неполная дериватизация или испарение
наиболее летучих производных могут привести к
ЛО [16]. Вариант двумерной ГХ (ГХ-ГХ) приводит
к более эффективному разделению смесей и ре-
шению некоторых важных аналитических задач
качественного анализа II [27] – идентификации
(характеризации, аутентификации и т.п.) самих
анализируемых образцов [35, 36]. Традиционное
сочетание ГХ-МС1 дополняется в последние годы
комбинациями ГХ (ГХ-ГХ) с более сложными вари-
антами масс-спектрометрии: МСВР и МС2 [35, 36].

Для определения нелетучих соединений тра-
диционно применяют обращенно-фазовую
(ОФ) жидкостную хроматографию, в том числе
в варианте, обеспечивающем лучшее разделе-
ние (ОФ-УЭЖХ). В последние годы набрала по-
пулярность гидрофильная хроматография (HILIC)
демонстрирующая в случае очень полярных ана-
литов лучшие характеристики разделения по
сравнению с ОФ-В/УЭЖХ (где эти аналиты не
удерживаются колонкой) [17, 18]. Тем не менее в
случае HILIC наблюдаются более существенные
вариации времен удерживания и более частое
присутствие матричных эффектов (типичное для
ХМС подавление ионизации отдельных аналитов
в масс-спектрометре) [18]. Это может приводить к
ЛО вследствие плохого прогнозирования времен
удерживания (порядка элюирования аналитов) и
незначительных масс-спектрометрических сиг-
налов соответственно.

МАСС-СПЕКТРОМЕТРИЯ

Масс-спектрометр – основной инструмент
идентификации аналитов в НЦА [26, 27]. Опреде-
ление “известных неизвестных” летучих соедине-
ний – сравнительно легко решаемая задача, обеспе-
ченная сопоставлениями экспериментальных
масс-спектров ЭИ с соответствующими справоч-
ными/библиотечными спектрами. Спектры этого
вида достаточно хорошо воспроизводятся и зареги-

Рис. 3. Пример сложной хроматограммы, адаптирован из работы [33]. Образец ткани одного из участков головного
мозга. Метод УЭЖХ-МС2ВР. Горизонтальная ось – время удерживания, мин.
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стрированы для подавляющего большинства рас-
пространенных летучих соединений (см. ниже).

В случае нелетучих соединений наибольшие
возможности НЦА обеспечиваются масс-спек-
трометрией высокого разрешения и тандемной
масс-спектрометрией, прежде всего в сочетании
В/УЭЖХ-ИЭР-МС2ВР. В этом тандеме первый
масс-спектрометр представляет собой квадру-
польный масс-анализатор или ионную ловушку,
второй – времяпролетный масс-анализатор или
специальную ионную ловушку Orbitrap. Между
двумя масс-анализаторами располагается та или
иная ячейка столкновений ионов (ионов-пред-
шественников) с газовой мишенью, формирую-
щая фрагментные ионы, которые необходимы
для идентификации аналитов.

Отметим, что наибольшее массовое разреше-
ние – у приборов ионно-циклотронного резо-
нанса [37], недоступных для подавляющего боль-
шинства химических лабораторий из-за своей
очень высокой стоимости. Технику и методоло-
гию с использованием Orbitrap в последнее время
могут называть “масс-спектрометрией высокого
разрешения с определением точной массы”
(high-resolution accurate-mass mass spectrometry)
[38]. Применение масс-спектрометров с обыч-
ным “единичным” разрешением в какой-то сте-
пени также может приводить к успеху [39] при ре-
шении менее сложных задач НЦА. Различные
аналитические методы основаны на комбинации
разных вариантов хроматографии (ОФ или HIL-

IC, ВЭЖХ или УЭЖХ) и масс-спектрометрии
(различные масс-анализаторы, положительные
или отрицательные ионы и др.)

Указанные приборы высокого разрешения
обеспечивают точность измерения масс (значе-
ний m/z) ионов-предшественников на уровне
ppm, ионов-фрагментов – несколько хуже. Ио-
ны-предшественники отбираются во всей сово-
купности их пиков в МС1-спектрах (сбор данных,
независимых от исходной информации, data-in-
dependent acquisition) или могут задаваться зара-
нее для ожидаемых соединений (сбор данных, за-
висимых от исходной информации, data-depen-
dent acquisition). Наложение некоторых массовых
пиков ионов-предшественников может потребо-
вать их деконволюции и разделения МС2-спек-
тров [40]. Важно иметь в виду, что молекулы ана-
лита образуют в процессе ИЭР не только прото-
нированные молекулы основных изотопных
форм, но и ионы-аддукты, включая катиониро-
ванные молекулы, заряженные частицы других
изотопных форм (“изотопологи”). Исключение
последних ионов из рассмотрения (процедура
“компонентизации” [8]) существенно упрощает
обработку хромато-масс-спектрометрических
данных. При идентификации чаще всего прибе-
гают к сравнению экспериментальных спектров
со справочными. Приборы, включающие обыч-
ные ионные ловушки, приводят к спектрам МС2,
которые хуже сопоставимы со спектрами, полу-

Рис. 4. Пример деконволюции хроматографического пика в ГХ-МС. Адаптирован из работы [34]. Масс спектры, го-
ризонтальная ось – значения m/z, вертикальная ось – относительная интенсивность, %. Сложный хроматографиче-
ский пик разделен на три гауссовых сигнала. Второй и третий масс-спектры очень похожи. Для различения этих ана-
литов необходимы справочные параметры удерживания и, в конечном счете, аналитические стандарты. Еще один
путь анализа – применение МС2 и МСВР.
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ченными с применением других типов тандем-
ных масс-спектрометров [27, 41].

Природа ложных результатов, которые могут
быть следствием применения МС, отражена в
табл. 3 (см. также [18]).

ИДЕНТИФИКАЦИЯ
Правильность/надежность идентификации

определяется соответствием полученных данных
определенным критериям. В случае ЦА эти кри-
терии, основанные на хроматографических и
масс-спектрометрических данных, хорошо очер-
чены [26, 27, 42]. В НЦА ситуация оказывается го-
раздо менее определенной.

Наиболее надежная идентификация с получе-
нием ПП достигается (а) совпадением хромато-
графических и массовых пиков при совместном
анализе пробы, содержащей определяемое соеди-
нение, и соответствующего аналитического стан-
дарта [26, 27, 42, 43]. На втором месте по надежно-
сти – (б) способ идентификации, заключающий-
ся в сходстве экспериментальных и справочных
масс-спектров и параметров хроматографическо-
го удерживания. Сходство может быть выражено
его общим показателем (см. ниже) или степенью
близости интенсивностей нескольких основных
пиков одних и тех же (различающихся только в
пределах погрешности) масс. Правильность
идентификации летучих соединений по библио-
текам справочных масс-спектров ЭИ составляет в
общем случае ~80%; у нелетучих аналитов и масс-
спектров ИЭР-МС2 ситуация более неопределен-
ная, доля ПП варьируется в широких пределах
[26, 27, 41].

Второй способ идентификации (б) может быть
столь же надежным как первый вариант (а), но
при выполнении ряда условий: значения указан-
ных величин должны быть получены в сходных
экспериментальных условиях (одинаковые типы
и модели приборов, близкие режимы получения
данных), и эти значения должны быть уникальны
для идентифицируемого соединения. Другие
способы идентификации (интерпретация дан-
ных, сравнение с предсказанными спектрами и
хроматографическими характеристиками [27, 43,
44]) менее надежны, но, по-видимому, примени-
мы для отбора кандидатов на идентификацию.

Если ряд таких “кандидатских” соединений
имеет общие элементы структуры, то на этом эта-
пе идентификацию называют групповой [26, 27].
Такую группу соединений позволяют выявить
“молекулярные сети” – графы структурно сход-
ных соединений, построенные по похожим масс-
спектрам [45, 46].

В англоязычной научной литературе весьма
популярен термин “уровень идентификации”
(табл. 1). Его смысл в подробной трактовке одной

из публикаций [3] и с нашими комментариями
прояснен в табл. 4. Добавим, что высота уровня
идентификации коррелирует с ее надежностью
(долей ПП).

Существуют независимые количественные
показатели надежности [26, 27, 43]. К ним отно-
сятся α- и β-критерии принятия статистических
гипотез при рассмотрении идентификации как
процедуры их проверки. Весьма популярна кон-
цепция точек идентификации – совпадающих
значений измеряемых масс-спектрометрических
и хроматографических величин с учетом их раз-
личной значимости. Показатели сходства масс-
спектров, такие как точечная функция или веро-
ятность их совпадения, можно также рассматри-
вать как частную меру надежности. Недавно
предложена общая шкала надежности, учитыва-
ющая уровни идентификации, степень совпаде-
ния характеристик удерживания и число точек
идентификации [47].

ИНФОРМАТИКА

Несколько видов информационных продуктов
незаменимы при проведении НЦА.

Библиотеки масс-спектров – основной ресурс
справочной информации. Наиболее крупные из
них представлены в табл. 5. Сравнительно хоро-
шо обстоит дело со спектрами ЭИ-МС1 летучих
соединений: в библиотеках представлено боль-
шинство известных и наиболее важных соедине-
ний этого класса. Библиотеки спектров МС2 и
тем более МС2-ВР, преимущественно относя-
щихся к нелетучим аналитам, т.е. большинству
биологически важных соединений, стали созда-
ваться значительно позже. Масс-спектры многих
соединений в библиотеках отсутствуют, и спек-
тры МС2 в целом недостаточно хорошо воспроиз-
водятся, зависят от типа тандемного масс-спек-
трометра и энергии столкновений, приводящих к
распаду ионов-предшественников [26, 27, 41].
Необходимость пополнения и повышения каче-
ства библиотек тандемных масс-спектров широ-
ко осознается [41, 43].

Сводки параметров удерживания. База данных
НИСТ включает 447285 значений газохромато-
графических индексов удерживания (ИУ) для
139693 соединений [49]. Для В/УЭЖХ концепция
ИУ применима в меньшей степени, чем в ГХ, но
соответствующие работы появляются, как и ме-
тоды оценки значений этих величин [55].

Химические базы данных. Наиболее крупные
БД, содержащие сведения о химических соедине-
ниях, указаны в табл. 6. Информация, содержа-
щаяся в них и дополняющая экспериментальные
данные ХМС, носит название априорной или ме-
таинформации. Она полезна и даже необходима
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Таблица 4. Уровни и детали идентификации методом (ВЭЖХ)-МС2ВР [3]

Уровень Надежность 
(confidence) Результат идентификации Наши комментарии

1 Структура, подтвержденная аналитиче-
ским стандартом

Наиболее надежная идентификация 
индивидуального соединения, очень 
высокая вероятность ПП

2 Структура, подтвержденная библиотеч-
ным поиском и/или характеристичными 
ионами (diagnostic evidence), совпадаю-
щими параметрами удерживания (reten-
tion behavior), присутствием родственных 
веществ

Результат, по надежности сопоставимый 
с уровнем 1 при выполнении ряда усло-
вий (см. текст)

3 Условный кандидат на идентификацию; 
входит в список предполагаемых анали-
тов. Установлены элементы структуры 
(substructure) и класс соединений. ООС 
начинается с этого уровня

В общем случае — это уровень неодно-
значно идентифицированных соедине-
ний большинством методов МС

4 Однозначное определение молекулярной 
формулы, недостаток структурной 
информации

Может считаться кандидатом на иденти-
фикацию при учете метаинформации 
(см. текст)

5 Недостаток полученной информации, 
несовпадение со справочными данными 
или свойствами аналитического стан-
дарта. Старт НЦА

Идентификация отсутствует

Таблица 5. Основные библиотеки масс-спектров низкомолекулярных соединений

* Может быть дополнена специализированными библиотеками меньшего размера.
** 111788 соединений охарактеризованы масс-спектрами и ИУ.

*** Включая масс-спектры высокого разрешения 27840 соединений.

Название
Количество данных

Комментарии
спектры соединения

Wiley Registry 12th, ЭИ-МС1 [48]* 817290 668435 Летучие соединения

NIST 20, ЭИ-MС1 [49]** 350643 306869 Летучие соединения

NIST 20, MС2 [49]*** 1320389 31000

METLIN [50] >500000 MС2, преобладают метаболиты

MassBank of North
America (MONA) [51]

691548 226303 Преобладают МС2 спектры биологи-
чески активных соединений. Присут-
ствуют in silico масс-спектры

mzCloud [53] 8065135 19109 MСn, лекарственные соединения, 
метаболиты

The Global Natural Product Social 
Molecular Networking (GNPS) [45]

221083 18163 MС2, природные соединения. 
Данные 2016 г.

MassBank [52] 86576 16537 MC1, MCn, летучие и нелетучие соеди-
нения

Human Metabolome Database 
(HMDB) [54]

–ИЭ-MС1

–MС2
1763

279972
1220
1249

Метаболиты, преобладают in silico 
масс-спектры. Данные 2018 г.
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при отборе и ранжировании соединений – кан-
дидатов на идентификацию.

При использовании этих массивов информа-
ции наиболее важны три обстоятельства. Во-пер-
вых, БД ChemSpider позволяет проводить поиск
молекулярных формул по экспериментально
установленным массам молекулярных ионов
(МС1) или протонированных (катионированных)
молекул (МС2). Во-вторых, эти БД дают возмож-
ность оценить популярность/распространен-
ность химических соединений – по числу источ-
ников информации о них, по количеству такой
метаинформации и др. [1, 2, 27]. При проверке
идентификационных гипотез [26, 27] имеет
смысл начинать с наиболее популярных соедине-
ний (при прочих равных условиях). В-третьих,
имеющаяся в БД информация о получении и
свойствах химических соединений, их присут-
ствии в различных объектах также полезна при
отборе кандидатов на идентификацию.

Предсказание масс-спектров и параметров удер-
живания. Существует несколько методов, алго-
ритмов и соответствующих программ предсказа-
ния масс-спектров (in silico масс-спектров). Они
основаны на машинном обучении, эвристике
(правилах фрагментации ионов), комбинаторике
(перебору и оценке вероятностей появления раз-
личных комбинаций атомов исходного иона),
квантово-химических расчетах и смешанных
принципах [59]. В среднем результаты предсказа-
ния спектров оказываются умеренно правильны-
ми. Так, мы провели исследование возможностей
различения структурных изомеров одним из ме-
тодов машинного обучения. Доля ПП при срав-
нении выборок предсказанных и эксперимен-
тальных спектров составила ~50–60% [44], и это

далеко не самый низкий результат в рассматрива-
емой области вычислений [59]. Тем не менее ме-
тоды предсказания масс-спектров бурно развива-
ются, и можно ожидать повышения их эффектив-
ности. Даже сейчас эту методологию можно
использовать в НЦА, (а) рассчитывая масс-спек-
тры кандидатов на идентификацию, которые ото-
браны по массе ионов-предшественников и по-
искам в химических базах данных, и (б) отбрасы-
вая наиболее непохожие in silico спектры.

Несмотря на существование большой коллек-
ции экспериментальных ГХ-ИУ (см. выше), про-
водятся работы по предсказанию и этих показате-
лей, хотя бы с целью проверки эффективности
вычислительных методов. Применение методо-
логии машинного обучения позволяет рассчиты-
вать их значения с удовлетворительной точно-
стью [60]. Подобные алгоритмы предсказания
были использованы для расчёта ВЭЖХ-ИУ; по-
лученные данные не имели существенного само-
стоятельного значения для идентификации, но
все-таки улучшали ее результаты, основанные на
предсказании масс-спектров [55].

В случае ЖХ чаще предсказывают не ИУ, а (от-
носительные) времена удерживания (ВУ) [61–
63]. Некоторые результаты предсказания оказы-
ваются удовлетворительными. Из прогнозов ВУ
для 80 тыс. соединений, которые включены в БД
METLIN (табл. 5), следует, что в 70% случаев со-
ответствующие аналиты оказываются в числе
трех наиболее вероятных кандидатов на иденти-
фикацию [62].

Различные программы. Программы обработки
хромато-масс-спектрометрических данных неза-
менимы в анализе сложных образцов, который
приводит к многочисленным хроматографиче-

Таблица 6. Наиболее крупные химические базы данных

* Однокомпонентные вещества по терминологии ЕС [28].
** Многокомпонентные вещества, а также вещества неизвестного или переменного состава по терминологии ЕС [28].

Название Массив соединений Свободный 
доступ Комментарии

Chemical Abstracts Service 
(CAS) [56]

182 млн веществ, включая инди-
видуальные соединения* и 
смеси** и 68 млн биополимеров 
(пептиды, белки и др.)

– Полная библиографическая 
информация по химии и смежным 
наукам и сопутствующие факто-
графические данные

PubChem [57] 110 млн индивидуальных соеди-
нений*, 271 млн веществ*, **

+ Биологически значимые соедине-
ния, свойства, биологическая 
активность, токсичность и др. 
Компиляция из 795 источников

ChemSpider
 [1, 58]

≥ 80–90 млн структур (индивиду-
альных соединений*)

+ То же, более короткие справки о 
веществах, но с большим количе-
ством опций поиска, в том числе 
по массам ионов. Компиляция из 
279 источников
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ским пикам. Надлежащая практика НЦА подра-
зумевает проведение в автоматическом режиме
[4, 6, 8, 16, 40, 64, 65]:

• деконволюции хроматографических пиков с
выделением сигналов отдельных компонентов и
их масс-спектров,

• фильтрации массовых пиков с удалением
фоновых и слабых пиков, выбросов,

• аннотации пиков в масс-спектрах: приписа-
ния пикам значений масс и даже формул соответ-
ствующих ионов, выведенных из точных масс
(значений m/z) и изотопной картины,

• сравнения масс-спектров, а также характе-
ристик удерживания с соответствующими спра-
вочными данными, оценивание их сходства,

• формирования домашних библиотек масс-
спектров,

• взаимной подгонки разных хроматограмм
по временам удерживания и/или массам ионов
реперных соединений для сравнения между со-
бой различных образцов.

Соответствующими программами обеспечено
серийно выпускаемое оборудование, они поставля-
ются и другими фирмами/организациями [16, 64].

Следует таже упомянуть алгоритмы и програм-
мы многомерного статистического анализа (хе-
мометрии), позволяющего по результатам НЦА
группировать и классифицировать изучаемые образ-
цы, например образцы продовольствия [10, 12, 66].

* * *
Многочисленные инновации в аналитическом

приборостроении и информатике сделали до-
ступным одновременное определение многих де-
сятков, сотен и даже тысяч органических (биоор-
ганических) соединений, неизвестных аналитику
до проведения эксперимента, в самых сложных
матрицах (биологические и медицинские объек-
ты, продукты питания, объекты окружающей
среды и т.д.). Среди аналитических приборов
первостепенное значение приобрели тандемные
масс-спектрометры высокого разрешения, со-
единенные с хроматографами, в значительном
количестве поступившие в аналитические лабо-
ратории в последние 10–15 лет. Параллельно до-
стигнут значительный прогресс в области инфор-
матики, который привел к появлению больших
БД и новых программ обработки хромато-масс-
спектрометрических данных. Результатом успе-
хов приборостроения и информатики явился
взрывной рост работ в области НЦА.

Следует выделить два аспекта этих публика-
ций. В их числе оказалось много соответствую-
щих тематических обзоров, связанных с отдель-
ными методами и/или объектами анализа. Сов-
местное рассмотрение этих работ позволяет

очертить общую практику НЦА, выявить его
стандартные приемы, применение определенных
методов пробоподготовки, анализа, извлечения и
обработки информации. Вторая сторона обсуж-
даемых научных публикаций заключается в том,
что они отражают новый, достаточно полный
анализ самых разных объектов во всем их геогра-
фическом, биологическом, природном, промыш-
ленном и т.п. многообразии. Такого рода иссле-
дования с использованием методологии НЦА
продолжаются, ожидается появление новых фак-
тических данных, касающихся неизвестного ра-
нее состава веществ. Полученные в последние го-
ды и ожидаемые новые данные, вероятно, также
будут нуждаться в широком обобщении, которое
будет интересно химикам многих специально-
стей.
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