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2�Oксокислоты принимают участие в ряде важнейших метаболических процессов, в связи с этим они могут
быть использованы как биомаркеры для диагностики болезней человека. С учетом опубликованных мето�
дов и известных проблем определения содержания 2�оксокислот в тканях млекопитающих нами был разра�
ботан оптимизированный метод высокоэффективной жидкостной хроматографии 2,4�динитрофенилгид�
разиновых производных 2�оксокислот. Ввиду своей химической устойчивости 2,4�динитрофенилгидрази�
новые производные 2�оксокислот обладают рядом преимуществ по сравнению с ранее использовавшимися
производными фенилгидразина. В работе определено содержание пирувата, глиоксилата, 2�оксоглутарата,
2�оксомалоната и 4�метилтио�2�оксобутирата в метанол�уксусных экстрактах мозга крыс, обсуждены воп�
росы пробоподготовки при проведении анализов экстрактов мозга млекопитающих. Представленные вали�
дационные характеристики метода демонстрируют, что предел количественного определения достигает
2 нмоль/г ткани для каждой из пяти 2�оксокислот. Разработанный метод позволяет исследовать тонкие из�
менения содержания 2�оксокислот как (пато)физиологических индикаторов метаболизма в тканях млеко�
питающих.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: ВЭЖХ, 2�оксокислоты, экстракты мозга крыс, 2,4�динитрофенилгидразин, валида�
ция метода.
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ВВЕДЕНИЕ

2�Oксокислоты (или α�кетокислоты) пред�
ставляют собой органические соединения, со�
держащие в α�положении по отношению к кар�
боксильной группе карбонильную группу. Рас�
полагаясь на пересечении различных метаболи�
ческих путей, 2�оксокислоты, в частности пиру�
ват (Pyr), 2�оксоглутарат (2�OG) и оксалоацетат,
формируют узлы метаболических сетей, служа�

щих для взаимодействия между гликолизом,
циклом Кребса, глюконеогенезом и распадом
отдельных аминокислот [1]. Другие 2�оксокис�
лоты участвуют в метаболизме отдельных амино�
кислот в качестве интермедиатов (2�оксоизова�
лерат, 2�оксоизокапроат, 2�оксо�3�метилвалерат,
2�оксоадипат, 2�оксобутират и 4�метилтио�2�ок�
собутират (MTOB)) или побочных продуктов
(фенилпируват, глиоксилат (Glx)). В связи с этим
они могут служить прогностическими биомарке�
рами в диагностике и при анализе протекания
ряда болезней человека. Так, недостаточное или
избыточное содержание 2�оксокислот в организ�
ме обнаруживалось, например, при гиповитами�
нозе витаминов группы B, гипоксии, раке, голо�
дании, диабете, различных наследственных за�
болеваниях, в моделях нейродегенеративных за�
болеваний и при других нарушениях [2–8].

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : 2�ОМ – 2�оксомалонат;
2�ОG – 2�оксоглутарат; ОФ ВЭЖХ – обращенно�фазная
высокоэффективная жидкостная хроматография;
DNPH – 2,4�динитрофенилгидразин; Glx – глиоксилат;
LOD – нижний предел детекции; LOQ – нижний предел
количественного определения; MTOB – 4�метилтио�2�ок�
собутират; Pyr – пируват.

* Адресат для корреспонденции.
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Разрабатываемые в последние годы высо�
копроизводительные масс�спектрометрические
методы LC�MS/MS/MS для анализа низкомоле�
кулярных метаболитов позволяют проводить
оценку нескольких сотен соединений (так назы�
ваемых метаболомов) для исследования ответов
на различные стрессы, а также изучать проявле�
ния различных заболеваний, таких как рак, диа�
бет и нейродегенерация. Так, при изучении те�
чения болезни Хантингтона на модели
Drosophila melanogaster изменения в уровнях Pyr
и 2�OG были идентифицированы на симптома�
тической стадии заболевания, что, ввиду узло�
вой роли этих 2�оксокислот, свидетельствует о
серьезных метаболических изменениях в ходе
развития болезни [7]. Описанные в литературе
изменения уровня 2�OG в плазме крови при го�
лодании трактуются авторами как имеющие
сигнальное значение, поскольку данное соеди�
нение способно служить модулятором тран�
скрипции. Так, 2�OG активирует 2�OG�зависи�
мые пролилгидроксилазы, за счет чего дестаби�
лизируются транскрипционные факторы, в ре�
зультате чего при продолжительном голодании
активируются процессы как глобального ката�
болизма, так и анаболизма [8]. В последнее вре�
мя отдельные 2�оксокислоты также интенсивно
изучаются в связи с онкологическими заболева�
ниями, поскольку могут регулировать экспрес�
сию генов, в частности, эпигенетически, влияя
на модификации ДНК и гистонов. Таким обра�
зом, данные об изменениях в содержании 2�ок�
сокислот в клетках могут свидетельствовать и о
возможных эпигенетических модификациях [9].

Большинство методов количественного оп�
ределения 2�оксокислот включает в себя ис�
пользование аналитической ВЭЖХ совместно с
дериватизацией анализируемых соединений.
Так, использование в качестве дериватизирую�
щего агента фенилгидразина позволило детек�
тировать полученные производные фенилгид�
разона спектрофотометрически для количест�
венного определения Glx, Pyr и 2�OG в моче
[10, 11]. При этом вне хроматографических ме�
тодов одним из наиболее ранних дериватизиру�
ющих агентов для количественной детекции
2�оксокислот можно считать его производное
2,4�динитрофенилгидразин (DNPH) [12]. Ввиду
того, что DNPH�производные разных 2�оксо�
кислот имеют разные максимумы поглощения в
диапазоне 380–520 нм, данный метод предла�
гался к использованию, в частности, для опре�
деления активностей трансаминаз [13]. В даль�
нейшем, благодаря высокой стабильности обра�
зующихся производных, дериватизация DNPH
с последующей ВЭЖХ и спектрофотометричес�
кой детекцией дериватов использовалась для

количественного определения различных альде�
гидов и кетонов [14, 15]. В случае 2�оксокислот
хроматографическое разделение их DNPH�про�
изводных использовалось лишь для сравнения
чувствительности с другим дериватизирующим
агентом, о�фенилендиамином [16].

Серьезный недостаток ранних работ, описы�
вающих применение разных агентов, деривати�
зирующих 2�оксокислоты, состоял в том, что
при узком спектре определяемых 2�оксокислот
все они были нацелены на решение чисто прак�
тических задач. При этом валидированных ме�
тодов количественного определения одновре�
менно нескольких биологически важных 2�ок�
сокислот в одном опыте просто не существова�
ло. Кроме того, несмотря на успешное исполь�
зование о�фенилендиамина в качестве дерива�
тизирующего агента [17], для эффективного
ВЭЖХ анализа 2�оксокислот в моче и плазме
крови требовалась предварительная очистка
2�оксокислот на колонке с гидразидным гелем и
экстракция их дериватизованных производных
этилацетатом.

В более поздних работах уже приводятся не�
которые валидационные параметры, такие как
предел чувствительности (LOD), предел количе�
ственного определения (LOQ) и соотношение
сигнал : шум. В случае использования о�фени�
лендиамина в качестве дериватизирующего
агента при флюориметрической детекции ми�
нимальное значение LOQ составило 1,2 мкМ
[18, 19] и LOD – порядка 0,25 [11] и 0,39 мкМ
[19]. При использовании в качестве дериватизи�
рующего агента 4,5�метилендиокси�1,2�диами�
нобензола был показан более низкий предел
чувствительности – 0,014 мкМ (сигнал : шум =
= 5 : 1) [6]. При использовании DNPH в качест�
ве дериватизирующего агента и спектрофото�
метрической детекции продукта дериватизации
проводилась валидация методики определения
формальдегида в кормах и пище животных [15],
при которой значение чувствительности дости�
гало ∼ 40 мкМ, но не для 2�оксокислот.

В большей части работ, где использованы
хроматографические методы определения 2�ок�
сокислот, применяется обращенно�фазная
(ОФ) ВЭЖХ. При этом во всех работах без ис�
ключения проведению непосредственного ана�
лиза предшествует стадия дериватизации. Среди
возможных дериватизирующих реагентов наи�
более используемыми оказались фенилгидразин
и его 2,4�динитро�производное (спектрофото�
метрическая детекция) либо о�фенилендиамин
и его 4,5�метилендиокси�производное (флюо�
риметрическая детекция).

В данной работе нами предложен метод
ОФ ВЭЖХ со спектрофотометрической детек�
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цией с предварительной химической деривати�
зацией DNPH 2�оксокислот в экстрактах голов�
ного мозга животных. Среди анализируемых
2�оксокислот Glx, 2�OG и Pyr ранее определя�
лись в крови и моче животных и человека, в то
время как данные по ВЭЖХ определению 2�ок�
сомалоната (2�OM) и MTOB в животных объек�
тах вовсе отсутствуют. Аналогично методу коли�
чественного определения формальдегида [15],
реакции DNPH с 2�оксокислотами также дают
соединения (гидразоны), поглощающие в види�
мом свете (380–520 нм). Применение этой мето�
дики позволило бы увеличить чувствительность
определения по сравнению с УФ�детекцией
(324 нм) этих производных при дериватизации с
фенилгидразином [10, 11]. Более того, DNPH�
производные карбонильных соединений имеют
высокую химическую стабильность [15] в отли�
чие от разрушающихся в течение нескольких
дней производных фенилгидразина, что особен�
но выражено для глиоксилата [11]. Нами полу�
чены валидационные характеристики метода,
которые показывают, что предел количествен�
ного определения достигает 1 мкМ для каждой
из пяти 2�оксокислот. Метод был использован
для оценки содержания 2�оксокислот в мета�
нол�уксусных экстрактах мозга крыс, что позво�
ляет расширить область применения ВЭЖХ оп�
ределения 2�оксокислот не только для биологи�
ческих жидкостей, но и в экстрактах тканей жи�
вотных. Мы полагаем, что тонкий анализ содер�
жания 2�оксокислот, являющихся низкомолеку�
лярными индикаторами отдельных узлов мета�
болизма, позволит прогнозировать пути продук�
ции энергии из углеводов и аминокислот в до�
полнение к ранее разработанным методам опре�
деления свободных аминокислот в гомогенатах
мозга [20–22].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Все использованные реактивы обладали наи�
высшей доступной чистотой. Они были приоб�
ретены у следующих производителей: 2,4�ди�
нитрофенилгидразина гидрохлорид (99%, кат.
№ 162325.1608, «PanReac», Испания), ацетонит�
рил (HPLC�gradient grade, кат. № 221881.1611,
«PanReac»), фосфорная кислота, концентриро�
ванная для ВЭЖХ (для HPLC, 85–90%, кат.
№ 79606�500ML, «Honeywell Fluka», США), ме�
танол (кат. № 106018, 99,8% чистоты, «Supelco»,
Германия), хлороформ (кат. № 102444, 99,8%
чистоты, «Supelco»), пируват (кат. № 106619,
99% чистоты, «Merck»), уксусная кислота (кат.
№ 161008, 99,5% чистоты, «Panreac»), KH2PO4

(#A1043, 99,5% чистоты, Biochimica, «PanReac»),

остальные органические соединения – «Sigma�
Aldrich» (США), включая стандарты 2�оксокис�
лот, в частности, 2�оксомалонат (кат. № K4625,
98% чистоты), 2�оксоглутарат (кат. № K1750,
98,5% чистоты), 4�метилтио�2�оксобутират
(кат. № K6000, 97% чистоты) и глиоксилат (кат.
№ G4627, 98% чистоты). Пируват и 4�метил�
тио�2�оксобутират использовались в виде нат�
риевых солей, 2�оксомалонат – в виде моногид�
рата динатриевой соли, 2�оксоглутарат – в виде
кислоты, а глио�ксилат – в виде моногидрата
кислоты. Для приготовления растворов исполь�
зовали деионизированную воду (Millipore
Milli�Q PLUS, R ≥ 18,2 MОм·cм).

Приготовление растворов. Для приготовле�
ния дериватизирующей смеси к 10 мл ацетонит�
рила добавляли 10 мкл 85%�ной фосфорной
кислоты, вносили навеску 10 мг 2,4�динитро�
фенилгидразина гидрохлорида. Для приготов�
ления исходного раствора стандартов 2�оксо�
кислот (2 мМ) в 1,5�миллитровые пробирки
помещали по 10 мкл концентрированных
(100 мМ) растворов Glx, Pyr, 2�OM, 2�OG
и MTOB, добавляли 450 мкл воды. Для приго�
товления раствора сравнения (50 мкМ) в про�
бирки помещали 10 мкл исходного раствора
стандартов 2�оксокислот (2 мМ) и добавляли
390 мкл воды. Для приготовления испытуемых
растворов в пробирки помещали 150 мкл раст�
вора образца, холостого раствора (вода) или
раствора сравнения, 150 мкл дериватизирующе�
го раствора и инкубировали при комнатной
температуре в течение 2 ч.

Хроматографический анализ DNPH�произ�
водных 2�оксокислот. Хроматографию осущест�
вляли с использованием ВЭЖХ�системы
Agilent 1200 с диодноматричным детектором
(«Agilent», США) и колонки Synergi Max�RP
250 мм × 4,6 мм («Phenomenex», США), с разме�
ром частиц сорбента 5 мкм при температуре
25 °С. Скорость потока составляла 1 мл/мин.
Детекцию проводили спектрофотометрически
при длине волны 360 нм. Остальные хромато�
графические условия определяли в процессе
разработки метода.

Получение метанол�уксусных экстрактов моз�
га крыс и удаление липидной фракции. Экстракты
коры головного мозга самцов крыс линии Wistar
готовили с использованием метанола и уксус�
ной кислоты согласно опубликованной методи�
ке [20]. Вкратце, хранившуюся при –70°С ткань
гомогенизировали в 8�кратном объеме ледяного
метанола. Полученный гомогенат разводили в
2,5 раза 0,2%�ной уксусной кислотой, переме�
шивали в шейкере Excella E24 («New Brunswick
Scientific», Германия) во льду в течение 30 мин
при 180 об./мин. Денатурированные белки уда�
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ляли центрифугированием в течение 20 мин при
21 500 g и 4 °С. Супернатант отбирали в чистые
охлажденные пробирки и хранили при –70 °С.
Перед анализом из экстрактов удаляли липид�
ную фракцию с помощью экстракции хлорофор�
мом [23] с модификациями, использовавшимися
для экстракции метаболитов из животных кле�
ток [24]. Так, метанол�уксусный экстракт сме�
шивали с одним объемом хлороформа, тщатель�
но встряхивали в течение 1 мин и центрифугиро�
вали в течение 5 мин при 3500 g. Верхнюю фрак�
цию, содержащую полярные соединения, акку�
ратно отделяли от нижней липидной фракции,
разделяли на 2 мл аликвоты и высушивали с по�
мощью вакуумного концентратора Eppendorf
Concentrator Plus («Хеликон», Россия) при ком�
натной температуре. Высушенные аликвоты по�
лярной фракции хранили при температуре
–70 °С до проведения анализа. Непосредственно
перед анализом аликвоты разводили в 200 мкл
50 мМ калий�фосфатного буфера, pH 6,0.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Разработка ВЭЖХ метода разделения DNPH�
производных 2�оксокислот. Для выбора опти�
мального значения рН подвижной фазы была
использована программа ACD/Phys Chem
History версия 2020.2.0 («ACD/Labs», Канада).
На основании структур химических соединений
программа рассчитывает для каждого соедине�
ния значения рК и logD – гидрофобность (рас�
пределение октанол/вода), определенную с уче�
том рН раствора. В результате при выбранном
значении рН, при котором все исследуемые
компоненты имеют одну доминирующую ион�
ную форму, различия в logD способствуют удов�
летворительному разделению компонентов в ус�
ловия ОФ ВЭЖХ. При этом нужно учитывать
рН�диапазон, в котором производителем допус�
кается использовать выбранную хроматографи�
ческую колонку. Распределения ионных форм
2�оксокислот в зависимости от рН для каждого
из шести соединений (5 производных 2�оксо�
кислот и свободный дериватизирующий агент)
приведены на рис. 1.

Расчётная зависимость содержания домини�
рующей ионной формы соединения от рН среды
для всех шести соединений представлена на
рис. 2, а. Показано, что максимальное содержа�
ние доминирующей ионной формы для всех
шести соединений наблюдается в диапазоне от
5,9 до 6,2. Зависимость гидрофобности (logD) от
рН среды всех компонентов (рис. 2, б) подтверж�
дает, что для достижения лучшего разделения
компонентов предпочтительное значение рН

около 6,0. Наибольшее значение logD имеет
свободный DNPH и можно предположить, что
пики всех оставшихся пяти анализируемых ком�
понентов будут иметь время удерживания мень�
ше, чем пик DNPH. Выбранная для анализа ко�
лонка Synergi Max�RP допускает использование
подвижной фазы с рН в диапазоне 1,5–10. Вы�
бранное значение рН 6,0 находится в допусти�
мом диапазоне. 

На основании представленных на рис. 2 дан�
ных была выбрана подвижная фаза А: 15 мМ ка�
лия фосфат, рН 6,0 в воде. В качестве сильного
элюента использовали 100% ацетонитрил. Для
оптимизации градиента ацетонитрила исполь�
зовали программу ACD/AutoChrom 2020.2.0
(«ACD/Labs»). Для построения моделей зависи�
мости удерживания каждого пика от концентра�
ции ацетонитрила были проведены 3 градиент�
ных разделения в условиях, указанных в табл. 1.
В таблице приведены рассчитанные и экспери�
ментальные времена удерживания пиков анали�
зируемых компонентов. Идентификацию пиков
осуществляли на основании анализа продуктов
дериватизации каждой отдельной 2�оксокисло�
ты (рис. 3, а). Видно, что большинство 2�оксо�
кислот образуют 2 пика производных с DNPH,
вероятно, по причине наличия цис�транс изо�
меров (далее обозначены как �1 и �2).

Из таблицы видно, что линейная двухпара�
метрическая модель lnk′ = a + b × X (где k′ – ко�
эффициент емкости, Х – содержание ацетонит�
рила в подвижной фазе, a и b – коэффициенты
регрессии) удовлетворительно описывает дан�
ные, полученные по 3 экспериментальным гра�
диентам. Предсказанный оптимальный гради�
ент 20–40% ацетонитрила за 15 мин был реали�
зован с модификацией подвижной фазы А: аце�
тонитрил/вода (20 : 80) и 12 мМ калия фосфат,
рН 6,0. Градиентная программа в этом случае
имеет вид, приведенный в табл. 2.

Результаты анализа модельной смеси
(рис. 3, б) с использованием этой градиентной
программы показывают достаточное разреше�
ние (> 1,0) компонентов: 2�OM (3,5), 2�OG
(9,8), MTOB (1,7), Glx�1 (13,1), Glx�2 (10,1) и
Pyr�1 (16,0).

Полученные валидационные характеристи�
ки подобранного метода разделения представ�
лены в табл. 3.

Оказалось, что для веществ, образующих 2
пика продуктов дериватизации, площади инди�
видуальных пиков обладают большей изменчи�
востью по сравнению с суммой площадей пи�
ков. На основании полученных валидационных
характеристик можно сделать вывод, что метод
позволяет с достаточно большой точностью оп�
ределять все исследованные 2�оксокислоты,
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кроме серосодержащей MTOB, обладающей не�
достаточными стабильностью и разрешимостью
второго пика с пиком дериватизирующего аген�
та (DNPH).

Анализ 2�оксокислот в образцах гомогенатов
мозга крыс. Несмотря на стабильность и надеж�
ность метода, количественное определение со�
держания 2�оксокислот в биологических жид�
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Рис. 1. рН�Зависимость распределения ионных форм 2�OM�DNPH (а), 2�OG�DNPH (б), MTOB�DNPH (в), DNPH (г),
Glx�DNPH (д) и Pyr�DNPH (е). Цифрами рядом с кривыми обозначен заряд ионных форм

Рис. 2. а – рН�Зависимость распределения доминирующих ионных форм шести соединений; б – рН�зависимость распреде�
ления октанол/вода (logD) шести соединений: 2�OM�DNPH (1), 2�OG�DNPH (2), MTOB�DNPH (3),
DNPH (4), Glx�DNPH (5) и Pyr�DNPH (6). Вертикальной линией обозначено выбранное рабочее значение рН среды. Участ�
ки за пределами рабочего диапазона отмечены красным цветом. Расчеты проведены с помощью ACD/Phys Chem History



ТАШЛИЦКИЙ и др.

костях и тканях методом ВЭЖХ далеко не всег�
да представляет собой простую задачу. Первая
проблема связана с корректной пробоподготов�
кой. Это, в первую очередь, полнота осаждения
белков с использованием специальных реаген�
тов и необходимость удаления примесных ком�
понентов, прежде всего липидной природы, ме�
шающих последующему анализу. И в этом отно�
шении подготовка проб из мозга животных
представляет особую сложность, связанную с
высоким содержанием липидов разной приро�
ды. Несмотря на подбор условий максимально
возможного удаления липидной составляющей
мозга, даже незначительное остаточное содер�
жание липидов в образцах для анализа, как по�
казал наш опыт работы, достаточно быстро сни�
жает хроматографические качества колонки.

Предложенные условия хроматографическо�
го разделения 2�оксокислот были использованы

для измерения содержания указанных соедине�
ний в метанол�уксусных экстрактах головного
мозга животных (пример хроматограммы для
одного из испытуемых образцов приведен на
рис. 4).

Усреднение результатов анализов экстрактов
из образцов мозга разных крыс (табл. 4) показа�
ло, что содержание 2�оксокислот дает сходимые
результаты: для исследованных образцов стан�
дартная ошибка среднего составляет: 8, 13, 17,
20 и 22% от среднего значения для 2�OM,
MTOB, Pyr, 2�OG и Glx соответственно. Наблю�
даемые высокие значения дисперсии для части
соединений (Glx, 2�OG и Pyr), предположитель�
но, обусловлены индивидуальными особеннос�
тями метаболизма в головном мозге.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Систематическое исследование метаболо�
мов, метаболомика, – безусловно, перспектив�
ное развивающееся направление, по влиянию в
мире претендующее на одинаковые позиции с
геномикой и протеомикой, однако банк данных
метаболомов еще сравнительно мал, а для коли�
чественного анализа конкретного аналита тре�
буется персональная аналитическая методика
количественного определения. Зачастую более
показательно использование таргетированного
подхода, такого как измерение небольшого чис�
ла 2�оксокислот.

Ранние методы, используемые для количест�
венного определения 2�оксокислот в клиничес�
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Таблица 1. Рассчитанные и экспериментальные времена удерживания пиков анализируемых компонентов, полученные по
исходным градиентным программам

* Приведены условия градиента ацетонитрила; подвижная фаза: 15 мМ калия фосфат, рН 6,0.

Условия
ОФ ВЭЖХ*

5–50%
(20 мин)

5–50% 
(40 мин)

20–60% 
(30 мин)

20–40% 
(1 мин);
40–60% 
(5 мин)

Тип

модель

опыт

модель

опыт

модель

опыт

модель

Pyr�1

16,5

17,1

24,5

24,6

11,4

11,2

11,4

MTOB�1

19,5

19,1

28,3

28,2

15,6

15,8

15,6

MTOB�2

24,1

24,1

35,9

35,9

22,2

21,8

DNPH

22,7

22,9

33,6

33,7

20,2

20,1

20,2

Glx�1

14,9

15,5

21,5

21,4

9,0

8,9

9,0

Glx�2

18,0

18,2

25,5

25,4

13,4

13,3

13,4

2�OG

13,4

14,2

19,6

19,5

6,7

6,6

6,7

2�OM

12,6

13,4

17,7

17,3

5,7

5,7

5,7

Pyr�2

19,8

19,9

30,3

30,4

16,3

16,2

16,3

Таблица 2. Оптимизированная градиентная программа

Состав подвижной фазы
Время,

мин

0 → 15

15 → 20

20 → 22

22 → 30

А, %

100 → 75

75

75 → 100

100

Б, %

0 → 25

25

25 → 0

0

Режим элюирования

линейный градиент

изократический режим

линейный градиент

изократический режим
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ких и научных лабораториях, были основаны на
ферментативных NADН�зависимых реакциях с
последующей регистрацией изменения погло�
щения или флюоресценции. Реакции этого типа
легко проводимы и достаточно надежны как ми�
нимум для одностадийных методик. Многоста�
дийные методы менее используемы; они зачас�
тую требуют дополнительных веществ и фер�
ментов и, следовательно, более дорогие и менее
надежные. Тем не менее большинство фермен�
тативных тестов применимо для количествен�
ного определения только одного вещества еди�
новременно. Вышеупомянутые трудности в де�
текции 2�оксокислот удавалось частично разре�
шить при использовании аналитической ВЭЖХ

совместно с дериватизацией анализируемых со�
единений [10, 11]. Так, в случае о�фенилендиа�
мина, 2�оксокислотные производные которого
могут быть детектированы спектрофотометри�
чески или флюорометрически [16], результаты
хроматографического анализа 2�оксокислот с
разветвленной цепью (2�оксоизовалерата, 2�ок�
сокизокапроата и 2�оксо�3�метилвалерата) в
плазме крови давали схожие результаты с тради�
ционным ферментативным методом [35], что
позволило использовать его для определения и
других 2�оксокислот [17, 36]. Производное
о�фенилендиамина, 4,5�метилендиокси�1,2�ди�
аминобензол, также зарекомендовал себя в ка�
честве дериватизирующего агента ввиду более
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Рис. 3. а – Хроматограммы для построения моделей зависимости удерживания смеси 2�оксокислот от концентрации аце�
тонитрила в подвижной фазе. Градиент 5–50% (Б) за 20 мин (1), градиент 5–50% (Б) за 40 мин (2), градиент 20–60% (Б)
за 30 мин (3). б – Хроматограмма модельной смеси 2�оксокислот, полученная с использованием оптимизированной гра�
диентной программы (условия представлены в табл. 2). Пик Y – побочный продукт дериватизации 2�оксокислот (не иден�
тифицирован)
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высокой чувствительности методик с его ис�
пользованием [6]. Однако, несмотря на наличие
исследований, использующих фенилгидразин
для ОФ ВЭЖХ определения 2�оксокислот в би�
ологических образцах [10, 11], работы с приме�
нением его более стабильного производного,
DNPH, отсутствуют.

Определенное в нашей работе с помощью
ОФ ВЭЖХ и DNPH среднее содержание пиру�
вата в головном мозге крысы близко к таковому,
определенному с помощью ферментативных
методов по данным литературы (табл. 4). Glx в
норме не детектируется в головном мозге
(табл. 4), как и в других тканях, за исключением
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Таблица 3. Валидационные характеристики разработанного метода

Параметр валидации

Линейность в анали�
тическом диапазоне
1�200 мкМ

Правильность в ана�
литическом диапазоне
1�200 мкМ

Предел количествен�
ного определения

Стабильность анали�
тических растворов
при комнатной тем�
пературе

Критерий приемлемости

коэффициент корреляции (R) ≥ 0,99

среднее значение восстановления
должно быть от 90,0 до 110,0%

коэффициент вариации (RSD) ≤ 15,0%

минимальная концентрация, при кото�
рой отношение сигнал/шум ≥ 10 

отклонение площадей, рассчитанное
для 24 ч относительно «нулевой» точки,
не должно превышать 10,0%

2�OM

0,99

98,7%

2,5%

141

2,3%

MTOB�1

0,99

107,6%

10,8%

89

−25,0%

Pyr�1 + Pyr�2

0,99

106,0%

8,5%

90 / 18

2,0%

Значения

2�OG

0,99

99,8%

3,3%

111

2,3%

Glx�1 + Glx�2

0,99

99,4%

2,5%

97 / 25

2,5%

Среднее отношение сигнал/шум пиков

2�оксокислот при концентрации 1 мкМ

Рис. 4. Хроматографическое разделение 2�оксокислот в экстракте головного мозга крысы с использованием разработан�
ной градиентной программы (рис. 3, б и табл. 2)
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почек, однако может определяться при тиами�
новом дефиците у животных [34]. Измерение
содержания 2�OM и MTOB в мозге животных не
описано в литературе, хотя концентрация по�
следнего в плазме здоровых людей составляет
порядка 0,15 мкМ [37]. Тем не менее при анали�
зе экстрактов мозга крыс измеряемая концент�
рация 2�OG была много ниже концентрации
Pyr, несмотря на их близкое содержание в мозге
согласно данным литературы (табл. 4). Эта осо�
бенность может свидетельствовать об исчезно�
вении 2�OG на разных стадиях анализа. Причи�
нами низких уровней данного метаболита в ана�
лизируемых экстрактах мозга могут быть низкое
содержание 2�OG в мозге по сравнению с други�
ми тканями, потери 2�OG при хранении и высу�
шивании экстрактов, быстрая деградации дан�
ного метаболита в промежутке между декапита�
цией и полной заморозкой коры больших полу�
шарий (не более нескольких минут). Так, одной
из причин низкого содержания 2�OG в экстрак�
тах мозга может быть его восстановительное
аминирование до глутамата, которое в том чис�
ле может идти неферментативно в метанол�
содержащих экстрактах тканей с использовани�
ем пиридоксамина, и в особенности мочевины,
в качестве доноров аминогруппы [38]. В некото�
рых работах наблюдали милимолярные конце�
нтрации мочевины в мозге млекопитающих

[39], что на порядок выше концентрации 2�ок�
соглутарата по данным литературы (табл. 4). Та�
ким образом, нельзя исключить нефермента�
тивное превращение 2�OG в глутамат при про�
боподготовке и хранении метанол�уксусных
экстрактов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В данной работе предложен новый метод ОФ
ВЭЖХ для измерения уровней 2�оксокислот,
Glx, 2�OG, 2�OM, Pyr и MTOB, использующий
спектрофотометрическую детекцию продуктов
химической дериватизации 2�оксокислот
2,4�динитрофенилгидразином. Определены ва�
лидационные характеристики метода и содер�
жание 2�оксокислот в метанол�уксусных
экстрактах мозга крыс. В дополнение к ранее
разработанным методам определения амино�
кислот [20, 21] данный метод количественного
определения 2�оксокислот может быть полезен
для определения маркерной роли 2�оксокислот
во взаимодействии путей метаболизма углево�
дов и аминокислот. Известно, что именно в та�
ких узлах пересечения метаболизма локализова�
ны полиферментные комплексы дегидрогеназ
2�оксокислот, которые являются основными ре�
гуляторами концентрации данных молекул в
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2�Оксокислоты

Pyr

2�OG

Glx

MTOB

2�OM

Таблица 4. Сравнение содержания 2�оксокислот в головном мозге крысы, полученных в настоящем исследовании, с ли�
тературными данными

Ссылки

данная работа

[25–27]

[28–32]

[33]

[34]

данная работа

[27]

[28, 29, 31]

данная работа

[34]

данная работа

данная работа

Значения, нмоль/г

86 ± 14

129 ± 22

115 ± 6

56

59

2,6 ± 0,5

190

115 ± 4

3,1 ± 0,7

<1

38 ± 5

5,0 ± 0,4

Метод

ВЭЖХ с DNPH

спектрофотометрия с ЛДГ

флюориметрия с ЛДГ

флюориметрия с пируватоксидазой и Amplex Red

экстракция производного с DNPH

ВЭЖХ с DNPH

спектрофотометрия с ГДГ

флюориметрия с ГДГ

ВЭЖХ с DNPH

бумажная хроматография с DNPH

ВЭЖХ с DNPH

ВЭЖХ с DNPH

Примечание. ЛДГ – лактатдегидрогеназа, ГДГ – глутаматдегидрогеназа.
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ANALYSIS OF THE 2�OXO ACIDS CONTENT IN RAT BRAIN EXTRACTS
USING HIGH�PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY
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2�Oxo acids are involved in a number of important metabolic processes and can be used as biomarkers for a number
of human diseases. The paper analyzes the available methods for determining the content of 2�oxo acids in the mam�
malian brain according to the literature. An optimized method for high�performance liquid chromatography of
2,4�dinitrophenylhydrazine derivatives of 2�oxo acids has been developed. Due to their high chemical stability, the
2,4�dinitrophenylhydrazine derivatives have shown a number of advantages, in comparison with previously used
phenylhydrazine derivatives. The validation characteristics of the method are determined. The issues of sample prepa�
ration during the analysis of mammalian brain extracts are discussed. Using the derivatizing agent, the concentrations
of pyruvate, glyoxylate, 2�oxoglutarate, 2�oxomalonate, and 4�methylthio�2�oxobutyrate were measured in
methanol�acetic extracts of rat brain. The developed method facilitates studying of subtle changes in the cell and tis�
sue content of 2�oxo acids as indicators of metabolism.

Keywords: HPLC, 2�oxo acids, rat brain extracts, 2,4�dinitrophenylhydrazine, method validation


