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Резюме. Метод ВЭЖХ с УФ-детектированием широко используют для количественного анализа лекарственных веществ 
в биообразцах, полученных при изучении фармакокинетики, биоэквивалентности или лекарственного мониторинга. 
Основное ограничение связано со значимым фоновым влиянием матриц биообразцов, ограничивающим чувствитель-
ность ВЭЖХ-УФ-методик. Цель работы: оценка влияния условий пробоподготовки и режима хроматографирования 
на уровень фонового сигнала при ВЭЖХ-УФ-анализе плазмы крови человека и лабораторных животных. Материалы 
и методы: на примере трех типов плазмы крови (крысы, кролика и человека) рассмотрено влияние осадителя, режима 
центрифугирования, включения стадии твердофазной экстракции (ТФЭ) в процедуру подготовки проб на уровень фо-
нового сигнала при анализе методом ВЭЖХ-УФ в трех хроматографических режимах при трех длинах волн. Результаты: 
установлено, что уровень фонового сигнала практически не зависит от хроматографического режима, интенсивности 
центрифугирования и введения стадии ТФЭ; для плазмы крови человека и кролика уровень фонового сигнала имеет 
тенденцию к снижению по сравнению с сигналом плазмы крови крыс. Наибольшее значение на уровень фонового 
сигнала оказывает выбор осадителя при пробоподготовке и длина волны детектирования. Показано, что ацетонитрил 
предпочтительнее, чем метанол, а при выборе длины волны следует по возможности избегать ближневолновой обла-
сти. Выводы: выявленные особенности ключевых моментов процедуры подготовки проб и выбора условий хроматогра-
фического анализа могут быть использованы при разработке и валидации биоаналитических методик, применяемых 
в доклинических и клинических исследованиях.
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Abstract. The HPLC-UV method is widely used for quantitative analysis of drug substances found in biological samples obtained 
in pharmacokinetics studies, bioequivalence studies, or during therapeutic drug monitoring. The main limitation is associated with 
a significant background effect of biological matrixes, limiting the sensitivity of HPLC-UV methods. The aim of the study was to 
evaluate sample preparation and chromatographic conditions in terms of background signal level during HPLC-UV analysis of 
human and laboratory animal blood plasma. Material and methods: three types of blood plasma (rat, rabbit and human), three 
chromatographic modes, and three detection wavelengths were used to assess the effect of the precipitation agent, centrifuge 
conditions, and the inclusion of the solid-phase extraction (SPE) step into the sample preparation procedure on the background 
signal level during HPLC-UV analysis. Results: it was established that the background signal was practically unaffected by the 
chromatographic mode, centrifugation intensity, or introduction of the SPE step. The background signal levels for human and 
rabbit blood plasma tended to be lower than that for rat blood plasma. The factors that had the greatest effect on the background 
signal level were the choice of the precipitation agent during sample preparation, and the detection wavelength. It was shown that 
acetonitrile is preferable to methanol, and that the near UV region should be avoided. Conclusions: the identified key aspects of 
sample preparation procedures and chromatographic conditions can be used in the development and validation of bioanalytical 
methods for preclinical and clinical studies.
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Биообразцы (плазма крови, органы и ткани) — до-
вольно частый объект биоаналитических исследований 
с применением метода высокоэффективной жидкост-
ной хроматографии (ВЭЖХ) [1]. Наиболее распростра-
ненной является задача количественного определения 
различных лекарственных веществ в биообразцах, 
полученных при изучении фармакокинетики, био-
эквивалентности или лекарственного мониторинга.  
Для биообразцов перед введением в ВЭЖХ-системы 
требуется специальная пробоподготовка, как для слож-
ных комплексных матриц [2–4]. Ключевым этапом 
при разработке методики анализа является выбор 
оптимальной процедуры обработки проб, позволяю-
щей максимально удалить компоненты, мешающие 
определению, и выделить целевой аналит. Подготов-
ка биообразцов для ВЭЖХ-анализа различных лекар-
ственных препаратов направлена прежде всего на раз-
рушение клеточных структур и дальнейшее удаление 
белковых и липидных компонентов.

Выделяют три основных способа подготовки 
биообразцов: жидкость-жидкостная экстракция 
(ЖЖЭ), твердофазная экстракция (ТФЭ) и осажде-
ние белков [2–5].

ЖЖЭ предполагает либо экстракцию аналита 
в слой органического растворителя (этилацетата, 
диэтилового эфира, хлороформа и др.), не смеши-
вающегося с гидрофильной средой пробы (плазмы 
крови, гомогената тканей или органов), либо иной 
комплекс манипуляций, связанный с распределе-
нием анализируемого соединения между двумя не-
смешивающимися жидкостями. Для улучшения 
экстракции в зависимости от свойств аналита может 
быть рациональным создание определенного рН гид
рофильной среды. Метод ЖЖЭ является достаточно 
специфичным (не универсальным) способом, по-
скольку для каждого аналита необходимо подобрать 
оптимальные условия — экстрагент, рН среды, соот-
ношение двух фаз, время обработки и т.п. При при-
менении данного метода обычно удается получить 
достаточно чистые пробы, минимизировать влия-
ние нативных компонентов биопроб, однако метод 
длителен, требует значительного расхода токсичных 
органических растворителей и имеет ограниченное 
применение (не для всех аналитов можно подобрать 
подходящий экстрагент и условия экстракции).

Метод ТФЭ предполагает нанесение проб на карт
ридж с сорбентом и последовательное пропускание 
через него различных растворителей, элюирующих 
отдельно примеси и целевой аналит. Некоторые раз-
новидности метода можно считать вариантом ЖЖЭ, 
однако более экономичным с точки зрения расхо-
да растворителей и временных затрат. К числу пре-
имуществ относят также возможность автоматизации 

пробоподготовки как в офлайн, так и в онлайн (встро-
енном в ВЭЖХ-систему) режимах. Считают, что ТФЭ 
позволяет получать более очищенные пробы по срав-
нению с другими методами, поэтому она получила 
в настоящее время достаточно широкое распростра-
нение в практике хроматографического анализа [2, 3]. 
Основным недостатком является высокая стоимость 
картриджей, а также их неуниверсальность. Коммер-
чески доступно большое количество различных типов 
картриджей, отличающихся сорбентами и, соответ-
ственно, механизмами взаимодействия с примесями 
и целевым компонентом, предусматривающими раз-
личные протоколы работы с ними. С одной стороны, 
это положительный факт  — можно подобрать опти-
мальный картридж/режим в зависимости от свойств 
аналита и матрицы. С другой стороны, с учетом отно-
сительно высокой стоимости данного типа расходных 
материалов при отсутствии утвержденных процедур 
для конкретного соединения разработка методики 
пробоподготовки на основании данных литературы 
и рекомендаций производителя картриджей стано-
вится достаточно ресурсоемкой и затруднительной. 
Один из возможных путей решения — использование 
универсальных картриджей, предлагаемых произво-
дителями1.

Осаждение белков является наиболее простым, 
универсальным и достаточно эффективным спо-
собом подготовки биообразцов к ВЭЖХ-анализу 
как по мнению авторов [6], так и согласно реко-
мендациям производителей хроматографического 
оборудования и расходных материалов2. В качестве 
осадителей обычно используют кислые растворы 
(трихлоруксусная, трифторуксусная кислоты), ме-
танол, ацетонитрил, реже соли и другие реагенты. 
Метанол и ацетонитрил используют наиболее часто, 
поскольку эти растворители хорошо смешиваются 
с гидрофильной средой биопроб (плазмы крови), 
легко удаляются (процедура пробоподготовки часто 
предусматривает замену растворителя, необходи-
мую для компенсации разбавления пробы осади-
телем), оптимальны для последующего повторного 
растворения проб и совместимы с элюентами, ис-
пользуемыми в ВЭЖХ.

Метод ВЭЖХ с ультрафиолетовым (УФ) детек-
тированием является удобным, эффективным и дос
таточно экспрессным методом для анализа лекар-
ственных веществ в биопробах [1, 5, 7]. Основное 
ограничение связано со значимым фоновым влияни-
ем матриц биопроб, ограничивающим чувствитель-
ность ВЭЖХ-УФ-методик для большинства анали-
тов3 на уровне концентраций порядка 50–100 нг/мл 
[5, 7]. Вариант ВЭЖХ с масс-спектрометрическим 
(МС) детектированием является более чувствитель-

1 	Improve your LC/MC analysis with Phree phospholipid removal solutions. Phenomenex, USA; 2014.
	 Phree™ phospholipid removal solutions. General Protocol. Phenomenex, USA; 2013.
2 	Majors RE. Sample preparation fundamentals for chromatography. Wilmington: Agilent Technologies; 2014.
3 	Комаров ТН. Изучение фармакокинетики противоопухолевых препаратов с помощью методов ВЭЖХ-МС и ГХ-МС: дис. … канд. 
фарм. наук. М.; 2015.
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ным и селективным, чем ВЭЖХ-УФ, но и существен-
но более дорогим методом. Снижение фонового сиг-
нала за счет различных способов подготовки проб 
позволило бы повысить чувствительность ВЭЖХ-УФ 
метода, являющегося значительно более доступным, 
чем вариант ВЭЖХ-МС.

Цель работы  — оценка влияния условий про-
боподготовки и режима хроматографирования 
на уровень фонового сигнала при ВЭЖХ-УФ-
анализе плазмы крови человека и лабораторных жи-
вотных (на примере крыс и кроликов).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использована гепаринизированная 
плазма крови интактных животных (половозрелых 
самцов крыс и кроликов), хранившаяся в заморо-
женном виде при –20 °С. Образцы были получены 
в рамках экспериментальных исследований, прово-
димых в ЗАО «Санкт-Петербургский институт фар-
мации» и одобренных на заседаниях биоэтической 
комиссии, согласно нормативным документам, ре-
гулирующим проведение доклинических исследо-
ваний с использованием лабораторных животных 
(ГОСТ  33044-2014; Директива 2010/63/EU Евро-
пейского парламента и совета Европейского союза 
от 22.09.2010 и др.). В качестве плазмы крови чело-
века использована референтная нормальная пулиро-
ванная плазма (ООО «Технология стандарт», Россия).

Для каждого типа плазмы было подготовлено 
по 8  проб, не менее чем в двукратной повторности 
каждая. Особенности пробоподготовки представлены 
в таблице 1, общая схема была следующей: в пласти-
ковую центрифужную пробирку вместимостью 2 мл 
(типа «Эппендорф») помещали 0,2 мл плазмы крови, 
прибавляли осадитель (0,6 мл ацетонитрила или 0,8 мл 
метанола), встряхивали в течение 30 с на шейкере 
Vortex-2 (IKA, Германия). Затем пробы центрифуги-
ровали 15  мин при 3000  об/мин (центрифуга лабо-
раторная медицинская LMC-3000, ООО  «BioSan», 

Латвия) или при 10  000  об/мин (микроцентрифуга 
Z  216  V-2, Hermle Labortechnik GmbH, Германия). 
Надосадочную жидкость отделяли, для проб 2, 4, 6 
и 8 пропускали через картридж Phree Phospholipid Re-
moval вместимостью 1 мл (кат. № 8B-S133-TAK, серия 
S417-0036, Phenomenex, США) с помощью 12-пози-
ционной установки для ТФЭ (Phenomenex, США). 
Далее для всех проб растворитель удаляли, к сухому 
остатку прибавляли 0,2  мл метанола, встряхивали 
на шейкере Vortex-2 (IKA, Германия) в течение 30 с, 
пробу переносили в виалу для автосамплера и дозиро-
вали в ВЭЖХ-систему.

Анализ выполнен на жидкостном хроматографе 
высокого давления LC-20 Prominence (Shimadzu, 
Япония) с диодно-матричным детектором и колон-
кой Luna® C18(2) 150×4,6 мм (размер частиц сорбен-
та 5 мкм) и предколонкой (3 мм), заполненной тем 
же сорбентом (Phenomenex, США), элюирование 
проводили смесью 0,03% раствора трифторуксусной 
кислоты (ТФУ) (фаза  А) и ацетонитрила (фаза  Б) 
в трех хроматографических режимах:

-  режим 1 — градиентный (табл. 2);
-  режим 2 — изократический, соотношение фаз 

А:Б 75:25 (для гидрофильных аналитов);
-  режим 3 — изократический, соотношение фаз 

А:Б 35:65 (для гидрофобных аналитов).
Скорость подачи элюента 1 мл/мин, дозируе-

мый объем пробы 20 мкл, детектирование — диод-
но-матричное сканирование в диапазоне длин волн 
220–340 нм, обработка хроматограмм выполнена 
при длинах волн 220, 254 и 295 нм.

Регистрация и обработка хроматограмм вы-
полнена с помощью программного обеспечения 
LabSolution (Shimadzu, Япония). В качестве кри-
терия количественной оценки фонового сигнала 
выбрана суммарная площадь всех пиков, зарегистри-
рованных на хроматограмме. Для статистической 
обработки данных использовали программное обес
печение Microsoft Office Excel 2007.

Таблица 1. Условия подготовки проб плазмы крови

Table 1. Conditions for the preparation of blood plasma samples

№ пробы
Sample 

No.

Осадитель (соотношение 
плазма:осадитель, по объему)

Precipitation agent 
(plasma:precipitation agent, v/v)

Центрифугирование
Centrifugation Использование твердо-

фазной экстракции
SPEСкорость (об/мин)

Speed (rpm)
Время (мин)
Time (min)

1

Ацетонитрил (1:3)
Acetonitrile (1:3)

3000 15
Нет/No

2 Да/Yes

3
10 000 15

Нет/No

4 Да/Yes

5

Метанол (1:4)
Methanol (1:4)

3000 15
Нет/No

6 Да/Yes

7
10 000 15

Нет/No

8 Да/Yes
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Основные элементы аналитической процеду-
ры выбраны нами на основании ретроспективного 
анализа и систематизации собственного экспери-
ментального опыта по разработке и валидации био-
аналитических методик для нескольких десятков 
различных фармацевтических субстанций синтети-
ческого происхождения (более 50 веществ). Базовые 
варианты пробоподготовки (осаждение ацетонитри-
лом или метанолом) с последующей заменой рас-
творителя оказались эффективны примерно в 64% 
случаев; смеси 0,03% раствора ТФУ и ацетонитрила 
использованы в качестве элюента примерно в 47% 
случаев; изократические режимы удалось подобрать 
для 68% объектов. На основании накопленной ин-
формации был выбран один усредненный градиент-
ный режим (режим 1, табл. 2) и два изократических 
режима с меньшим и бόльшим содержанием органи-
ческого компонента (ацетонитрила) в составе элюен-
та, условно ориентированные на анализ более гидро-
фильных (режим 2) и более гидрофобных (режим 3) 
целевых аналитов. Также были выбраны три волны 
детектирования (220, 254 и 295 нм), относящиеся 
к трем наиболее часто используемым областям УФ-
спектров (205–220, 220–254 и 270–295 нм). Соотно-
шения плазма:осадитель 1:3 для ацетонитрила и 1:4 
для метанола выбраны в связи с тем, что в ходе пред-
варительных исследований для этих вариантов уста-
новлена наиболее полная очистка от белка, а также 
они рекомендованы в инструкции по использованию 
картриджей для ТФЭ4.

Для всех видов плазмы и для всех режимов элю-
ирования наблюдали схожую хроматографическую 
картину: в начальной области (первые 3 мин ана-
лиза) регистрировали группу достаточно интенсив-
ных, плохо разделенных пиков наиболее гидрофиль-
ных и наименее удерживаемых компонентов, далее 
по всей хроматограмме регистрировали значитель-
ное количество минорных пиков и колебаний ба-
зовой линии, сумму площадей которых (в условных 
единицах интегратора, усл. ед.) считали суммарным 
фоновым сигналом (рис. 1).

В таблице 3 представлены полученные резуль-
таты оценки уровня фонового сигнала при ВЭЖХ-
УФ-анализе в трех хроматографических режимах 
при трех длинах волн проб трех типов плазмы крови 

(крысы, кролика и человека) с использованием раз-
личных условий пробоподготовки.

Сопоставление данных, представленных в таб
лице 3, позволяет сделать ряд следующих заключе-
ний. Суммарное значение фонового сигнала зависит 
от природы биообразцов, по крайней мере, для трех 
исследованных видов плазмы крови. Например, 
для градиентного режима (режим 1) при длине вол-
ны детектирования 220 нм получены значения око-
ло (17–40)×106 усл. ед. для плазмы крови крысы, 
около (22–36)×106 усл. ед. для плазмы крови кро-
лика и около (20–25)×106 усл. ед. для плазмы кро-
ви человека. На рисунке 2 представлена диаграмма, 
иллюстрирующая средние значения фонового сиг-
нала для различных видов плазмы крови при трех 
длинах волн детектирования по результатам анализа 
в режиме 1. Схожие изменения наблюдали в других 
режимах хроматографирования и для других длин 
волн детектирования.

Полученные данные в целом свидетельствуют 
о том, что уровень фонового сигнала плазмы кро-
ви кролика имеет тенденцию к снижению по срав-
нению с аналогичным параметром плазмы крови 
крыс (на 10–53%). То есть использование кроликов 
в качестве тест-системы для фармакокинетиче-
ских исследований при возможности выбора био-
логической модели предпочтительнее с точки зре-
ния дальнейшего анализа биообразцов. Отметим, 
что для плазмы крови человека были получены наи-
более низкие значения фонового сигнала (на 30–70% 
ниже, чем для плазмы крови крыс). Кроме того, 
для плазмы крови человека во всех случаях наблю-
дали более узкий диапазон значений, а для проб 
плазмы крови крысы  — наиболее широкий. Таким 
образом, суммарный фоновый сигнал плазмы крови 
кролика ближе по значениям к аналогичному пара-
метру плазмы крови человека по сравнению с плаз-
мой крови крысы. Это подтверждает преимущества 
использования данного вида лабораторных живот-
ных в доклинических исследованиях, предполага-
ющих анализ содержания лекарственного вещества 
в образцах плазмы крови. Наиболее часто эту задачу 
ставят в экспериментах по изучению фармакокине-
тики и токсикокинетики лекарственных препара-
тов, для которых основными биологическими тест-
системами являются крысы и кролики.

Увеличение длины волны позволяет снизить 
уровень фонового сигнала для всех видов плазмы 
крови во всех использованных режимах. Так, на-
пример, для проб плазмы крови крысы в градиент-
ном режиме (режим 1) уровень фонового сигнала 
составил около (17–40)×106 усл. ед. с детектирова-
нием при 220 нм, около (0,8–13)×106 усл.  ед. с детек-
тированием при 254 нм и около (0,9–13)×106 усл. ед. 
с детектированием при 295 нм (рис. 2). Аналогичные 

Таблица 2. Градиентный режим элюирования

Table 2. Gradient elution mode

Время, мин
Time, min

Фаза А
Phase A

Фаза Б
Phase B

0 80 20

10 35 65

4 	Improve your LC/MC analysis with Phree phospholipid removal solutions. Phenomenex, USA; 2014.
	 Phree™ phospholipid removal solutions. General Protocol. Phenomenex, USA; 2013.
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Влияние условий пробоподготовки и режима хроматографирования на уровень фонового сигнала при ВЭЖХ-УФ-анализе плазмы крови
Effect of Sample Preparation and Chromatographic Conditions on Background Signal Level in HPLC-UV Analysis of Blood Plasma
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Рис. 1. Типичные хроматограммы образцов плазмы крови после обработки ацетонитрилом, без твердофазного экстраги­
рования, с центрифугированием при 3000 об/мин, условия анализа: колонка Luna® C18(2) 150×4,6 мм (5 мкм), элюирование 
смесью 0,03% трифторуксусная кислота — ацетонитрил в градиентном режиме от 20 до 65% ацетонитрила за 10 мин, 
скорость потока 1 мл/мин, детектирование при 220 нм: (a) плазма крови крысы; (b) плазма крови кролика; (c) плазма 
крови человека

Fig. 1. Typical chromatograms of blood plasma samples after treatment with acetonitrile, without solid phase extraction, centrifuged at 
3000 rpm; chromatographic conditions: Luna® C18(2) column 150×4.6 mm (5 μm), elution with 0.03% trifluoroacetic acid—acetoni­
trile in a gradient elution mode from 20 to 65% acetonitrile in 10 minutes, flow rate of 1 mL/min, detection at 220 nm: (a) rat plasma; 
(b) rabbit plasma; (c) human plasma

a

b

c
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изменения наблюдали в других режимах хроматогра-
фирования, а также для других типов плазмы крови. 
Снижение уровня сигнала при переходе от 220 к 254 
или 295 нм достаточно существенное — для плазмы 
крови крысы в среднем в 3–4 раза, для плазмы кро-
ви кролика — в 5–6 раз и более, для плазмы крови 
человека — в 5–13 раз. В то же время уровень фоно-
вого сигнала при 254 и 295 нм примерно одинаков. 
То есть при выборе длины волны детектирования 
для минимизации фонового влияния матрицы важ-
но сместиться из ближневолнового диапазона (205–
220 нм) в более длинноволновую область. Дальней-
ший выбор конкретной длины волны в большей 
степени зависит от свойств целевого аналита (поло-
жение максимума в УФ-спектре), чем от фонового 

влияния матрицы. Влияние выбора длины волны 
на величину фонового сигнала наиболее выражено 
для плазмы крови человека.

Уровень фонового сигнала в градиентном ре-
жиме хроматографирования образцов и в изокра-
тических режимах приблизительно одинаков. Так, 
на примере проб плазмы крови крыс уровень фо-
нового сигнала с детектированием при 220  нм сос
тавил около (17–40)×106 усл. ед. для режима 1, 
около (10–37)×106  усл. ед. для режима 2 и около 
(5,5–35)×106 усл. ед. для режима  3. Схожие уров-
ни сигнала были получены и на других длинах волн 
для трех типов плазмы крови. Следовательно, выбор 
хроматографического режима для биоаналитических 
исследований определяется прежде всего свойствами 

Таблица 3. Значения суммарного фонового сигнала при ВЭЖХ-УФ-анализе проб плазмы крови (×106 усл. ед., X
—

 ± SD, n = 2)

Table 3. Total background signal in HPLC-UV analysis of blood plasma samples (×106 mAU×c, X
—

 ± SD, n = 2)

Проба
Sample

Режим 1 / Mode 1 Режим 2 / Mode 2 Режим 3 / Mode 3

220 нм / 
nm

254 нм / 
nm

295 нм / 
nm

220 нм / 
nm

254 нм / 
nm

295 нм / 
nm

220 нм / 
nm

254 нм / 
nm

295 нм / 
nm

Плазма крови крысы / Rat blood plasma

1 30,0 ± 1,0 6,52 ± 0,02 7,01 ± 0,06 26,2 ± 0,6 6,44 ± 0,14 6,68 ± 0,08 23,2 ± 1,2 7,96 ± 0,10 7,77 ± 0,07

2 27,2 ± 0,1 5,08 ± 0,02 5,54 ± 0,01 23,8 ± 0,1 5,12 ± 0,03 5,31 ± 0,02 17,5 ± 0,2 5,90 ± 0,11 5,86 ± 0,10

3 27,2 ± 0,1 5,23 ± 0,09 5,67 ± 0,07 22,6 ± 1,9 5,24 ± 0,02 5,44 ± 0,03 18,1 ± 0,1 6,20 ± 0,04 6,02 ± 0,04

4 17,2 ± 0,7 0,75 ± 0,01 0,88 ± 0,01 10,2 ± 1,0 0,99 ± 0,07 1,00 ± 0,03 5,42 ± 0,04 1,09 ± 0,01 1,03 ± 0,02

5 31,4 ± 1,2 7,82 ± 0,03 7,89 ± 0,01 28,3 ± 1,1 7,93 ± 0,25 7,88 ± 0,04 23,6 ± 0,1 9,32 ± 0,15 9,02 ± 0,01

6 40,0 ± 0,1 12,9 ± 0,1 12,6 ± 0,1 35,3 ± 0,9 12,2 ± 0,5 11,7 ± 0,3 30,6 ± 0,1 14,7 ± 0,1 13,6 ± 0,1

7 40,4 ± 0,5 13,2 ± 0,1 13,3 ± 0,1 36,8 ± 1,4 13,6 ± 0,1 13,3 ± 0,2 34,6 ± 0,5 15,1 ± 0,2 14,5 ± 0,2

8 25,4 ± 0,3 3,92 ± 0,01 4,09 ± 0,09 19,4 ± 0,4 4,16 ± 0,10 4,24 ± 0,06 15,2 ± 0,1 4,57 ± 0,05 4,53 ± 0,04

Плазма крови кролика / Rabbit blood plasma

1 26,2 ± 0,2 3,96 ± 0,01 3,01 ± 0,04 21,8 ± 0,2 4,11 ± 0,01 2,97 ± 0,01 13,7 ± 2,3 4,09 ± 0,89 2,93 ± 0,65

2 25,3 ± 0,3 3,52 ± 0,01 2,78 ± 0,01 20,8 ± 1,3 3,78 ± 0,03 2,87 ± 0,01 15,8 ± 0,1 4,62 ± 0,04 3,44 ± 0,04

3 22,3 ± 0,1 1,75 ± 0,09 0,82 ± 0,01 18,8 ± 0,1 2,02 ± 0,02 1,02 ± 0,03 12,7 ± 0,1 2,30 ± 0,02 1,17 ± 0,09

4 26,5 ± 0,1 4,77 ± 0,02 4,46 ± 0,01 22,6 ± 0,2 4,78 ± 0,08 4,26 ± 0,07 16,0 ± 0,1 5,56 ± 0,10 4,87 ± 0,01

5 28,8 ± 0,1 5,88 ± 0,02 4,74 ± 0,02 25,3 ± 0,3 6,03 ± 0,08 4,67 ± 0,07 19,6 ± 0,3 7,10 ± 0,06 5,49 ± 0,05

6 23,9 ± 0,1 2,70 ± 0,02 1,89 ± 0,15 18,4 ± 0,1 2,90 ± 0,06 2,09 ± 0,14 13,8 ± 0,1 3,32 ± 0,01 2,38 ± 0,02

7 28,3 ± 0,1 5,24 ± 0,08 4,08 ± 0,02 24,3 ± 0,2 5,40 ± 0,01 4,06 ± 0,05 18,7 ± 0,3 6,30 ± 0,11 4,73 ± 0,06

8 35,8 ± 0,1 10,35 ± 0,03 9,39 ± 0,06 19,4 ± 0,4 4,16 ± 0,10 4,24 ± 0,06 27,2 ± 0,4 12,2 ± 0,2 10,4 ± 0,1

Плазма крови человека / Human blood plasma

1 20,9 ± 0,1 1,60 ± 0,01 1,90 ± 0,01 14,2 ± 1,9 2,11 ± 0,31 2,25 ± 0,03 10,8 ± 0,2 3,10 ± 0,01 2,66 ± 0,02

2 20,6 ± 0,1 1,49 ± 0,01 1,91 ± 0,01 13,0 ± 1,1 1,69 ± 0,01 2,01 ± 0,01 11,6 ± 0,1 3,02 ± 0,01 2,57 ± 0,03

3 22,1 ± 0,1 2,06 ± 0,09 2,18 ± 0,01 16,1 ± 0,6 2,42 ± 0,01 2,31 ± 0,01 13,1 ± 0,2 3,50 ± 0,01 2,90 ± 0,01

4 21,3 ± 0,1 1,59 ± 0,01 1,63 ± 0,01 13,7 ± 0,6 1,85 ± 0,01 1,90 ± 0,01 10,6 ± 0,1 2,42 ± 0,03 2,18 ± 0,03

5 20,2 ± 0,1 1,55 ± 0,01 1,56 ± 0,01 14,8 ± 1,0 1,84 ± 0,03 1,86 ± 0,04 11,8 ± 0,2 3,40 ± 0,02 2,57 ± 0,03

6 21,4 ± 0,1 1,91 ± 0,10 1,84 ± 0,01 13,8 ± 0,1 2,32 ± 0,03 1,98 ± 0,01 12,7 ± 0,5 2,98 ± 0,03 2,44 ± 0,01

7 20,5 ± 0,3 2,12 ± 0,09 2,08 ± 0,01 16,2 ± 1,1 2,58 ± 0,01 2,37 ± 0,01 12,9 ± 0,1 4,22 ± 0,03 3,17 ± 0,05

8 24,7 ± 0,1 4,08 ± 0,26 4,26 ± 0,05 19,8 ± 0,1 4,55 ± 0,05 4,38 ± 0,03 15,0 ± 0,1 5,70 ± 0,10 5,03 ± 0,02

Примечание. X
—

 ± SD — среднее значение суммарного фонового сигнала и стандартное отклонение для числа испытаний n.
Note. X

—
 ± SD—mean total background signal, and standard deviation for n tests.
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Влияние условий пробоподготовки и режима хроматографирования на уровень фонового сигнала при ВЭЖХ-УФ-анализе плазмы крови
Effect of Sample Preparation and Chromatographic Conditions on Background Signal Level in HPLC-UV Analysis of Blood Plasma

целевого аналита, и влияние условий элюирования 
на величину фонового сигнала матрицы незначи-
тельно.

Для проб после пробоподготовки с ацетонитри-
лом (пробы 1–4 для каждого из трех типов плазмы 
крови) уровень фонового сигнала несколько мень-
ше, чем для проб после пробоподготовки с метано-
лом (пробы 5–8). Так, для проб плазмы крови крысы 
в градиентном режиме (режим 1) с детектировани-
ем при 220  нм уровень фонового сигнала составил 
(25,4 ± 5,2)×106 усл. ед. при обработке ацетонитрилом 
и (34,3 ± 6,7)×106 усл. ед. при обработке метанолом 
(различия статистически достоверны при уровне зна-
чимости p  = 0,05). Аналогичные изменения наблю-
дали независимо от режимов хроматографирования, 
типа плазмы крови и длин волн детектирования.

Изменение режима центрифугирования  — 
3000 об/мин (пробы 1, 2, 5, 6) или 10 000 об/мин (про-
бы 3, 4, 7, 8) — в целом не оказывает значимого вли-
яния на уровень фонового сигнала. Только для проб 
плазмы крови крысы, обработанных ацетонитрилом, 
выявлено некоторое снижение уровня фонового 
сигнала при увеличении скорости центрифугирова-
ния — (27–30)×106 усл. ед. для проб 1, 2 (3000 об/мин) 
и (17–27)×106 усл. ед. для проб 3, 4 (10 000 об/мин, 
на примере режима 1 при длине волны детектиро-
вания 220 нм). Для проб, обработанных метанолом, 
а также для других типов плазмы крови снижения 
уровня фонового сигнала при более жестких усло-
виях центрифугирования не выявлено. То есть при-
менение более производительного оборудования 
для улучшения качества очистки биопроб для ВЭЖХ-
УФ-анализа в общем случае нецелесообразно.

Введение в процедуру пробоподготовки стадии 
ТФЭ не оказало существенного влияния на уровень 
фонового сигнала. При сопоставлении данных, по-
лученных без ТФЭ (пробы 1, 3, 5, 7) и с ТФЭ (про-
бы 2, 4, 6, 8), для трех типов плазмы с применением 
двух типов осадителей и двух режимов центрифуги-
рования для некоторых пар проб отмечено сниже-
ние уровня фонового сигнала; для других получены 
схожие значения, а в ряде случаев выявлено повы-
шение уровня фонового сигнала. По-видимому, 
выявленные отличия носили случайный характер, 
не позволили выявить строгих закономерностей, 
и следует заключить, что процедура ТФЭ не ока-
зала существенного влияния на уровень фонового 
сигнала. Учитывая высокую стоимость картрид-
жей, являющихся индивидуальным расходным ма-
териалом для каждой пробы (вопросы регенерации 
картриджей требуют отдельного обсуждения и экс-
периментального подтверждения), данный подход, 
по крайней мере, в рассмотренном сочетании (тип 
картриджа и тип детектирования) не является ва-
риантом выбора. Более простые, традиционные 

приемы осадительной подготовки проб позволяют 
достаточно полно очистить биообразцы от компо-
нентов матрицы для последующего ВЭЖХ-анализа 
с УФ-детектированием.

Считают, что при подготовке биообразцов к даль-
нейшему ВЭЖХ-анализу необходимо очистить пробы 
от двух основных групп мешающих эндогенных ком-
понентов  — белков и липидных соединений, вклю-
чающих моно-, ди-, триглицериды и фосфолипиды5. 
Основным и наиболее простым способом избавления 
от белков является их осаждение. Для очистки от фос-
фолипидов мы применяли картриджи для ТФЭ, спе-
циально предназначенные для этой процедуры. Ока-
залось, что в случае ВЭЖХ с УФ-детектированием 
дополнительная очистка от фосфолипидов не снижа-
ет уровень фонового сигнала. Именно фосфолипиды 
(а также соли органических и неорганических кислот) 
считают причиной так называемого «матричного эф-
фекта», искажающего интенсивность сигнала целе-
вого аналита при ВЭЖХ с масс-спектрометрическим 
детектированием [8]. По-видимому, именно для их 
устранения эффективны варианты пробоподготов-
ки с ТФЭ, получившие широкое распространение 
в биоаналитических методиках с этим типом детек-
тирования. Можно предположить, что в варианте 
УФ-детектирования фоновый сигнал обусловлен 
компонентами не белковой (их осадили) и не фосфо-
липидной (их удаление не дает положительного эф-
фекта), а какой-то иной природы (ионы, витамины, 
короткие пептиды, нуклеиновые фрагменты и др.).

5	 Improve your LC/MC analysis with Pree phospholipid removal solutions. Phenomenex, USA. 2014. 6 p.
	 Phree™. Phospholipid removal solutions. General Protocol. Phenomenex, USA. 2013. 12 p.
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Рис. 2. Средние значения суммарного фонового сигнала для 
плазмы крови различных биологических видов при различных 
длинах волн детектирования на примере результатов анализа 
в градиентном режиме элюирования. Условия анализа те же, 
что указаны на рис. 1, вертикальными отрезками обозначены 
стандартные отклонения для числа испытаний n = 16

Fig. 2. Mean total background signal for blood plasma of different 
biological species at various detection wavelengths in the gradi­
ent elution mode. The chromatographic conditions were the same 
as shown in Fig. 1, the vertical error bars represent the standard 
deviations of the tests (n = 16)
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Рассмотренные факторы можно условно раз-
делить на две группы: связанные с процедурой 
подготовки проб (осадитель, условия центрифу-
гирования, включение стадии ТФЭ) и связанные 
с условиями хроматографического анализа (режим, 
длина волны детектирования). Среди первой груп-
пы факторов наибольшее значение для снижения 
фонового сигнала имеет выбор реагента для осаж-
дения белков  — предпочтительнее использовать 
ацетонитрил. Во второй группе факторов ключевое 
значение имеет выбор длины волны детектирова-
ния — необходимо стремиться выбирать длину вол-
ны в области специфического поглощения целевого 
аналита, что зависит от природы и свойств анализи-
руемого соединения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В результате проведенного исследования рас-
смотрено влияние природы осадителя, режима 
центрифугирования, включения стадии твердофаз-
ной экстракции в процедуру подготовки проб трех 
типов плазмы крови (крысы, кролика, человека) 
на уровень фонового сигнала при анализе методом 
ВЭЖХ-УФ в трех хроматографических режимах 
при трех длинах волн. Установлено, что уровень фо-
нового сигнала для плазмы крови человека и кро-
лика имеет тенденцию к снижению по сравнению 
с плазмой крови крыс. Фоновый сигнал практичес
ки не зависит от хроматографического режима, ин-
тенсивности центрифугирования и введения стадии 
ТФЭ. Наибольшее влияние на уровень фонового 

сигнала оказывают выбор осадителя при пробопод-
готовке (ацетонитрил предпочтительнее, чем мета-
нол) и выбор длины волны детектирования (следует 
по возможности избегать ближневолновой обла-
сти). Выявленные особенности процедуры подго-
товки проб и условий хроматографического анализа 
могут быть использованы при разработке и валида-
ции биоаналитических методик, применяемых в до-
клинических и клинических исследованиях.
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