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резюМе: разработаны методики качественного 
обнаружения оксибутирата с использованием методов 
ГХ-МС, вэЖХ-МС и кэФ-МС на уровне 0,1 мкг/мл, 
0,5 мкг/мл и 0,5 мкг/мл, соответственно.

Проведен сравнительный анализ методов ГХ-МС, 
вэЖХ-МС и кэФ-МС. на основании полученных 
данных, метод ГХ-МС предложен в качестве основно-
го скринингового метода обнаружения оксибутирата 
в моче человека для целей допинг-контроля.

разработанная методика позволяет достоверно 
идентифицировать оксибутират в моче человека, и 
может быть рекомендована в качестве скринингового 
и подтверждающего метода лабораториям, занима-
ющимся допинг-контролем. 

AbstrAct: Analytical methods for qualitative 
determination of gamma-hydroxybutyric acid (GHb) 
by means of cE-Ms, HPLc-Ms and Gc-Ms were 
developed. the detected concentrations for different 
techniques were 0.5 µg/mL, 0.5 µg/mL, and 0.1 µg/mL, 
respectively.

Different techniques were compared and discussed. 
Gc-Ms determination of GHb was recommended as 
method of choice for screening analysis for doping 
control purposes.

введение

γ-оксимаслянная кислота (ГоМк, оксибутират, 4-
гидроксибутировая кислота) является естественным 
компонентом организма млекопитающих (Сиволап, 
Савченков, 2000; костюченко, дьяченко, 2002), самые 
высокие концентрации его в организме человека обна-
ружены в мозге эмбриона и гипоталамусе взрослых. 
это вещество в относительно высоких концентрациях 
присутствует в биологических жидкостях, муску-
латуре, сердце и почках живых лиц (shead, Morley, 
1981; tunnicliff, 1992; Kavanagh  et al., 2001). ГоМк 
является синтетическим аналогом природного ме-
таболита, γ-аминомаслянной кислоты, выделенной 
из ткани мозга, относится к классу стимуляторов 
центральной нервной системы, применяется в качес-
тве фармацевтического препарата, как средство для 
неингаляционного наркоза, в офтальмологической 
практике у больных с первичной открытоугольной 
глаукомой, для лечения психопатических неврозов, 
профилактики гипоманиакальных и маниакальных 
состояний, в наркологии при лечении алкогольной 
и опиатной зависимости (Gallimberty et al., 1989; 
Gessa, 1990; bernasconi et al., 1992; Gallimberty et al., 
1992; Gallimberty  et al., 1993; Addolorato et al., 1999; 
Сиволап, Савченков, 2000; костюченко, дьяченко, 
2002). 

обладая седативным, ноотропным и выраженным 
антигипоксическим действием, ГоМк повышает 
устойчивость организма, в том числе тканей мозга, 
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сердца, а также сетчатки глаза, к кислородной недо-
статочности, является гипнотиком метаболического 
действия (лабори, 1970; лабори, 1974). в больших 
дозах вызывает сон и состояние наркоза; усиливает 
действие анальгезирующих и наркотических средств; 
характеризуется противошоковым действием (Сиво-
лап, Савченков, 2000; костюченко, дьяченко, 2002). 
в средних дозах он вызывает миорелаксацию и 
успокоение, которые создают отличные условия для 
естественного засыпания. оксибутират включен в 
"Перечень наркотических средств, психотропных 
веществ и их прекурсоров, подлежащих контролю 
в российской Федерации", в список III (Список 
психотропных веществ, оборот которых в россий-
ской Федерации ограничен и в отношении которых 
допускается исключение некоторых мер контроля в 
соответствии с законодательством российской Феде-
рации и международными договорами российской 
Федерации).

за последнее время всё чаще стали появляться 
случаи немедицинского использования оксибутирата, 
например, посетителями ночных клубов, которые 
используют его для получения опьяняющих эффектов 
типа эйфории, успокоения и расслабления мускулов, 
водителями, использующими его для восстановления 
сил. кроме того, также необходимо отметить приме-
нение данного препарата в спорте. культуристы и 
тяжелоатлеты употребляют оксибутират в качестве 
биоактивной пищевой добавки для увеличения уров-
ня соматотропного гормона (СтГ), следствие – нара-
щивание мышечной массы и уменьшение жировых 
отложений. отмечено также увеличение физической 
выносливости на фоне приема данного препарата. 
Многие спортсмены используют его в дополнение к 
стероидным циклам. Применяется также в стрельбе 
и некоторых других видах спорта. в последние годы 
он стал популярен в качестве энергезирующего и 
восстанавливающего силы препарата. использо-
вание спортсменами оксибутирата в дозировках, 
многократно превышающих терапевтические дозы, 
может вызвать острую остановку дыхания и леталь-
ный исход. в связи с этим определение оксибутирата 
– одна из проблем в допинговом контроле.

за последние пять лет стало появляться достаточ-
но много публикаций, касающихся аналитического 
определения оксибутирата в биологических жидкос-
тях человека различными аналитическими методами, 
однако в системе допинг-контроля данная проблема 
до настоящего момента оставалась открытой.

разрабатываемые методы определения оксибу-
тирата должны не только отличаться высокой чувс-
твительностью и быть селективными, но и должны 
полностью удовлетворять всем требованиям, предъ-
являемым всемирным Антидопинговым Агентством 
(вАдА) к методам скрининга и подтверждения 
анализируемого вещества.

оксибутират, по классификации вАдА, относится 
к классу стимуляторов. По техническому документу 
вАдА данный класс соединений необходимо надежно 
обнаруживать на уровне 0,5 мкг/мл при установ-
ленных критериях идентификации запрещенных 

допинговых препаратов (wADA technical Document, 
2003). При этом нами были учтены положения 
международного стандарта "GLP" и отечественных 
стандартов ГоСт р иСо 5725-1-2002 и ГоСт р иСо 
5725-2-2002 (wADA technical Document, 2004; ГоСт 
р иСо 5725-1-2002, 2002). 

экспериментальная часть

Материалы и методы.
в настоящей работе мы использовали 20% 

водный раствор оксибутирата натрия в ампулах по 
10 мл для внутривенного введения, производства 
рижского химфармзавода №6, который применялся 
в эксперименте in vivo; для разработки методов 
анализа оксибутирата в биологических жидкостях 
человека использовали γ-гидроксибутират натрия 
фирмы "sigma-Aldrich, co " (Германия), в качестве 
внутреннего стандарта использовали 3-гидрокси-2-
фенилпропионовую кислоту (tropic) фирмы "sigma-
Aldrich, co " (Германия). Мочевину осаждали уреазой 
(6.000 ед.) фирмы "sigma-Aldrich, co" (Германия). 
для создания в биопробе pH 9.0-10.0 использовали 
гидроксид калия ч.д.а., фирмы "Борис" (Москва). 
для определения оксибутирата с использованием 
газовой хроматографии с масс-спектрометрическим 
детектором (Gc-Ms) проводили его дериватизацию 
с использованием смеси N-метил-N-триметилсилил 
трифторацетамид (MstFA) "sigma-Aldrich, co" 
(Германия) / иодистый аммоний (NH4J) "ХиММед", 
(Москва) / дитиотреитол (Dтt) - "Helicon" (Москва). 
экстракция проводилась ацетонитрилом "Merck", 
(Германия) с добавлением сульфата натрия (Na2so4), 
ч.д.а., фирмы "ХиММед", Москва). элюенты для 
жидкостной хроматографии готовили из растворов 
99,9% муравьиной кислоты ("Merck", Германия) и 
99,8% метилового спирта ("Merck", Германия).

для определения оксибутировой кислоты в биопро-
бах методом вэЖХ-МС использовался жидкостной 
хроматограф с масс-селективным детектором "Agilent 
1100 series Lc-MsD trap" фирмы "Agilent technologies" 
(США). растворитель А – метанол (99,8%), раствори-
тель в – 0,1% водный раствор муравьиной кислоты 
(рн = 3,0).

элюирование проводилось в изократическом 
режиме (95% : 5% растворитель в / раствори-
тель А, соответственно). объём вводимой пробы 
– 5 мкл, подавался на колонку "Agilent Eclipse 
XDb-c18" фирмы "Agilent technologies" (США)  
(150 см × 2,1 мм × 5 мкм), 300ºС, ионизация элек-
троспреем (скорость потока распыляющего газа 
– 8 л/мин), температура капилляра составила 325ºС, 
при напряжении 3500 в. 

для определения оксибутировой кислоты в 
биопробах методом ГХ-МС использовался газовый 
хроматограф фирмы "Agilеnt technologies" (США) 
с масс-селективным детектором модели "6890 N" и 
"5973 inert".

разделение проводили на кварцевой капилляр-
ной колонке HP-5Ms (12,5 м × 0,2 мм × 0,11 мкм 
фирмы "Hewlett Packard" (США)). Скорость потока 
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– 2,1 мл/мин, стартовая температура 60ºС, затем 
со скоростью 5ºС/мин поднимали температуру до 
100ºС, с делением потока 20:1. Масс-спектры были 
получены электронной ионизацией в режиме полного 
ионного тока (tIc).

оксибутират методом кэФ-МС определя-
ли на приборе для капиллярного электрофореза 
фирмы "Agilent technologies" (Agilent capillary 
Electrophoresis system) с масс-селективным детекто-
ром модели "MsD EsI-ion trap sL" той же фирмы.

в работе использовался стандартный буфер для 
кэФ-МС (10 мМ ацетат аммония), доведенный до 
рн 14 (тэА). разделение проводилось на кварце-
вом капилляре beckman (100 см × 50 мкм). ввод 
пробы осуществлялся под давлением 0,5 psi/5 сек 
(1 psi = 6894,76 Па), приложенное напряжение 
– 25 кв, результирующий ток при этих условиях 
составил 40 мкА.

Приём препарата и сбор биологических проб 
мочи перед анализом.

три здоровых добровольца были проинформиро-
ваны об условиях приема препарата и сдачи анализа. 
Бланковая моча (моча, заведомо не содержащая иссле-
дуемого препарата) была собрана перед пероральным 
приемом 10 мл 20%-го раствора оксибутирата натрия 
(2 г). Полученные образцы хранились в стеклянной 
посуде при температуре -30ºС до начала проведения 
анализа.

Подготовка биопроб мочи к инструменталь-
ному анализу.

Подготовка биопроб мочи к анализу методом 
ГХ-МС, без добавления уреазы.

Аликвоту исследуемого образца мочи в размере 
500 мкл отбирали из ёмкости одноразовым меди-
цинским шприцем и переносили в пластиковую тубу 
на 2 мл. в пробу добавляли внутренний стандарт 
(тропик, [c] = 20 мкг/мл) в размере 100 мкл. 

для того, чтобы избежать образования бутиро-
лактона, который образуется из γ-гидроксибутирата 
в кислой среде, к моче добавляли отмеренный 0,1 н 
раствор Naон в метаноле. Полученный рн мочи 
контролировали путем сравнения окраски смоченной 
полоски индикаторной бумаги со шкалой. При этом 
значение рн среды не должно выходить за пределы 
13,0-14,0. к моче добавляли 1 мл ацетонитрила и 
5 мг Na2so4. экстракция проводилась в экстракторе 
в течение 3 мин. Смесь центрифугировали (20ºС, 
2500 об/мин, 5 мин) для получения контрастной 
поверхности раздела между фазами. При помощи 
автоматического дозатора 900 мкл верхнего слоя 
переносили в стеклянную пробирку со шлифом. 
Полученный экстракт упаривали до сухого остатка 
на роторном испарителе.

образцы дериватизировали добавлением к сухому 
остатку микрошприцем 100 мкл смеси MstFA/NH4J/
Dtt и оставляли на 20 минут в нагревателе при 
температуре 70°c. затем смесь переносили в виалы 
для ГХ-МС анализа на 100 мкл, 1 мкл полученного 
раствора вводился в систему ГХ-МС.

Подготовка биопроб мочи к анализу методом 
ГХ-МС с добавлением уреазы.

Аликвоту исследуемого образца мочи в размере 
500 мкл отбирали из ёмкости одноразовым меди-
цинским шприцем и переносили в пластиковую тубу 
на 2 мл. в пробу добавляли внутренний стандарт в 
размере 100 мкл.

для осаждения мочевины к собранному элюенту 
добавляли уреазу (активность 6000 ед). инкубиро-
вание проводилось при т = 37ºС, 30 мин.

Последующие операции аналогичны, операциям, 
проводимым после создания рн среды по методике 
пробоподготовки мочи к ГХ-МС анализу без добав-
ления уреазы, указанной выше.

Подготовка биопроб мочи к анализу методом 
ВЭЖХ-МС.

Пробоподготовка образцов для анализа методом 
вэЖХ-МС проводилась тем же способом, что и 
пробоподготовка для ГХ-МС без добавления уреа-
зы, исключая стадию дериватизации. Сухой остаток 
растворяли в метаноле.

Подготовка биопроб мочи к анализу методом 
КЭФ-МС.

Аликвоту исследуемого образца мочи разбавляли 
дистилированной водой в соотношении 1:4. для пре-
дотвращения лактонизации γ-оксибутировой кислоты 
добавляли 0,1 н раствор натрия гидроксида. Полу-
ченный рн мочи контролировали путем сравнения 
окраски смоченной полоски индикаторной бумаги 
со шкалой. При этом значение рн среды не должно 
выходить за пределы 13,0-14,0.

ообсуждение и результаты

для обнаружения оксибутирата в моче человека 
методом ГХ-МС основным препятствующим факто-
ром является мочевина. Поэтому, наряду с анализом 
масс-спектра оксибутирата, мы проанализировали 
масс-спектр мочевины и выяснили, что масс-спектры 
этих соединений имеют один и тот же базовый ион 
– m/z 147, а также ряд ионов с меньшей интенсив-
ностью – m/z 204, 73.

Анализ оксибутирата методом ГХ/МС осущест-
влялся с использованием двух способов пробопод-
готовки для извлечения данного соединения из мочи 
человека:

1. без уреазы
2. с уреазой (для осаждения мочевины)

и двух способов детектирования:
1. режим сканирования в полном ионном токе
2. режим сканирования по выделенным ионам
Были получены масс-спектры оксибутирата и 

мочевины (мешающий агент).
Метод сканирования в режиме полного ионного 

тока без использования уреазы не позволяет нам 
получить чистый масс-спектр оксибутирата при этих 
условиях (рис.1). из рисунка 1 видно, что помимо 
ионов, характерных для оксибутирата (m/z 117, 143, 
147, 204 и 233), в спектре присутствуют также ионы, 
характерные для мочевины (m/z 147, 189 и 204), сле-
довательно метод не является селективным.

одним из вариантов решения проблемы ухода 
от мешающего пика мочевины может быть переход 
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с режима сканирования по полному ионному току в 
режим сканирования по выбранным ионам (sIM).

После сравнительного анализа масс-спектров окси-
бутирата и мочевины, в качестве характерных ионов для 
оксибутирата были выбраны следующие ионы: m/z 117, 
143 и 233. на рисунке 2 представлены сравнительные 
хроматограммы пробы, заведомо не содержащей 
оксибутират, и трех проб с добавкой оксибутирата в 
концентрациях 0,1 мкг/мл, 0,5 мкг/мл и 1 мкг/мл.

результаты работы показали, что с помощью 
представленного метода обнаружения оксибутирата 
в моче человека повышается чувствительность и 
надежность определения данного соединения. этот 
способ анализа может использоваться в качестве 
скринингового для обнаружения оксибутирата в 
моче человека.

другим вариантом решения проблемы ухода от 
мешающего пика мочевины может быть химический, 
а именно, использование уреазы на стадии подготовки 
образца к анализу.

Метод подготовки биопроб мочи с уреазой, 
так же как и режим сканирования по выбранным 
ионам, позволяет избавиться от мешающего пика 
мочевины (рис. 3, 4, 5) и, тем самым, повысить чувс-
твительность, селективность и надежность метода 
обнаружения оксибутирата в моче человека. Предел 
детектирования оксибутирата составил 0,1 мкг/мл, 
что позволяет использовать данный метод в качестве 
метода, подтверждающего наличие оксибутирата в 
моче человека. основным преимуществом данного 
метода, в отличие от метода без уреазы, является 
надежная идентификация, так как, в конечном итоге, 
имеем полный масс-спектр соединения (рис. 6). 

для анализа оксибутирата с помощью метода вэЖХ/
МС использовали два способа детектирования:

- режим МС
- режим МС/МС
Масс спектры, полученные как в условиях от-

рицательной ионизации, так и в условиях положи-
тельной ионизации, не являются информативными. 
для надежной идентификации оксибутирата в моче 
человека необходимо не менее 3 характеристических 

масс в спектре.
Масс-спектры, полученные в режиме МС/МС, при 

котором выделенный ион (m/z = 103) подвергается 
вторичной фрагментации, являются более информа-
тивными, чем масс-спектры, полученные в режиме 
полного сканирования, однако режим не удовлетво-
ряет критериям вАдА по пределу детектирования 
(Пд = 1 мкг/мл). 

Метод кэФ-МС/МС для обнаружения оксибути-
рата в моче человека, на наш взгляд, является самым 
перспективным. Пробоподготовка биологической 
жидкости минимальна, что уменьшает время и за-
траты на проведение анализа. однако, как показали 
наши исследования, метод сильно зависит от элект-
ропроводности мочи. По этой причине, не смотря на 
легкую методику пробоподготовки и низкий уровень 
предела детектирования – 0,5 мкг/мл, нам пришлось 
отказаться от использования метода кэФ-МС в 
рутинном скрининговом анализе для определения 
оксибутирата в моче человека.

на основании полученных данных проведенного 
сравнительного анализа методов ГХ-МС, вэЖХ-МС 
и кэФ-МС, метод ГХ-МС был предложен в качестве 
основного скринингового метода обнаружения окси-
бутирата в моче человека. разработанная методика 
позволяет достоверно идентифицировать оксибути-
рат в моче человека, и может быть рекомендована в 
качестве скринингового и подтверждающего метода 
лабораториям, занимающимся допинг-контролем.

Рисунок 1. Масс-спектр оксибутирата, выделенного 
из мочи человека ([c] = 1 мкг/мл)

Рисунок 2. Хроматограммы по выделенным ионам (m/z 117, 143 и 233), полученные при различных концентрация 
оксибутирата
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Рисунок 3. Хроматограмма образца с добавкой 
оксибутирата ([c] = 0,5 мкг/мл), приготовленного с 
уреазой, представленная по выделенным характерным 
ионам оксибутирата (m/z 117, 143, и 233)

Рисунок 4. Хроматограмма образца, приготовленного 
без использования уреазы, прописанная по 
характеристическим массам мочевины (m/z 147, 189 
и 204).

Рисунок 5. Хроматограмма образца, приготовленного 
с  использованием уреазы,  прописанная по 
характеристическим массам мочевины (m/z 147, 189 
и 204)

Р и с у н о к  6 .  Ма с с - с п е кт р  о кс и бу т и р а т а   
([c] = 0,5 мкг/мл)
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