
ÐÅÇÞÌÅ: Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðåäñòàâëåíà
âîçìîæíîñòü ïðèìåíåíèÿ ÂÝÆÕ-ÌÑ/ÌÑ-ìåòîäà
â óñëîâèÿõ ýëåêòðîðàñïûëèòåëüíîé èîíèçàöèè ïðè
àòìîñôåðíîì äàâëåíèè äëÿ îïðåäåëåíèÿ êåòî- è
ãèäðîêñèñòåðîèäîâ â ìî÷å ÷åëîâåêà íà óðîâíå 0,1—
1,0 íã/ìë. Äëÿ ðàçðàáîòêè ÂÝÆÕ-ÌÑ/ÌÑ-ìåòî-
äîâ, ïîçâîëÿþùèõ îïðåäåëÿòü âåñü ñïåêòð àíàáî-
ëè÷åñêèõ ñòåðîèäîâ, íàìè áûëî îòîáðàíî äëÿ èçó-
÷åíèÿ 21 ñîåäèíåíèå, êîòîðûå, â ñâîþ î÷åðåäü, áûëè
ðàçäåëåíû íà øåñòü ãðóïï â ñîîòâåòñòâèè ñ èõ õè-
ìè÷åñêèì ñòðîåíèåì: íàëè÷èå äâîéíûõ ñâÿçåé, 3-
êåòî- è/èëè 3(17)-ãèäðîêñèãðóïï, íàëè÷èå çàìåñ-
òèòåëåé ïðè Ñ-17. Áûëè ïîëó÷åíû ÌÑ/ÌÑ-ñïåêò-
ðû è âðåìåíà óäåðæèâàíèÿ äëÿ êàæäîãî ñîåäèíå-
íèÿ (íàòèâíûå ñòåðîèäû, îêñèì- è ïèêîëèíîèë-
ïðîèçâîäíûå ñòåðîèäîâ). Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç èñ-
ïîëüçóåìûõ ìåòîäîâ äåðèâàòèçàöèè ïîêàçàë, ÷òî
ÂÝÆÕ-ÌÑ/ÌÑ-îïðåäåëåíèå êåòîñòåðîèäîâ â âèäå
îêñèìíûõ ïðîèçâîäíûõ è ãèäðîêñèñòåðîèäîâ â âèäå
ïèêîëèíîèëîâûõ ïðîèçâîäíûõ àíàáîëè÷åñêèõ ñòå-
ðîèäîâ ïîçâîëÿåò ïîâûñèòü ïðåäåë äåòåêòèðîâà-
íèÿ â 10—15 ðàç ïî ñðàâíåíèþ ñ ÂÝÆÕ-ÌÑ/ÌÑ-
ìåòîäîì íàòèâíûõ ñîåäèíåíèé.

ABSTRACT: The use of derivatization procedures
with the formation of oxime and picolinoyl deriva-
tives of anabolic steroids following HPLC-ESI-MS/MS
analysis was proposed. The limit of detection for eval-
uated procedures was between 0.1—1.0 ng/ml of hu-
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man urine. Twenty one anabolic agents were selected
and divided into six groups depending on the presence
or absence of double bonds, 3-keto and/or 3(17)-hy-
droxy groups and different subsistents at C-17 position
in sterane core for the purposes of complex HPLC-
MS/MS analysis. The retention time and MS/MS spec-
tra were obtained for each analyte (native steroids, oxime
and picolinoyl derivatives). The comparison analysis of
derivatization procedures showed that the use of
HPLC-MS/MS methods for anabolic steroids in forms
of oxime and picolinoyl derivatives provided 10—15
times higher ESI response in SRM mode when com-
pared to those of underivatized molecules.

ÂÂÅÄÅÍÈÅ

Àíàáîëè÷åñêèå ñòåðîèäû (ÀÑ) âíåñåíû â ñïè-
ñîê çàïðåùåííûõ âåùåñòâ Âñåìèðíîãî àíòèäîïèí-
ãîâîãî àãåíòñòâà (ÂÀÄÀ) (Wada Prohibited List,
2010) è ÿâëÿþòñÿ ñàìûì ðàñïðîñòðàíåííûì êëàñ-
ñîì ñîåäèíåíèé, êîòîðûìè çëîóïîòðåáëÿþò ñïîðò-
ñìåíû äëÿ äîñòèæåíèÿ âûñîêèõ ñïîðòèâíûõ ðå-
çóëüòàòîâ (Wada Adverse Analytical Findings, 2008).

Â òå÷åíèå ïîñëåäíèõ ëåò â ïðàêòèêó àíòèäîïèí-
ãîâîãî è õèìèêî-òîêñèêîëîãè÷åñêîãî êîíòðîëÿ
ïðî÷íî âîøëè ìåòîäû âûñîêîýôôåêòèâíîé æèä-
êîñòíîé õðîìàòîãðàôèè â ñî÷åòàíèè ñ ìàññ-ñïåêò-
ðàëüíûìè äåòåêòîðàìè (ÂÝÆÕ-ÌÑ) íîâûõ âèäîâ
(Lui et al., 2000; Guan et al., 2005; Guan, Burlingame,
2006; Blasco et al., 2009; McKinney, 2009). Äëÿ îïðåäå-
ëåíèÿ ÀÑ â áèîëîãè÷åñêèõ ñðåäàõ ÷åëîâåêà è æè-
âîòíûõ ïðèìåíÿþò ðàçëè÷íûå âèäû õðîìàòî-ìàññ-
ñïåêòðîìåòðè÷åñêîãî îáîðóäîâàíèÿ. Îäíàêî íàèáî-
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ëåå ïðåäïî÷òèòåëüíûì îñòàåòñÿ ìåòîä ãàçîâîé õðî-
ìàòîãðàôèè â ñî÷åòàíèè ñ ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñ-
êèì äåòåêòîðîì (ÃÕ-ÌÑ) äëÿ îïðåäåëåíèÿ ÀÑ
(Ruth, 2001; McKinney, 2009). Íàðÿäó ñ êëàññè÷åñêè-
ìè ìåòîäàìè àíàëèçà îñîáîå âíèìàíèå óäåëÿåòñÿ
èäåíòèôèêàöèè ñòåðîèäíûõ ñîåäèíåíèé íà îñíîâå
âûñîêîýôôåêòèâíîé æèäêîñòíîé õðîìàòîãðàôèè è
òàíäåìíîé ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè (ÂÝÆÕ-ÌÑ/ÌÑ)
(Ma, Kim, 1997; Pozo et. al., 2007; Yamashita et al., 2007;
Pozo et al., 2008). Îñíîâíûì ëèìèòèðóþùèì ôàêòî-
ðîì ïðèìåíåíèÿ ÂÝÆÕ-ÌÑ-àíàëèçà äëÿ îïðåäå-
ëåíèÿ ÀÑ ÿâëÿåòñÿ íèçêàÿ ñòåïåíü èõ èîíèçàöèè.
Àíàáîëè÷åñêèå ñòåðîèäû â ñâîåé ñòðóêòóðå íå ñî-
äåðæàò êàêèõ-ëèáî ãðóïï ñ îñíîâíûìè è êèñëîò-
íûìè ñâîéñòâàìè, êîòîðûå ñïîñîáñòâîâàëè áû ïðî-
öåññàì èîíèçàöèè, è îáû÷íî òîëüêî íàëè÷èå 3-êåòî-
ãðóïïû, íàõîäÿùåéñÿ â êîíúþãàöèè ñ äâîéíîé ñâÿ-
çüþ (4-åí-3-êåòîñòåðîèäû), ïîçâîëÿåò ïðîõîäèòü
ïðîöåññó ïðîòîíèðîâàíèÿ. Îñíîâíûì íåäîñòàòêîì
ÂÝÆÕ-ÌÑ/ÌÑ-àíàëèçà ÀÑ ÿâëÿåòñÿ îòñóòñòâèå
öåíòðîâ ïðîòîíèðîâàíèÿ è, êàê ðåçóëüòàò, ïðîáëå-
ìû ñ äîñòèæåíèåì íåîáõîäèìîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè
(Higashi et al., 2002; Guan et. al., 2005). Òàêèì îáðàçîì,
äåðèâàòèçàöèÿ ñòåðîèäîâ ìîæåò óâåëè÷èòü ýôôåê-
òèâíîñòü èîíèçàöèè ñòåðîèäîâ è òåì ñàìûì ïî-
âûñèòü ÷óâñòâèòåëüíîñòü è ñïåöèôè÷íîñòü èõ îï-
ðåäåëåíèÿ. Ïðè èñïîëüçîâàíèè ýëåêòðîðàñïûëè-
òåëüíîé èîíèçàöèè ïðè àòìîñôåðíîì äàâëåíèè
ñòåðîèäû ìîäèôèöèðóþò, ââîäÿ â èõ ñòðóêòóðó ëèáî
ôðàãìåíò, íåñóùèé ïîñòîÿííûé çàðÿä, ëèáî ôðàã-
ìåíò, êîòîðûé ëåãêî èîíèçèðóåòñÿ (Highashi et. al.,
2004; Thevis et al., 2005; Pozo et al., 2008). Â äàííîé
ðàáîòå íàìè äëÿ äåðèâàòèçàöèè êåòîñòåðîèäîâ áûë
âûáðàí ãèäðîêñèëàìèí (Lui et al., 2000), à äëÿ ãèä-
ðîêñèñòåðîèäîâ áûë èñïîëüçîâàí ñìåøàííî-àí-
ãèäðèäíûé ìåòîä ñ ïîëó÷åíèåì ñîîòâåòñòâóþùèõ
ïèðèäèí-êàðáîêñèëàòíûõ ïðîèçâîäíûõ ñòåðîèäîâ
(Yamashita et al., 2007). Ñõåìà äåðèâàòèçàöèè êåòî- è
ãèäðîêñèñòåðîèäîâ ïðåäñòàâëåíà íà ðèñ. 1.

Òàêèì îáðàçîì, îñíîâíîé öåëüþ äàííîé ðàáî-
òû áûëà ðàçðàáîòêà ñâåðõ÷óâñòâèòåëüíûõ ÂÝÆÕ-
ÌÑ/ÌÑ-ìåòîäîâ îïðåäåëåíèÿ àíàáîëè÷åñêèõ ñòå-
ðîèäîâ â áèîëîãè÷åñêèõ æèäêîñòÿõ ÷åëîâåêà íà
îñíîâàíèè àíàëèçà ïðîäóêòîâ èõ äåðèâàòèçàöèè.

ÌÀÒÅÐÈÀËÛ È ÌÅÒÎÄÛ

Õèìè÷åñêèå ðåàêòèâû
Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñòàíäàðòíûå îáðàçöû

(îáðàçöû-ñâèäåòåëè) òðåíáîëîíà; áîëäèîíà; àíä-
ðîñòåíäèîíà; 1-àíäðîñòåíäèîíà; áîëäåíîíà (1-äå-
ãèäðîòåñòîñòåðîíà); 1-òåñòîñòåðîíà; àíäðîñò-1-åí-
3α-îë-17-îíà (ìåòàáîëèò 1-àíäðîñòåíäèîíà); àí-
äðîñòàíäèîíà; äåãèäðîýïèàíäðîñòåðîíà (ÄÃÝÀ);
àíäðîñò-4-åí-3α,17β-äèîëà; àíäðîñòåðîíà; 5-àíä-
ðîñòåí-3β,17α-äèîëà; ìåòàíäèåíîíà; 17α-ìåòèë-
òåñòîòåðîíà; ìåòèë-1-òåñòîñòåðîíà; ýïèìåòåíäè-
îëà; ìåñòàíîëîíà; ãåñòðèíîíà è òåòðàãèäðîãåñò-
ðèíîíà ôèðìû «Steraliods» (ÑØÀ). Ñòàíäàðòíûå
îáðàçöû òåñòîñòåðîíà; äèãèäðîòåñòîñòåðîíà (5α-
ÄÃÒ) è d

3
-òåñòîñòåðîíà (âíóòðåííèé ñòàíäàðò)

áûëè ïîëó÷åíû îò ôèðìû «Sigma-Aldrich» (ÑØÀ).
Ñîäåðæàíèå îñíîâíîãî êîìïîíåíòà âî âñåõ èñ-
ïîëüçóåìûõ â ðàáîòå ñòàíäàðòíûõ îáðàçöàõ-ñâè-
äåòåëÿõ áûëî íå íèæå 99,0%.

Â ðàáîòå áûëè èñïîëüçîâàíû ñëåäóþùèå õè-
ìè÷åñêèå ðåàêòèâû: ìåòàíîë ôèðìû «Merck», ìàð-
êèðîâêà LiChrosolv (Ãåðìàíèÿ); ãèäðîêñèä íàòðèÿ,
ãèäðîêñèä êàëèÿ ôèðìû è äèãèäðîôîñôàò êàëèÿ
ìîíîãèäðàò «Merck» (Ãåðìàíèÿ); ðåêîìáèíàíòíàÿ
ôîðìà β-ãëþêóðîíèäàçû E.Coli K12 ôèðìû «Roche
Diagnostics» (Ãåðìàíèÿ); ãèäðîêñèëàììîíèÿ õëî-
ðèä, ñóëüôàò àììîíèÿ, òðèýòèëàìèí (ÒÝÀ) è òåò-
ðàãèäðîôóðàí (ÒÃÔ) ôèðìû «Panreac Chemica SA»
(Èñïàíèÿ); ïèêîëèíîâàÿ êèñëîòà è 4-(äèìåòèëà-
ìèíî)-ïèðèäèí (ÄÌÀÏ) ôèðìû «Fluka» (Ãåðìà-
íèÿ); 2-ìåòèë-6-íèòðîáåíçîéíûé àíãèäðèä (2Ì-
6ÍÁÀ), òåðò-áóòèëìåòèëîâûé ýôèð (ÒÁÌÝ), ìóðà-

Ðèñ. 1. Ñõåìà ïîëó÷åíèÿ îêñèì- è
ïèêîëèíîèëïðîèçâîäíûõ àíàáîëè÷åñêèõ ñòåðîèäîâ

íà ïðèìåðå òåñòîñòåðîíà



âüèíàÿ êèñëîòà è àöåòàò àììîíèÿ ôèðìû «Sigma-
Aldrich» (ÑØÀ); êàðáîíàò êàëèÿ è áèêàðáîíàò íà-
òðèÿ ôèðìû «Õèììåä» (Ðîññèÿ).

Îáîðóäîâàíèå
Èññëåäîâàíèå ïðîâîäèëè íà õðîìàòî-ìàññ-

ñïåêòðîìåòðå ñ òðîéíûì êâàäðóïîëüíûì àíàëè-
çàòîðîì TSQ Quantum Ultra AM ôèðìû «Thermo
Finnigan» (ÑØÀ), îáîðóäîâàííîì âíåøíèì èñòî÷-
íèêîì èîíîâ ñ ýëåêòðîðàñïûëèòåëüíîé èîíèçà-
öèåé ïðè àòìîñôåðíîì äàâëåíèè, à òàêæå íàñîñîì
âûñîêîãî äàâëåíèÿ MS Pump Plus è àâòîñàìïëå-
ðîì Surveyor Autosampler Plus.

Õðîìàòîãðàôè÷åñêîå ðàçäåëåíèå ïðîâîäèëè ïðè
ïîñòîÿííîé òåìïåðàòóðå 30 °C íà êîëîíêå Pheno-
menex Luna C18 (150 õ 2 ìì; ðàçìåð ÷àñòèö 5µì,
ðàçìåð ïîð 100 À) ôèðìû «Phenomenex» (ÑØÀ).
Â êà÷åñòâå ìîáèëüíîé ôàçû èñïîëüçîâàëè 0,05%
ðàñòâîð ìóðàâüèíîé êèñëîòû (ðÍ 3,0) (À) è 90%
ðàñòâîð ìåòàíîëà (Â). Ïîñòîÿííàÿ ñêîðîñòü ïî-
òîêà ñîñòàâëÿëà 200  ìêë/ìèí. ÂÝÆÕ-ÌÑ àíàëèç
ïðîâîäèëñÿ â ðåæèìå ãðàäèåíòíîãî ýëþèðîâàíèÿ:
0 ìèí — (Â) 40%; 8 ìèí — (Â) 90%; 9 ìèí — (Â)
90%; 12 ìèí — (Â) 40%; 18 ìèí — (Â) 40%; îáùåå
âðåìÿ àíàëèçà ñîñòàâëÿëî 18 ìèí.

Ïðè õðîìàòî-ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêîì àíàëèçå
èîíèçàöèÿ îñóùåñòâëÿëàñü ýëåêòðîðàñïûëåíèåì
ïðè àòìîñôåðíîì äàâëåíèè â ðåæèìå ðåãèñòðàöèè
ïîëîæèòåëüíûõ èîíîâ. Íàïðÿæåíèå íà êàïèëëÿðå
— 4,0  êÂ; òåìïåðàòóðà êàïèëëÿðà — 245 °Ñ; ñêî-
ðîñòü ïîòîêà îñóøàþùåãî ãàçà (àçîò) — 0,45  ë/ìèí;
ñêîðîñòü ïîòîêà ãàçà (àðãîí) â êàìåðå ñîóäàðåíèÿ
— 0,075  ë/ìèí; òåìïåðàòóðà â êàìåðå èîíèçàöèè —
200 °Ñ; äàâëåíèå íà ðàñïûëèòåëå — 2,0  àòì.

Äåòåêòèðîâàíèå îïðåäåëÿåìûõ âåùåñòâ ïðîâî-
äèëîñü â ðåæèìå ðåãèñòðàöèè ñåëåêòèâíûõ ðåàê-
öèé (SRM). Øèðèíà ïèêà äëÿ ïðåêóðñîð-èîíîâ è
ñîîòâåòñòâóþùèõ õàðàêòåðíûõ èîíîâ íà ïåðâîì
êâàäðóïîëå (Q1) è òðåòüåì êâàäðóïîëå (Q3) ñî-
ñòàâëÿëà 0,5 à.å.ì. íà ïîëîâèíå âûñîòû ïèêà, âðåìÿ
çàäåðæêè — 5  ìñ. Îáðàáîòêà äàííûõ ïðîâîäèëàñü ñ
ïðèìåíåíèåì ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ Xcalibur
âåðñèè 2.0 ôèðìû «Thermo Finnigan» (ÑØÀ).

ÂÝÆÕ-ÌÑ/ÌÑ àíàëèç ñòàíäàðòíûõ ðàñòâîðîâ
àíàáîëè÷åñêèõ ñòåðîèäîâ

Ñòàíäàðòíûå ðàñòâîðû êàæäîãî èç àíàáîëè÷åñ-
êèõ ñòåðîèäîâ (1  ìã/ìë) ãîòîâèëè ðàñòâîðåíèåì
òî÷íîé íàâåñêè â òî÷íîì îáúåìå ìåòàíîëà. Ðàáî-
÷èå ðàñòâîðû (â êîíöåíòðàöèè 0,1; 0,5; 1; 5; 10; 50;
100; 1000 è 10000  íã/ìë) ïîëó÷àëè ðàçáàâëåíèåì
èñõîäíîãî ðàñòâîðà ñ ïîìîùüþ ìèêðîøïðèöà
(Hamilton, Àâñòðàëèÿ) è àâòîìàòè÷åñêîãî äîçàòî-
ðà ïåðåìåííîãî îáúåìà ìîäåëè 1179501À (Oxford
Laboratories, Àíãëèÿ).

Êàæäûé èç ðàáî÷èõ ðàñòâîðîâ â êîíöåíòðàöèè
10  ìêã/ìë ââîäèëè â ÂÝÆÕ-ÌÑ-ñèñòåìó è ïîëó÷à-
ëè ìàññ-ñïåêòð â ðåæèìå ðåãèñòðàöèè ïîëíîãî èîí-
íîãî òîêà â äèàïàçîíå îò m/z 50—600 ïðè äåñÿòè
ðàçëè÷íûõ çíà÷åíèÿõ ýíåðãèè êîëëèçèè (5; 10; 15;
20; 25; 30; 35; 40; 45; 50 è 60  ýÂ). Ìàññ-ñïåêòðû ïðî-
äóêòîâ äåðèâàòèçàöèè àíàáîëè÷åñêèõ ñòåðîèäîâ
ïîëó÷àëè â àíàëîãè÷íûõ óñëîâèÿõ ïîñëå ïðîâåäå-
íèÿ ïðîöåäóð äåðèâàòèçàöèè, îïèñàííûõ íèæå.

Ïðîöåäóðà ïðîáîïîäãîòîâêè ìî÷è ÷åëîâåêà
Ê 1,0  ìë ìî÷è äîáàâëÿëè ðàñòâîð âíóòðåííå-

ãî ñòàíäàðòà (d
3
-òåñòîñòåðîí; 5,0  íã â 1  ìë ìî÷è);

0,5  ìë ôîñôàòíîãî áóôåðà (0,2  Ì, ðÍ  7) è 50  ìêë
ðåêîìáèíàíòíîé β-ãëþêóðîíèäàçû E. Coli K12.
Ïîëó÷åííóþ ñìåñü àêêóðàòíî ïåðåìåøèâàëè è
èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 60 ìèí ïðè òåìïåðàòó-
ðå 50 °Ñ. Ïîñëå èíêóáàöèè ñìåñü îõëàæäàëè äî êîì-
íàòíîé òåìïåðàòóðû è äîâîäèëè óðîâåíü ðÍ äî 9,0,
èñïîëüçóÿ òâåðäûé áóôåð (ñìåñü êàðáîíàòà êàëèÿ
è áèêàðáîíàòà íàòðèÿ 1 : 2). Æèäêîñòü-æèäêîñòíóþ
ýêñòðàêöèþ (ÆÆÝ) ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 2 ìèí ñ
äîáàâëåíèåì 2,0  ìë ÒÁÌÝ è 5,0  ã ñóëüôàòà àììî-
íèÿ â êà÷åñòâå âûñàëèâàòåëÿ. Ïîñëå ñìåñü öåíò-
ðèôóãèðîâàëè â òå÷åíèå 5 ìèí ïðè 2500  îá/ìèí è
îòáèðàëè îðãàíè÷åñêèé ñëîé. Îòîáðàííûé îðãàíè-
÷åñêèé ñëîé óïàðèâàëè â òîêå àçîòà ïðè êîìíàò-
íîé òåìïåðàòóðå. Ñóõîé îñòàòîê ïåðåðàñòâîðÿëè â
100  ìêë ïîäâèæíîé ôàçû è 20  ìêë ïîëó÷åííîé ñìåñè
ââîäèëè â ÂÝÆÕ-ÌÑ ñèñòåìó.

Äåðèâàòèçàöèÿ
Îðãàíè÷åñêèé ñëîé, ïîëó÷åííûé ïîñëå ÆÆÝ-

ýêñòðàêöèè, äåëèëè íà äâå ðàâíûå ÷àñòè (ïî 1,0  ìë),
êàæäóþ èç êîòîðûõ óïàðèâàëè â òîêå àçîòà ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Äàëåå ïðîâîäèëè ïðîöåññ
äåðèâàòèçàöèè ñ ïîëó÷åíèåì ñîîòâåòñòâóþùèõ
îêñèì- èëè ïèêîëèíîèëïðîèçâîäíûõ.

Îêñèìíûå ïðîèçâîäíûå êåòîñòåðîèäîâ ïîëó÷à-
ëè ïî ìåòîäó Ëóè è ñîàâò. Ê ñóõîìó îñòàòêó äîáàâëÿ-
ëè 300 ìêë 1,5 Ì ðàñòâîðà ãèäðîêñèëàìèíà (ðÍ  10,0)
è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 70 °Ñ. Ïîñëå
èíêóáàöèè ê îõëàæäåííîé äî êîìíàòíîé òåìïå-
ðàòóðû ñìåñè äîáàâëÿëè 5% ðàñòâîð ãèäðîêàðáî-
íàòà íàòðèÿ è 2,0  ìë ÒÁÌÝ. Ýêñòðàêöèþ ïðîâîäè-
ëè â òå÷åíèå 5 ìèí ñ äîáàâëåíèåì 5,0  ã ñóëüôàòà
àììîíèÿ â êà÷åñòâå âûñàëèâàòåëÿ. Ïîñëå ýêñòðàê-
öèè ñìåñü öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 2500  îá/ìèí â
òå÷åíèå 5 ìèí, îòáèðàëè îðãàíè÷åñêèé ñëîé, êîòî-
ðûé óïàðèâàëè â òîêå àçîòà ïðè êîìíàòíîé òåì-
ïåðàòóðå äî ñóõîãî îñòàòêà. Ñóõîé îñòàòîê ðàñòâî-
ðÿëè çàíîâî â 100  ìêë ïîäâèæíîé ôàçû è 20  ìêë
ïîëó÷åííîé ñìåñè ââîäèëè â ÂÝÆÕ-ÌÑ-ñèñòåìó.

Ïèêîëèíîèëîâûå ïðîèçâîäíûå ãèäðîêñèñòåðî-
èäîâ ïîëó÷àëè ñìåøàííûì àíãèäðèäíûì ìåòîäîì.
Äëÿ ýòîãî ê ñóõîìó îñòàòêó, ïîëó÷åííîìó ïîñëå
ýêñòðàêöèè 2,0 ìë ÒÁÌÝ, äîáàâëÿëè 50  ìêë ÒÃÔ,
20  ìêë ÒÝÀ è 100  ìêë äåðèâàòèçèðóþùåãî ðàñòâî-
ðà (0,52  ìÌ — ïèêîëèíîâàÿ êèñëîòà; 0,52  ìÌ —
2Ì-6ÍÁÀ è 0,37  ìÌ — ÄÌÀÏ), êîòîðûé ãîòîâèëè
ex tempore. Ñìåñü àêêóðàòíî ïåðåìåøèâàëè è èíêó-
áèðîâàëè â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïå-
ðàòóðå. Ýêñòðàêöèþ è ïîñëåäóþùèå ýòàïû ïðîáî-
ïîäãîòîâêè ïðîâîäèëè àíàëîãè÷íî ïðîöåññàì, îïè-
ñàííûì ïðè ïîëó÷åíèè îêñèìíûõ ïðîèçâîäíûõ êå-
òîñòåðîèäîâ.

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ È ÎÁÑÓÆÄÅÍÈÅ

Âñå èññëåäóåìûå àíàáîëè÷åñêèå ñòåðîèäû (21
ñîåäèíåíèå) áûëè ðàçäåëåíû íà øåñòü ãðóïï â ñî-
îòâåòñòâèè ñ èõ õèìè÷åñêèì ñòðîåíèåì: íàëè÷èå
äâîéíûõ ñâÿçåé, 3-êåòî- è/èëè 3-ãèäðîêñèãðóïï, íà-
ëè÷èå çàìåñòèòåëåé ïðè Ñ-17 (ðèñ. 2). Çíàíèÿ î ôðàã-

Ï.À. Áàðàíîâ è äð. ÏÐÈÌÅÍÅÍÈÅ ÑÎÂÐÅÌÅÍÍÛÕ ÑÏÎÑÎÁÎÂ ÄÅÐÈÂÀÒÈÇÀÖÈÈ
ÄËß ÎÏÐÅÄÅËÅÍÈß ÀÍÀÁÎËÈ×ÅÑÊÈÕ ÑÒÅÐÎÈÄÎÂ ÌÅÒÎÄÀÌÈ ÂÝÆÕ-ÌÑ/ÌÑ
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ìåíòàöèè ñòåðîèäíûõ ìîëåêóë â óñëîâèÿõ ðåàê-
öèé äèññîöèàöèè ìîëåêóë, èíäóöèðîâàííûõ ñîóäà-
ðåíèÿìè, ìîãóò áûòü îñíîâíûì ôàêòîðîì ïðè èäåí-
òèôèêàöèè íîâûõ (íåèçâåñòíûõ) àíàáîëè÷åñêèõ
ñòåðîèäîâ è/èëè èõ ìåòàáîëèòîâ. Íåñìîòðÿ íà òî
÷òî àíàáîëè÷åñêèå ñòåðîèäû èìåþò îáùèé óãëå-
ðîäíûé ñêåëåò, ïóòè èõ ôðàãìåíòàöèè ÿâëÿþòñÿ
ñëîæíûìè è ñóùåñòâåííî îòëè÷àþòñÿ â çàâèñè-
ìîñòè îò ïîëîæåíèÿ äâîéíûõ ñâÿçåé è íàëè÷èÿ
çàìåñòèòåëåé.

Íàìè áûëî ðàçðàáîòàíî òðè ÂÝÆÕ-ÌÑ/ÌÑ-
ìåòîäà îïðåäåëåíèÿ ÀÑ â ìî÷å ÷åëîâåêà, ïåðâûé
ìåòîä — îïðåäåëåíèå íàòèâíûõ ñòåðîèäîâ, âòîðîé
— îêñèìíûõ ïðîèçâîäíûõ êåòîñòåðîèäîâ è òðåòèé
— ïèêîëèíîèëîâûõ ïðîèçâîäíûõ ãèäðîêñèñòåðîè-
äîâ. Â óñëîâèÿõ ïîëîæèòåëüíîé èîíèçàöèè ïðè àò-
ìîñôåðíîì äàâëåíèè äëÿ âñåõ èçó÷àåìûõ ñîåäè-
íåíèé, íàòèâíûõ è õèìè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàííûõ,
õàðàêòåðíî îáðàçîâàíèå èíòåíñèâíûõ ïðîòîíèðî-
âàííûõ ìîëåêóëÿðíûõ èîíîâ [M+H]+. Âî âñåõ ñëó-
÷àÿõ òàíäåìíîé ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè â êà÷åñòâå
ïðåêóðñîð-èîíîâ áûëè âûáðàíû ïðîòîíèðîâàííûå
ìîëåêóëÿðíûå èîíû. Ïðè àíàëèçå ïóòåé ôðàãìåí-
òàöèè äî÷åðíèå èîíû, îáðàçîâàííûå âñëåäñòâèå
ïîòåðè îäíîé èëè äâóõ ìîëåêóë âîäû, íå ó÷èòûâà-
ëèñü íàìè äëÿ äàëüíåéøåãî àíàëèçà, òàê êàê äàí-
íûå ôðàãìåíòû íå ÿâëÿþòñÿ ñïåöèôè÷íûìè. Àíà-
ëèç ÌÑ/ÌÑ ñïåêòðîâ íàòèâíûõ ñòåðîèäîâ ïîêàçàë,
÷òî äëÿ áîëüøèíñòâà ñîåäèíåíèé êîëè÷åñòâî äî-
÷åðíèõ èîíîâ ïðåâûøàëî 20—25 øòóê, ÷òî ïðèâîäè-
ëî ê òðóäíîñòÿì âûáîðà õàðàêòåðèñòè÷íûõ èîíîâ
äëÿ èõ ïîñëåäóþùåãî âêëþ÷åíèÿ â ÌÑ/ÌÑ-àíà-
ëèç (ðèñ. 3). Êðîìå òîãî, äëÿ áîëüøèíñòâà íàòèâíûõ
ñîåäèíåíèé â óñëîâèÿõ ýëåêòðîðàñïûëèòåëüíîé
èîíèçàöèè ïðè àòìîñôåðíîì äàâëåíèè ìû íàáëþ-
äàëè íèçêèé óðîâåíü èîíèçàöèè.

Ñ öåëüþ ïîëó÷åíèÿ áîëåå ñïåöèôè÷íûõ ìàññ-
ñïåêòðîâ è ïîâûøåíèÿ óðîâíÿ èîíèçàöèè íàìè
áûëî ðàçðàáîòàíî äâà ÂÝÆÕ-ÌÑ/ÌÑ-ìåòîäà àíà-
ëèçà àíàáîëè÷åñêèõ ñòåðîèäîâ â áèîëîãè÷åñêèõ
æèäêîñòÿõ ÷åëîâåêà íà îñíîâàíèè àíàëèçà ïðîäóê-
òîâ èõ äåðèâàòèçàöèè (îêñèìíûå è ïèêîëèíîèëî-
âûå ïðîèçâîäíûå). Â òàáëèöå 1 ïðåäñòàâëåíû âðå-
ìåíà óäåðæèâàíèÿ, ÌÑ è ÌÑ/ÌÑ õàðàêòåðèñòè÷-
íûå èîíû, à òàêæå ïðåäåëû äåòåêòèðîâàíèÿ äëÿ
íàòèâíûõ àíàáîëè÷åñêèõ ñòåðîèäîâ è ïðîäóêòîâ
èõ äåðèâàòèçàöèè.

Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ÌÑ/ÌÑ-ñïåêòðîâ íà-
òèâíûõ è îêñèìïðîèçâîäíûõ êåòîñòåðîèäîâ âûÿ-
âèë, ÷òî â ñëó÷àå 4-åí-3-êåòîàíäðîñòåíîâîé ñòðóê-
òóðû ñòåðîèäà åãî ÌÑ/ÌÑ-ñïåêòð ñîäåðæèò õàðàê-
òåðèñòè÷íûå èîíû ñ âûñîêîé ñòåïåíüþ îòíîñè-
òåëüíîé èíòåíñèâíîñòè (ðèñ. 3À). Àíàëèç ïóòåé
ôðàãìåíòàöèè îêñèì- è ïèêîëèíîèëïðîèçâîäíûõ
ïîêàçàë, ÷òî ïóòè ôðàãìåíòàöèè îêñèìïðîèçâîä-
íûõ ñõîæè ñ ïóòÿìè ôðàãìåíòàöèè íàòèâíûõ ñî-
åäèíåíèé è, â ñëó÷àå îòñóòñòâèÿ äâîéíûõ ñâÿçåé â
óãëåðîäíîì ñêåëåòå àíàëèòà, ÌÑ/ÌÑ-ñïåêòð îê-
ñèìïðîèçâîäíûõ ÿâëÿåòñÿ íå õàðàêòåðèñòè÷íûì. Ñ
äðóãîé ñòîðîíû, ôðàãìåíòàöèÿ ïèêîëèíïðîèçâîä-
íûõ ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ èíòåíñèâíûõ õàðàê-
òåðèñòè÷íûõ èîíîâ (ðèñ. 3Á).

Îñíîâíîé çàäà÷åé èññëåäîâàíèÿ áûëî èçó÷å-
íèå ïðîöåññîâ ôðàãìåíòàöèè îêñèì- è ïèêîëè-
íîèëïðîèçâîäíûõ àíàáîëè÷åñêèõ ñòåðîèäîâ, ïî-
ýòîìó â äàííîé ðàáîòå ìû íå ðàññìàòðèâàåì
ïóòè ôðàãìåíòàöèè íàòèâíûõ ñîåäèíåíèé, êîòî-
ðûå äîñòàòî÷íî õîðîøî îñâåùåíû â ëèòåðàòóðå
(Williams et al., 1999; Thevis et al., 2005; Pozo et al.,
2007).

4-åí-3-êåòî è 4-åí-3-ãèäðîêñèñòåðîèäû (ãðóï-
ïà 1)

Â 1-þ ãðóïïó ñòåðîèäîâ áûëè âêëþ÷åíû: àíä-
ðîñò-4-åí-3α,17β-äèîë, òåñòîñòåðîí, 17α-ìåòèë-òå-
ñòîñòåðîí è àíäðîñòåíäèîí. Äåðèâàòèçàöèÿ ïåðå-
÷èñëåííûõ ñîåäèíåíèé ðàñòâîðîì ãèäðîêñèëàìè-
íà âåëà ê îáðàçîâàíèþ ñîîòâåòñòâóþùèõ îêñèìï-
ðîèçâîäíûõ òåñòîñòåðîíà; 17α-ìåòèë-òåñòîñòåðî-
íà è àíäðîñòåíäèîíà. ÌÑ/ÌÑ àíàëèç âíóòðè äàí-
íîé ãðóïïû ïîêàçàë íàëè÷èå ñõîäíûõ ïóòåé ôðàã-
ìåíòàöèè. Â óñëîâèÿõ ðåàêöèé äèññîöèàöèè ìîëå-
êóë, èíäóöèðîâàííûõ ñîóäàðåíèÿìè ïðè íèçêèõ è
ñðåäíèõ ýíåðãèÿõ êîëëèçèè, íàèáîëåå õàðàêòåðíûì
ïðîöåññîì ðàñïàäà ïðîòîíèðîâàííûõ ìîëåêóëÿð-
íûõ èîíîâ ÿâëÿåòñÿ ðàçðûâ êîëüöà Â è îáðàçîâà-
íèå õàðàêòåðèñòè÷íûõ èîíîâ ñ m/z 112; m/z 124 è
m/z 138. Óâåëè÷åíèå ýíåðãèè êîëëèçèè äî 60 ýÂ
ïðèâîäèò ê ôîðìèðîâàíèþ ïðîäóêòîâ ñ m/z 78 è
m/z 67. Òàêèì îáðàçîì, íàëè÷èå â ÌÑ/ÌÑ ñïåêòðå
óêàçàííûõ âûøå èîíîâ ìîæåò áûòü ôîðìàëüíûì
äîêàçàòåëüñòâîì ïðèñóòñòâèÿ 4-åí-3-êåòîñòåðîèä-
íîé ñòðóêòóðû ó àíàëèçà.

Áîëåå ñïåöèôè÷íûå ïóòè ôðàãìåíòàöèè õà-
ðàêòåðíû äëÿ ïèêîëèíîèëïðîèçâîäíûõ, ïðè ýòîì
íàáëþäàëñÿ ñäâèã èõ ìîëåêóëÿðíîé ìàññû â ñòî-
ðîíó óâåëè÷åíèÿ íà 105  Äà. Ñðåäè ïðåäñòàâëåí-
íûõ ñîåäèíåíèé äàííîé ãðóïïû ïèêîëèíîèëïðî-
èçâîäíûå áûëè ïîëó÷åíû òîëüêî äëÿ òåñòîñòå-
ðîíà è àíäðîñò-4-åí-3α,17β-äèîëà. Ôðàãìåíòàöèÿ
ïðè íèçêèõ è ñðåäíèõ ýíåðãèÿõ êîëëèçèè (10—20
ýÂ) ïðèâîäèëà ê îáðàçîâàíèþ îáùèõ ïîòåðü ìàññ
â -123 Äà è -123 Äà-H

2
O è îáðàçîâàíèþ ñîîòâåò-
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àíäðîñò-4-åí-3α,17β-äèîëà. Ïðè âûñîêèõ çíà÷å-
íèÿõ ýíåðãèè êîëëèçèè (äî 60  ýÂ) íàáëþäàëîñü
îáðàçîâàíèå íåñïåöèôè÷íûõ õàðàêòåðèñòè÷åñ-
êèõ èîíîâ ñ m/z 78 [C
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è m/z 124 [C
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Â àíàëèçå àíäðîñò-4-åí-3α,17β-äèîëà ïèêîëè-
íàòà áûëî èäåíòèôèöèðîâàíî äâà ìîíîïðîèçâîä-
íûõ ñ èäåíòè÷íûìè ïóòÿìè ôðàãìåíòàöèè â óñ-
ëîâèÿõ ïîëîæèòåëüíîé ýëåêòðîðàñïûëèòåëüíîé
èîíèçàöèè ïðè àòìîñôåðíîì äàâëåíèè, ïðè ýòîì
äè-ïðîèçâîäíîãî îáíàðóæåíî íå áûëî. 17-α-ìåòèë-
òåñòîñòåðîí íå îáðàçóåò ïèêîëèíîèëîâûõ ïðîèç-
âîäíûõ ïðè äàííûõ óñëîâèÿõ, âîçìîæíî èç-çà ñòå-
ðè÷åñêîãî çàòðóäíåíèÿ ïðè Ñ-17.

Ïðè ñðàâíèòåëüíîì àíàëèçå ïðîèçâîäíûõ òåñ-
òîñòåðîíà èíòåíñèâíîñòü ñèãíàëà, äëÿ îêñèìïðî-
èçâîäíîãî áûëà â 4 ðàçà âûøå, ÷åì äëÿ ïèêîëèíî-
èëïðîèçâîäíîãî (ðèñ. 5 è 6) è â 10 ðàç âûøå, ÷åì
äëÿ íàòèâíîãî.

Ï.À. Áàðàíîâ è äð. ÏÐÈÌÅÍÅÍÈÅ ÑÎÂÐÅÌÅÍÍÛÕ ÑÏÎÑÎÁÎÂ ÄÅÐÈÂÀÒÈÇÀÖÈÈ
ÄËß ÎÏÐÅÄÅËÅÍÈß ÀÍÀÁÎËÈ×ÅÑÊÈÕ ÑÒÅÐÎÈÄÎÂ ÌÅÒÎÄÀÌÈ ÂÝÆÕ-ÌÑ/ÌÑ
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Ðèñ. 4. Ìàññ-õðîìàòîãðàììû íàòèâíûõ àíàáîëè÷åñêèõ ñòåðîèäîâ
(äîáàâëåíèå â ìî÷ó,  íå ñîäåðæàùóþ èññëåäóåìûõ ñîåäèíåíèé  — 1  íã/ìë)
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Ðèñ. 5. Ìàññ-õðîìàòîãðàììû îêñèìïðîèçâîäíûõ àíàáîëè÷åñêèõ ñòåðîèäîâ
(äîáàâëåíèå â ìî÷ó,  íå ñîäåðæàùóþ èññëåäóåìûõ ñîåäèíåíèé  — 1  íã/ìë)

Ï.À. Áàðàíîâ è äð. ÏÐÈÌÅÍÅÍÈÅ ÑÎÂÐÅÌÅÍÍÛÕ ÑÏÎÑÎÁÎÂ ÄÅÐÈÂÀÒÈÇÀÖÈÈ
ÄËß ÎÏÐÅÄÅËÅÍÈß ÀÍÀÁÎËÈ×ÅÑÊÈÕ ÑÒÅÐÎÈÄÎÂ ÌÅÒÎÄÀÌÈ ÂÝÆÕ-ÌÑ/ÌÑ



ÌÈÊÐÎÝËÅÌÅÍÒÛ Â ÌÅÄÈÖÈÍÅ:
ÎÐÈÃÈÍÀËÜÍÛÅ ÑÒÀÒÜÈ
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1-åí-3-êåòî è 1-åí-3-ãèäðîêñèñòåðîèäû (ãðóï-
ïà 2)

Â ïðåäñòàâëåííóþ ãðóïïó ñòåðîèäîâ áûëè
âêëþ÷åíû ýïèìåòåíäèîë; 1-òåñòîñòåðîí; ìåòèë-
1-òåñòîñòåðîí; ìåòàáîëèò 1-àíäðîñòåíäèîíà è 1-
àíäðîñòåíäèîí. Äëÿ 1-òåñòîñòåðîíà; ìåòèë-1-òå-
ñòîñòåðîíà è ìåòàáîëèòà 1-àíäðîñòåíäèîíà áûëè
ïîëó÷åíû ñîîòâåòñòâóþùèå ìîíîîêñèìïðîèçâîä-
íûå, à äëÿ 1-àíäðîñòåíäèîíà — äèîêñèìïðîèçâîä-
íîå.

ÌÑ/ÌÑ-ñïåêòðû, ïîëó÷åííûå ïðè íèçêèõ è
ñðåäíèõ ýíåðãèÿõ êîëëèçèè, õàðàêòåðèçîâàëèñü ïî-
òåðåé îäíîé èëè äâóõ (ìåòàáîëèò 1-àíäðîñòåíäèî-
íà) ìîëåêóë âîäû. Àíàëèç ÌÑ/ÌÑ ñïåêòðîâ ìî-
íîîêñèì-ïðîèçâîäíûõ 1-òåñòîñòåðîíà; ìåòèë-1-òå-
ñòîñòåðîíà è 1-àíäðîñòåíäèîíà âûÿâèë íàëè÷èå
ñõîäíûõ ïóòåé ôðàãìåíòàöèè ïðè èçó÷åíèè ðåàê-
öèé äèññîöèàöèè ìîëåêóë ñòåðîèäîâ èíäóöèðîâàí-
íûõ ñîóäàðåíèÿìè ïðè âûñîêèõ è ñðåäíèõ çíà÷å-
íèÿõ ýíåðãèè êîëëèçèè. ÌÑ/ÌÑ ñïåêòðû óêàçàí-
íûõ ñîåäèíåíèé ñîäåðæàëè îáùèå ïîòåðè â -187
Äà, -173 Äà, -159 Äà, -145 Äà è -117 Äà. Ïîòåðÿ â -103
Äà áûëà ñïåöèôè÷íà òîëüêî äëÿ ìîíîîêñèìïðî-
èçâîäíîãî 1-òåñòîñòåðîíà.

Äèññîöèàöèÿ ïðîòîíèðîâàííûõ ìîëåêóëÿðíûõ
èîíîâ îêñèì-ïðîèçâîäíûõ ïðèâîäèëà ê îáðàçîâà-
íèþ õàðàêòåðèñòè÷íûõ èîíîâ ñ m/z 201; m/z 159;

Ðèñ. 6. Ìàññ-õðîìàòîãðàììû
ïèêîëèíïðîèçâîäíûõ àíàáîëè÷åñêèõ ñòåðîèäîâ

(äîáàâëåíèå â ìî÷ó,  íå ñîäåðæàùóþ èññëåäóåìûõ
ñîåäèíåíèé  — 1  íã/ìë)

m/z 145 è m/z 131 — äëÿ 1-òåñòîñòåðîíà è ìåòèë-
1-òåñòîñòåðîíà; à òàêæå õàðàêòåðèñòè÷íûõ èîíîâ
ñ m/z 183 è m/z 173 — äëÿ 1-òåñòîñòåðîíà è ìåòèë-
1-òåñòîñòåðîíà ñîîòâåòñòâåííî.

Äëÿ îêñèìïðîèçâîäíûõ 1-àíäðîñòåíäèîíà è
ìåòàáîëèòà 1-àíäðîñòåíäèîíà íàáëþäàëèñü îáùèå
ïîòåðè â -193 Äà è -176 Äà. Îáðàçîâàíèå õàðàêòåðè-
ñòè÷íûõ èîíîâ ñ m/z 285; m/z 245; m/z 218; m/z
141; m/z 131 è m/z 120 áûëî õàðàêòåðíî äëÿ 1-
àíäðîñòåíäèîíà, â òî âðåìÿ êàê ñ m/z 218; m/z 141;
m/z 128; m/z 115 è m/z 111 — äëÿ ìåòàáîëèòà 1-
àíäðîñòåíäèîíà. Êðîìå òîãî, äëÿ 1-àíäðîñòåíäèî-
íà íàáëþäàëàñü õàðàêòåðèñòè÷íàÿ ïîòåðÿ â -99 Äà
ñ îáðàçîâàíèåì èîíà ñ m/z 218.

Òàêèì îáðàçîì, íà îñíîâàíèè äàííûõ î íàëè-
÷èè ñïåöèôè÷íûõ ïîòåðü ïðåäïîëîæèòåëüíî ìîæ-
íî óñòàíîâèòü ïðèíàäëåæíîñòü èññëåäóåìîãî àíà-
ëèòà ê ãðóïïå ñòåðîèäîâ 1-åí-3-êåòîàíäðîñòàíî-
âîé ñòðóêòóðû.

Â ïðîöåññå äåðèâàòèçàöèè àíàáîëè÷åñêèõ ñòå-
ðîèäîâ ïèêîëèíîèëïðîèçâîäíûå áûëè ïîëó÷åíû
òîëüêî äëÿ 1-òåñòîñòåðîíà è ìåòàáîëèòà 1-àíäðîñ-
òåíäèîíà. Ïðè ýòîì ïðåäåë îáíàðóæåíèÿ ïèêîëè-
íîèëïðîèçâîäíîãî ìåòàáîëèòà 1-àíäðîñòåíäèîíà
áûë áîëåå 10 íã/ìë. Â ñëó÷àå ýïèìåòåíäèîëà îáðà-
çîâàíèå îêñèì- è ïèêîëèíîèëïðîèçâîäíîãî íå íà-
áëþäàëîñü íè â îäíîì èç íàøèõ ýêñïåðèìåíòîâ.



5-åí-3-êåòî è 5-åí-3-ãèäðîêñèñòåðîèäû (ãðóï-
ïà 5)

Ñðåäè ïðåäñòàâëåííûõ ñîåäèíåíèé òîëüêî äëÿ
ÄÃÝÀ áûëî ïîëó÷åíî ñîîòâåòñòâóþùåå îêñèì-
ïðîèçâîäíîå. Â óñëîâèÿõ ðåàêöèé äèññîöèàöèè
ìîëåêóë, èíäóöèðîâàííûõ ñîóäàðåíèÿìè ïðè íèç-
êèõ è ñðåäíèõ ýíåðãèÿõ êîëëèçèè, íàèáîëåå õà-
ðàêòåðíûì ïðîöåññîì ðàñïàäà ïðîòîíèðîâàííûõ
ìîëåêóëÿðíûõ èîíîâ ÿâëÿëàñü ïîòåðÿ ìîëåêóë
âîäû è îáðàçîâàíèå õàðàêòåðèñòè÷íûõ ñ m/z 286
è m/z 271. Óâåëè÷åíèå ýíåðãèè êîëëèçèè äî 60
 ýÂ ïðèâîäèëî ê îáðàçîâàíèþ õàðàêòåðèñòè÷íûõ
èíòåíñèâíûõ èîíîâ ñ m/z 197; m/z 171; m/z 157
è m/z 131.

Àíàëèç ïèðèäèí-êàðáîêñèëàòíûõ ïðîäóêòîâ
äåðèâàòèçàöèè âûÿâèë ïðèñóòñòâèå ìîíî- è äè-
ïèêîëèíîèëïðîèçâîäíûõ êàê äëÿ ÄÃÝÀ, òàê è äëÿ
5-àíäðîñòåí-3β,17α-äèîëà. Â óñëîâèÿõ ðåàêöèé äèñ-
ñîöèàöèè ìîëåêóë, èíäóöèðîâàííûõ ñîóäàðåíèÿ-
ìè ïðè íèçêèõ è ñðåäíèõ ýíåðãèÿõ êîëëèçèè, íà-
áëþäàëèñü îáùèå ïîòåðè â -123  Äà è -141  Äà ñ
îáðàçîâàíèåì ñîîòâåòñòâóþùèõ õàðàêòåðèñòè÷-
íûõ èîíîâ ñ m/z 271 è m/z 253 äëÿ ÄÃÝÀ; è c m/
z 378 è m/z 360 äëÿ 5-àíäðîñòåí-3β,17α-äèîëà. Óâå-
ëè÷åíèå ýíåðãèè êîëëèçèè äî 60  ýÂ ïðèâîäèëî ê
îáðàçîâàíèþ õàðàêòåðèñòè÷íûõ èíòåíñèâíûõ
èîíîâ ñ m/z 186; m/z 175; m/z 161 è m/z 131 — äëÿ
ÄÃÝÀ è ñ m/z 255; m/z 159 è m/z 133 äëÿ 5-àíäðî-
ñòåí-3β,17α-äèîëà. Ñîîòíîøåíèå óðîâíÿ ñèãíàë/
øóì äëÿ ÄÃÝÀ â ñëó÷àå îêñèìïðîèçâîäíîãî áûëî
âûøå â ïîëòîðà ðàçà, ÷åì äëÿ ïèêîëèíîèëïðîèç-
âîäíîãî (ðèñ. 5 è 6).

4,7,9-òðèåí-3-êåòîñòåðîèäû (ãðóïïà 6)
Äëÿ âñåõ èññëåäóåìûõ ñîåäèíåíèé ãðóïïû 4,7,9-

òðèåí-3-êåòîñòåðîèäîâ áûëè ïîëó÷åíû ñîîòâåò-
ñòâóþùèå îêñèìïðîèçâîäíûå. Ôðàãìåíòàöèÿ èí-
òåíñèâíûõ ïðîòîíèðîâàííûõ ìîëåêóëÿðíûõ èîíîâ
â óñëîâèÿõ ðåàêöèè äèññîöèàöèè ïðè íèçêèõ è ñðåä-
íèõ çíà÷åíèÿõ ýíåðãèè êîëëèçèè âåëà ê îáðàçîâà-
íèþ îáùèõ íåñïåöèôè÷íûõ ïîòåðü ìîëåêóë âîäû
(-18  Äà è -36  Äà) è íåñïåöèôè÷íîé ïîòåðè â -64  Äà.
Óâåëè÷åíèå ýíåðãèè êîëëèçèè äî 60  ýÂ ïðèâîäèëî
ê îáðàçîâàíèþ îáùèõ õàðàêòåðèñòè÷íûõ èîíîâ ñ
m/z 181; m/z 167; m/z 155 è m/z 141.

Ñðåäè èññëåäóåìûõ ñîåäèíåíèé òîëüêî äëÿ
òðåíáîëîíà áûëî ïîëó÷åíî ñîîòâåòñòâóþùåå ïè-
êîëèíîèëïðîèçâîäíîå. Àíàëèç ïóòåé ôðàãìåíòà-
öèè âûÿâèë íàëè÷èå õàðàêòåðèñòè÷íîé ïîòåðè â
-123  Äà c îáðàçîâàíèåì õàðàêòåðèñòè÷íîãî èîíà
ñ m/z 253. Ïðè âûñîêèõ ýíåðãèÿõ êîëëèçèè íà-
áëþäàëèñü èîíû ñ m/z 197; m/z 169; m/z 155; m/z
141 è  m/z 129. Ñîîòíîøåíèå óðîâíÿ ñèãíàë/øóì
äëÿ ïèêîëèíîèëïðîèçâîäíîãî òðåíáîëîíà áûëî
â 8 ðàç âûøå óðîâíÿ ñîîòâåòñòâóþùåãî îêñèìï-
ðîèçâîäíîãî (ðèñ. 5 è 6).

ÇÀÊËÞ×ÅÍÈÅ

Â ðàáîòå ïðåäëîæåí ÂÝÆÕ-ÌÑ/ÌÑ-ïîäõîä ê
îïðåäåëåíèþ àíàáîëè÷åñêèõ ñòåðîèäîâ íà îñíî-
âå ïðîäóêòîâ èõ äåðèâàòèçàöèè. Èç-çà òðóäîåìêî-
ãî ïðîöåññà ïðîáîïîäãîòîâêè è ïðèñóòñòâèÿ äî-

Àíàëîãè÷íî ãðóïïå 4-åí-3-êåòîàíäðîñòàíîâûõ
ñòåðîèäîâ ïðè àíàëèçå ïóòåé ôðàãìåíòàöèè â óñëî-
âèÿõ ðåàêöèé äèññîöèàöèè ìîëåêóë, èíäóöèðîâàí-
íûõ ñîóäàðåíèÿìè ïðè íèçêèõ è ñðåäíèõ ýíåðãèÿõ
êîëëèçèè äëÿ ïèêîëèíïðîèçâîäíûõ äàííîé ãðóïïû
íàáëþäàëèñü îáùèå ïîòåðè â -123 Äà è -141 Äà. Õà-
ðàêòåðèñòè÷íûå èîíû ñ m/z 271 è m/z 253 áûëè
íàèáîëåå èíòåíñèâíûìè â óñëîâèÿõ ýëåêòðîðàñ-
ïûëèòåëüíîé èîíèçàöèè ïðè àòìîñôåðíîì äàâëå-
íèè ïðè íèçêèõ è ñðåäíèõ çíà÷åíèÿõ ýíåðãèè êîë-
ëèçèè è ñ m/z 106 è m/z 78 ïðè âûñîêèõ çíà÷åíèÿõ
ýíåðãèè êîëëèçèè. Ñîîòíîøåíèå óðîâíÿ ñèãíàë/
øóì äëÿ 1-òåñòîñòåðîíà áûë âûøå â ñëó÷àå ïèêî-
ëèíîèëïðîèçâîäíîãî.

1,4-äèåí-3-êåòîñòåðîèäû (ãðóïïà 3)
Â ãðóïïó 1,4-äèåí-3-êåòîñòåðîèäîâ áûëè âêëþ-

÷åíû áîëäåíîí, ìåòàíäèåíîí è áîëäèîí. Îáðàçîâà-
íèå îêñèìïðîèçâîäíûõ íàáëþäàëîñü äëÿ âñåõ àíàëè-
òîâ äàííîé ãðóïïû, à äëÿ áîëäèîíà áûë ïîëó÷åí ñî-
îòâåòñòâóþùèé äèîêñèì. Â ÌÑ/ÌÑ-ñïåêòðàõ õàðàê-
òåðíà ïîòåðÿ îäíîé èëè äâóõ ìîëåêóë âîäû (-18  Äà è
-36  Äà). Íàèáîëåå èíòåíñèâíûìè îáùèìè èîíàìè
ÿâëÿëèñü õàðàêòåðèñòè÷íûå èîíû ñ m/z 120; m/z
136 è m/z 159. Ïðè äèññîöèàöèè ïðîòîíèðîâàííûõ
ìîëåêóëÿðíûõ èîíîâ îêñèìïðîèçâîäíûõ íàáëþäà-
ëèñü îáùèå ïîòåðè â -60  Äà è -144  Äà è îáðàçîâà-
íèå õàðàêòåðèñòè÷íûõ èîíîâ ñ m/z 242; m/z 158 —
äëÿ áîëäåíîíà; m/z 255 è m/z 171 — äëÿ áîëäèîíà;
m/z 256 è m/z 172 — äëÿ ìåòàíäèåíîíà.

Îáðàçîâàíèå ïèêîëèíîèëïðîèçâîäíîãî íàáëþ-
äàëîñü òîëüêî äëÿ áîëäåíîíà, ïðè ýòîì äèññîöèà-
öèÿ ïðîòîíèðîâàííîãî ìîëåêóëÿðíîãî èîíà âåëà
ê îáðàçîâàíèþ õàðàêòåðèñòè÷íûõ èîíîâ ñ m/z 269;
m/z 149; m/z 135 è m/z 121. Ñîîòíîøåíèå ñèãíàë/
øóì äëÿ ïèêîëèíîèëïðîèçâîäíîãî áîëäåíîíà
áûëî â 3 ðàçà âûøå, ÷åì äëÿ ñîîòâåòñòâóþùåãî
îêñèìïðîèçâîäíîãî (ðèñ. 5 è 6).

àíäðîñòàí-3-êåòî è àíäðîñòàí-3-ãèäðîêñèñòåðî-
èäû (ãðóïïà 4)

Äèãèäðîòåñòîñòåðîí, ìåñòàíîëîí, àíäðîñòåðîí
è àíäðîñòàíäèîí áûëè âêëþ÷åíû â 4-þ ãðóïïó. Âñå
ïðåäñòàâëåííûå ñîåäèíåíèÿ îáðàçîâûâàëè ñîîò-
âåòñòâóþùèå ìîíîîêñèìïðîèçâîäíûå, à àíäðîñòàí-
äèîí — ìîíî- è äèîêñèìïðîèçâîäíûå. Ïðè óâåëè-
÷åíèè ýíåðãèè êîëëèçèè äî 60 ýÂ äëÿ âñåõ ïðåä-
ñòàâëåííûõ îêñèìïðîèçâîäíûõ íàáëþäàëèñü íå-
ñïåöèôè÷íûå èîíû ñ m/z 145; m/z 133 è m/z 118.
Äëÿ ìåñòàíîëîíà è àíäðîñòåðîíà íàáëþäàëèñü
îáùèå ïîòåðè â -51  Äà è -91  Äà, ïðè ýòîì èíòåí-
ñèâíîñòü îáðàçîâàííûõ èîíîâ áûëà âûøå äëÿ àí-
äðîñòåðîíà.

Äëÿ äèãèäðîòåñòîñòåðîíà è àíäðîñòåðîíà áûëè
ïîëó÷åíû ñîîòâåòñòâóþùèå ïèêîëèíîèëïðîèçâîä-
íûå. Â ñëó÷àå ìåñòàíîëîíà íàì íå óäàëîñü ïîëó-
÷èòü åãî ïèêîëèíàòíóþ ôîðìó. ÌÑ/ÌÑ-ñïåêòð
ïèêîëèíîèëïðîèçâîäíîãî äèãèäðîòåñòîñòåðîíà íå
ñîäåðæàë íåéòðàëüíûõ ïîòåðü ìîëåêóë âîäû. Íàè-
áîëåå èíòåíñèâíûìè èîíàìè áûëè èîíû ñ m/z 255;
m/z 237; m/z 197; m/z 145 è m/z 124. Ñîîòíîøåíèå
ñèãíàë/øóì äëÿ äèãèäðîòåñòîñòåðîíà è àíäðîñòåí-
äèîíà â îáîèõ ñëó÷àÿõ áûëî âûøå äëÿ ñîîòâåò-
ñòâóþùèõ îêñèìïðîèçâîäíûõ (ðèñ. 5 è 6).

Ï.À. Áàðàíîâ è äð. ÏÐÈÌÅÍÅÍÈÅ ÑÎÂÐÅÌÅÍÍÛÕ ÑÏÎÑÎÁÎÂ ÄÅÐÈÂÀÒÈÇÀÖÈÈ
ÄËß ÎÏÐÅÄÅËÅÍÈß ÀÍÀÁÎËÈ×ÅÑÊÈÕ ÑÒÅÐÎÈÄÎÂ ÌÅÒÎÄÀÌÈ ÂÝÆÕ-ÌÑ/ÌÑ
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ïîëíèòåëüíûõ ñòàäèé äåðèâàòèçàöèè ðàçðàáîòàí-
íûé ìåòîä ðåêîìåíäóåòñÿ èñïîëüçîâàòü â êà÷å-
ñòâå ïîäòâåðæäàþùåãî ìåòîäà ðåçóëüòàòîâ ñêðè-
íèíãîâîãî àíàëèçà, à òàêæå â èññëåäîâàíèÿõ, íà-
ïðàâëåííûõ íà èçó÷åíèå ìåòàáîëèçìà è ôàðìà-
êîêèíåòèêè ñòåðîèäîâ è ñòåðîèäîïîäîáíûõ
ñòðóêòóð. Ðàçðàáîòàííûé ïîäõîä ïîçâîëÿåò ïðî-
âîäèòü äîñòîâåðíóþ èäåíòèôèêàöèþ èññëåäóåìûõ
àíàáîëè÷åñêèõ ñòåðîèäîâ íà óëüòðàíèçêîì óðîâ-
íå êîíöåíòðàöèé â ñîîòâåòñòâèè ñ òðåáîâàíèÿìè
ÂÀÄÀ.

Èç 21 èññëåäóåìîãî àíàáîëè÷åñêîãî ñòåðîèäà
ëèøü 9 àíàëèòîâ ìîãóò áûòü àíàëèçèðîâàíû â íà-
òèâíîì âèäå â êîíöåíòðàöèè 1  íã/ìë (ðèñ. 4). Ïðî-
âåäåííûé ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ïîëó÷åííûõ äå-
ðèâàòèçèðîâàííûõ ïðîäóêòîâ àíàáîëè÷åñêèõ ñòå-
ðîèäîâ âûÿâèë, ÷òî ñîåäèíåíèÿ ñ 3-êåòî-ãðóïïîé
è/èëè 17-êåòî-ãðóïïîé îáðàçóþò ñîîòâåòñòâóþùèå
ìîíî- èëè äèîêñèìïðîèçâîäíûå. Ïðîöåññ îáðàçî-
âàíèÿ ïèêîëèíîèëïðîèçâîäíûõ îñòàåòñÿ ïëîõî
èçó÷åííûì. Íàïðèìåð, ïðè àíàëèçå ïðîäóêòîâ äå-
ðèâàòèçàöèè ýïèìåòåíäèîëà è àíäðîñòåðîíà íå
áûëè âûÿâëåíû ïèêîëèíîèëïðîèçâîäíûå íè â îä-
íîì èç ïðîâåäåííûõ íàìè ýêñïåðèìåíòîâ. Îäíàêî
íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ íàìè äàííûõ ìîæíî
çàêëþ÷èòü, ÷òî ñîâìåñòíîå ïðèñóòñòâèå çàìåñòè-
òåëÿ ïðè Ñ-17 è êåòî-ãðóïïû ëèìèòèðóåò ïðîöåññ
îáðàçîâàíèÿ ïèêîëèíîâûõ ïðîäóêòîâ ãèäðîêñèñ-
òåðîèäîâ.

Íàèìåíüøàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ìåòîäà íàáëþ-
äàëàñü â ñëó÷àå àíàëèçà íàòèâíîãî àíäðîñòàíäèî-
íà, à òàêæå ñîåäèíåíèé, ñîäåðæàùèõ ãèäðîêñè-ãðóï-
ïó ïðè Ñ-3, â òî âðåìÿ êàê äëÿ îêñèìïðîèçâîäíûõ
4-åí-3-êåòîñòåðîèäîâ íàì óäàëîñü äîáèòüñÿ íàè-
áîëüøåé ÷óâñòâèòåëüíîñòè ìåòîäà. Ñðàâíèòåëüíûé
àíàëèç ïðèìåíÿåìûõ ïîäõîäîâ ïîêàçàë, ÷òî ÷óâ-
ñòâèòåëüíîñòü ìåòîäà èçìåíÿåòñÿ â ðÿäó: ãðóïïà  1
> ãðóïïà  6 > ãðóïïà  3   ãðóïïà  5    ãðóïïà   4    ãðóïïà 
2 — äëÿ îêñèìïðîèçâîäíûõ èññëåäóåìûõ ñòåðîè-
äîâ, è â ðÿäó ãðóïïà  1 > ãðóïïà  6 > ãðóïïà  2 > ãðóï-
ïà  3 > ãðóïïà  4    ãðóïïà  5 — â ðÿäó ïèêîëèíïðîèç-
âîäíûõ (ðèñ. 4—6). Ïðè ýòîì íàèìåíüøàÿ ÷óâñòâè-
òåëüíîñòü íàáëþäàëàñü â ñëó÷àå àíàëèçà îêñèì-
ïðîèçâîäíûõ àíäðîñòàí-3(17)-êåòîñòåðîèäîâ.

Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç èñïîëüçóåìûõ ìåòîäîâ
äåðèâàòèçàöèè ïîêàçàë, ÷òî ïîëó÷åíèå îêñèì- è
ïèêîëèíîèëïðîèçâîäíûõ ïîçâîëÿåò ïîâûñèòü ïðå-
äåë äåòåêòèðîâàíèÿ äëÿ äåðèâàòèçèðîâàííûõ ïðî-
äóêòîâ â 10—15 ðàç ïî ñðàâíåíèþ ñ íàòèâíûìè
ñîåäèíåíèÿìè.

Ðàçðàáîòàííûé ïîäõîä ïëàíèðóåòñÿ ïðèìåíèòü
ê àíàëèçó íîâûõ êëàññîâ àíàáîëè÷åñêèõ ñòåðîè-
äîâ è ñòåðîèäîïîäîáíûõ ñòðóêòóð, à òàêæå ó÷åñòü
ïðè ïðîâåäåíèè èññëåäîâàíèé ìåòàáîëèçìà àíà-
áîëè÷åñêèõ ñòåðîèäîâ è èõ ìåòàáîëèòîâ.
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