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Уважаемые читатели!

Настоящий номер журнала открывается серией пу-
бликаций, посвященных становлению лабораторной 
медицины и службы клинической лабораторной диагно-
стики в Республике Беларусь, а также значимости для ее 
развития 50-летней образовательной, научной, лечеб-
но-диагностической, консультационной, организацион-
но-методической и редакционно-издательской деятель-
ности кафедры клинической лабораторной диагностики 
БелМАПО – в связи с ее знаменательным юбилеем. 

Не может не привлечь внимание и статья ведущих 
специалистов клинической лабораторной диагности-
ки России об унификации процедур цитохимического 
окрашивания эякулята для определения фертильности 
мужчин.

Не менее важной представляется и статья белорус-
ских специалистов-медиков, посвященная ранней, до-
родовой лабораторной диагностике врожденных поро-
ков развития жизненно важных органов плода.

Хотелось бы отметить, что в течение более чем 9-лет-
него периода существования журнала на его страницах 
были обсуждены помимо многих научных проблем 
наиболее важные вопросы деятельности клинической 
лабораторной службы, а также подготовки профессио-
нальных и научных кадров в этой сфере деятельности. 

Так, профессором А.Г.  Лунёвой была представлена 
обстоятельная информация о мероприятиях по изме-
нению штатно-кадровой структуры клинико-диагно-
стических лабораторий Украины, о реформировании 
медицинских лабораторий лечебно-профилактических 
учреждений г. Киева, о разработке модели индикаторов 
качества и их внедрении в работу клинико-диагностиче-
ских лабораторий, а также о валидации и верификации 
количественных методик клинических лабораторных 
исследований, о новых подходах к оцениванию специ-
алистов, работающих в медицинских лабораториях,  
о лицензировании и непрерывном совершенствовании 
профессиональной деятельности врачей лабораторной 
медицины в Украине. 

Все затронутые Анной Геннадиевной вопросы и 
сделанные ею предложения нашли отклик в виде пу-
бликаций белорусских авторов, что во многом способ-
ствовало выработке правильной тактики дальнейшего 
развития лабораторной службы в Республике Беларусь 
и Украине. В  последнее время обсуждался проект со-
вместного участия кафедр клинической лабораторной 
диагностики Национальной медицинской академии 
последипломного образования имени  П.Л.  Шупика и 
Белорусской медицинской академии последипломного  
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образования в программе Европейского союза Эраз-
мус+ по усовершенствованию процесса сертификации 
специалистов клинической лабораторной диагности-
ки в странах-участниках проекта с целью признания 
соответствия уровня их квалификации требованиям 
Европейского реестра специалистов лабораторной 
медицины. Хотелось бы надеяться на то, что это начи-
нание профессора А.Г. Лунёвой, сердце которой, к ве-
ликому сожалению, перестало биться в начале текуще-
го года, сможет получить дальнейшее развитие. 

Белорусские представители редакционной колле-
гии международного научно-практического журнала 
«Лабораторная диагностика. Восточная Европа», про-
фессорско-преподавательский коллектив кафедры 
клинической лабораторной диагностики БелМАПО и 
все специалисты клинической лабораторной службы 
Республики Беларусь выражают глубокие соболез-
нования по поводу невосполнимой потери – безвре-
менного ухода из жизни замечательного Человека, 
обладавшего незаурядными духовными качествами, 
талантливого ученого, прекрасного педагога, крупного 
организатора здравоохранения Украины в области ла-
бораторной медицины, внесшего исключительно боль-
шой вклад в совершенствование деятельности службы 
клинической лабораторной диагностики, высококва-
лифицированного специалиста в области лаборатор-
ной медицины, прошедшего путь от врача-лаборанта 
до заведующего кафедрой клинической лабораторной 
диагностики Национальной медицинской академии 
последипломного образования имени  П.Л.  Шупика и 
Президента Всеукраинской ассоциации клинической 
химии и лабораторной медицины – Лунёвой Анны Ген-
надиевны.

Глубоко скорбим по поводу постигшей всех нас 
большой, невосполнимой утраты.

Главный редактор в Беларуси 
Камышников Владимир Семенович 
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высокоэффективной жидкостной 
хроматографии
Laboratory Diagnostic Technology for Simultaneous 
Determination in a Sample of the Analyzed Material  
(Tissue, Biological Fluid) of Homocysteine and Other 
Physiologically Active Aminothiols Using Highly  
Efficient Liquid Chromatography

______________________ Резюме __________________________________________________________________________ 

Введение. Существующие методы определения гомоцистеина в плазме (сыворотке) кро-
ви не могут быть использованы для определения в тканях из-за их недостаточной разрешаю-
щей способности. 
Цель. Разработать способ одновременного определения гомоцистеина и других биологиче-
ски важных аминотиолов в тканях, пригодный также для биологических жидкостей.
Материалы и методы. Обращенно-фазная высокоэффективная жидкостная хроматография с 
предколоночной дериватизацией, градиентным элюированием и детектированием по флуо-
ресценции. Пробоподготовка: восстановление аминотиолов в гомогенатах тканей трис(2-
карбоксиэтил)фосфин гидрохлоридом и дериватизация аммоний-7-фторбензол-2-оксо-1,3-
диазола-4-сульфонатом. 
Результаты и обсуждение. Предложен новый способ параллельного определения в пробах 
анализируемого биологического материала основных представителей низкомолекулярных 
аминотиолов – гомоцистеина (Hcy), цистеина (Cys), цистеинилглицина (CysGly), гамма-глута-
милцистеина (γGluCys) и глутатиона (GSH), пригодный для их определения в тканях. Оптими-
зированная селективность системы (рН и ионная сила буфера в подвижной фазе, температура 
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и профиль градиента) позволила уверенно детектировать Hcy и основные аминотиолы тканей 
крыс. Метод может быть использован при проведении исследований в области эксперимен-
тальной медицины и биохимии. 
Заключение. Разработанный способ определения низкомолекулярных тиолсодержащих со-
единений в тканях методом ВЭЖХ c детектированием по флуоресценции после предколоноч-
ной дериватизации является воспроизводимым, чувствительным и пригодным для использо-
вания в экспериментальных и клинико-биохимических исследованиях.
Ключевые слова: аминотиолы, гомоцистеин, ткани, высокоэффективная жидкостная хрома-
тография.

______________________ Abstract __________________________________________________________________________ 

Introduction. The existing methods of determination of blood plasma homocysteine cannot be 
applied for tissue samples due to insufficient resolution. 
Purpose. To develop a method for simultaneous determination of homocysteine and other 
biologically important aminothiols in tissues, which would be also suitable for biological fluids.
Materials and methods. Reversed-phase high performance liquid chromatography with pre-
column derivatization followed by gradient elution and fluorescence detection. Sample preparation: 
reduction of aminothiols in the homogenates of tissues with tris(2-carboxyethyl)phosphine and 
derivatization with 7-fluorobenzofurazan-4-sulfonic acid ammonium salt. 
Results and discussion. We developed a new method for quantitative measurement of low-
molecular weight aminothiols – homocysteine (Hcy), cysteine (Cys), cysteinylglycine (CysGly), 
gamma-glutamylcysteine (γGluCys), and glutathione (GSH) with resolution high enough for their 
determination in tissues. The optimized selectivity of the chromatographic system (рН and ionic 
strength of the buffer in mobile phase, temperature and profile of the gradient) let to detect 
the main aminothiols of rat tissues. The described method can be used in studies in the field of 
experimental medicine and biochemistry. 
Conclusion. The proposed method for determination of low molecular weight thiol-containing 
compounds in tissues with HPLC method with fluorescence detection after pre-column derivatization 
is reproducible, sensitive and suitable for use in experimental and clinical biochemical studies.
Keywords: aminothiols, homocysteine, tissues, highly effective liquid chromatography.

 � ВВЕДЕНИЕ
Гомоцистеин (Hcy), а также промежуточные продукты гамма-глу-

тамильного цикла играют важную роль в обмене серосодержащих со-
единений, процессах транспорта и биотрансформации веществ. По со-
держанию этих веществ можно судить о скорости протекания ряда 
метаболических процессов. Уровни низкомолекулярных аминотиолов 
в тканях и биологических жидкостях организма могут являться показа-
телями метаболических нарушений при ряде форм патологии. Однако 
количественное определение соединений, относящихся к низкомоле-
кулярным аминотиолам, в тканях является очень трудной задачей, раз-
решение которой весьма важно для установления патохимических из-
менений в организме при многих заболеваниях. 

В литературе встречается достаточно много работ, посвященных 
определению низкомолекулярных аминотиолов в биологических 
жидкостях человека и животных [1–9], но крайне мало – в тканях. 

Лабораторно-диагностическая технология одновременного определения в пробе анализируемого 
материала (ткани, биологической жидкости) гомоцистеина и других физиологически активных 
аминотиолов с использованием высокоэффективной жидкостной хроматографии
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Первые попытки определения Hcy в тканях животных были пред-
приняты Ueland  P.M., Helland  S., Broch  O.J., Schanche  J.S. в 1984  году. 
Ими описан хроматографический метод определения Hcy в тканях: 
печени, почках, мозге, сердце, легких и селезенке мышей и крыс. Ме-
тод отличается большой сложностью, поскольку в его основе  лежит 
радиометрическое определение Hcy по радиоактивности меченого 
S-аденозилгомоцистеина (AdoHcy), для образования которого сначала 
требуется проведение адсорбции аденозина и эндогенного AdoHcy в 
экстракте ткани углем, покрытым декстраном; при этом Hcy остается 
в растворе. Затем Hcy конденсировали с радиоактивным аденозином, 
а метка AdoHcy количественно определялась с помощью обращенно-
фазной ВЭЖХ [10]. 

Guan X.С. с соавт. пытались детектировать низкомолекулярные ти-
олсодержащие соединения: цистеин (Cys), Hcy и глутатион (GSH) в моз-
ге, легких, сердце, почках, эритроцитах и плазме крови крыс методом 
ВЭЖХ с масс-спектрометрией. В  гомогенаты, приготовленные на хло-
риде калия, добавляли этиловый эфир GSH и реактив Эллмана. Белки 
осаждали сульфосалициловой кислотой. 

Авторы подчеркивают бóльшую чувствительность данного метода 
по сравнению с ВЭЖХ с УФ-детектированием: метод имел одинаковую 
или бóльшую чувствительность по сравнению с таковым, основанным 
на ВЭЖХ с флуоресцентным/электрохимическим детектированием или 
на использовании капиллярного электрофореза. Однако Hcy был уве-
ренно обнаружен только в мозге, плазме и эритроцитах: предположено, 
что в других тканях он находился в концентрации ниже предела обнару-
жения данного метода [11]. 

Поскольку авторы не восстанавливали дисульфиды, результаты при-
менения метода не позволяют судить о полной концентрации соответ-
ствующих тиолов, так как большая часть аналитов будет присутствовать 
в виде дисульфидов различного состава, существенно усложняя интер-
претацию результатов. Однако констатированный уровень Нсу даже в 
плазме крови крыс (115±146 ммоль/л) вызывает сомнения, так как мно-
гочисленные работы указывают на его более низкие значения [12–14]. 

Kamińska A. с соавт. предложили простой, быстрый, точный и деше-
вый, по их мнению, метод одновременного определения общего Cys, 
Hcy, GSH и N-ацетилцистеина (NAC) в гомогенатах мозга свиньи, осно-
ванный на восстановлении дисульфидных связей трис(2-карбоксиэтил)
фосфин гидрохлоридом, с предколоночной дериватизацией свобод-
ных тиоловых групп тетрафторборатом 2-хлор-1-метилхинолиния и 
последующим разделением ион-парной ВЭЖХ на обращенной фазе с 
УФ-детектированием [15]. Метод, однако, не воспроизводился на дру-
гих тканях, в частности в печени, характеризующейся весьма высокой 
интенсивностью обмена серосодержащих соединений.

Все перечисленные хроматографические методы характеризуются 
трудоемкостью, сложностью и длительностью процедуры, что затруд-
няет их использование в биомедицинских исследованиях. Однако ос-
новным ограничением является разрешающая способность методов, 
которая затрудняет их использование для проб тканей, так как спектр 
соединений родственной структуры в тканях значительно шире, чем в 
биологических жидкостях.

Новые технологии в лабораторной диагностике 
Ре
по
зи
то
ри
й Г
рГ
МУ



138 "Laboratory Diagnostics. Eastern Europe", 2020, volume 9, № 1–2

Беленичев И.Ф. с соавт. определяли уровень Hcy в гомогенате тка-
ней мозга крыс иммуноферментным методом с помощью стандартного 
тест-набора производства PLIVA-Lachema Diagnostika в соответствии 
со стандартной процедурой. Однако, поскольку этот набор реагентов 
предназначен для определения Hcy в сыворотке крови, корректность 
получаемых результатов требует дальнейшей проверки. Уровень Hcy в 
гомогенатах мозга ложнооперированных крыс, составивших контроль-
ную группу, – 5,6±0,52 ммоль/г ткани [16] – представляется нам сильно 
завышенным.

 � ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ
Разработка способа определения Hcy одновременно с возможно 

более широким кругом других тиолсодержащих соединений в тканях, с 
возможностью использования его и для биологических жидкостей. 

 � МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Реактивы
В работе использовали ацетонитрил для градиентной ВЭЖХ (Sigma-

Aldrich, США), Na2HPO4·H2O (Panreac, Испания), ЭДТА (НТПК «Анализ-Х», 
Беларусь), трис(2-карбоксиэтил)фосфин гидрохлорид (TCEP) (Aldrich, 
США), аммониевую соль 7-фторбензофуразан-4-сульфоновой кислоты 
(SBD-F) (Sigma, США), стандарты L-цистеина, L-гомоцистеина, цистеи-
нилглицина (CysGly), γ-глутамилцистеина (γGluCys), глутатиона (Sigma, 
США), N-ацетилцистеин (Белмедпрепараты, Беларусь), трихлоруксусную 
кислоту (Panreac, Испания) и другие реактивы квалификации не ниже 
«хч». Трижды дистиллированную воду фильтровали через мембранный 
фильтр Millipore GV с размером пор 0,22 мкм.

Оборудование и программное обеспечение
Использовали одноканальные дозаторы переменного объема се-

рии Лайт (Ленпипет, Россия) объемами 10–100 и 100–1000 мкл, лабо-
раторный шейкер MS  3 basic (Ika, Германия), аналитические весы AR 
2140 (Ohaus, Китай), pH-метр HI 931400 (Hanna Instruments, Германия), 
центрифугу Heraeus Biofuge Primo R+ (Thermo Scientific, США), водяную 
баню (Daihan Scientific, Южная Корея). 

Жидкостный хроматограф Agilent 1200 (Agilent Technologies, США) 
включал 4-канальную систему подачи растворителя с вакуумным де-
газатором G1311A, термостатируемый автосамплер G1329A, термостат 
колонок G1316A, детектор флуоресценции G1321C.

Идентификация веществ и количественная обработка хромато-
грамм производилась программой Agilent ChemStation C.01.05 по мето-
ду внутреннего стандарта. Калибровочные коэффициенты определяли 
по смеси стандартов определяемых веществ, которая обрабатывалась 
так же, как соответствующие пробы ткани.

Приготовление стандартов
Для калибровки хроматографической системы из сухих стандартов 

готовили водные растворы Hcy, Cys, CysGly, γGluCys и GSH концентрации 
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10 ммоль/л. Затем из этих растворов готовили смесь, которую доводили 
водой до концентрации 100 мкмоль/л (нмоль/г ткани). 

Приготовление рабочих реактивов
Среду для гомогенизации готовили на основе 0,15 моль/л раствора 

КСl, в который ежедневно вносили 240 мг TCEP на 20 мл раствора KCl и 
82 мкл 0,4% раствора NAC.

Раствор SBD-F готовили ежедневно, 1 мг SBD-F растворяли в 1 мл 
0,125 моль/л Na-боратного буфера (рН 9,5).

Пробоподготовка
Наиболее близким к заявляемому методу является метод опреде-

ления Hcy в биологических жидкостях [17]. За основу был взят его этап 
пробоподготовки.

Для отработки метода использовали образцы тканей, заморожен-
ных в жидком азоте. Пробы тканей гомогенизировали в среде для гомо-
генизации в соотношении 1:5 (масса/объем) и оставляли при комнатной 
температуре на 30 мин. для восстановления аминотиолов [18]. Осажда-
ли белки 10% раствором трихлоруксусной кислоты, пробы центрифуги-
ровали при 4 °С 15 мин. при 16 000 g и выполняли дериватизацию. Для 
дериватизации в микропробирку, содержащую 4 мкл 1,55 моль/л NaOH, 
25  мкл 0,125 моль/л Na-боратного буфера (pH 9,5) и 10  мкл раствора 
SBD-F [19], добавляли 20  мкл супернатанта, инкубировали 1  час при  
60 °С. В хроматографическую систему вводили 20 мкл реакционной сме-
си. Смесь стандартов обрабатывали аналогичным способом.

Высокоэффективная жидкостная хроматография с детектиро-
ванием по флуоресценции

Определение Hcy в тканях с использованием условий хромато-
графического разделения, оптимизированных для плазмы крови [17], 
невозможно ввиду интерференции пиков неизвестных компонентов 
пробы и пика Hcy. Для элюирования веществ, соответствующих пикам 
Cys и Hcy, требуется весьма низкая концентрация органического мо-
дификатора, поэтому, чтобы получить удерживание Hcy, достаточное 
для его четкого разделения, требуется сорбент, допускающий низ-
кие (нулевые) концентрации органического модификатора. Нами ис-
пользован сорбент Zorbax SB C18 (размер частиц 3,5 мкм). Разделение 
осуществляли с градиентным элюированием, используя две колонки 
2,1×150 мм в тандемном включении с целью получения максимальной 
эффективности. 

Состав подвижной фазы: 0,1 моль/л NaH2PO4, 17,4 ммоль/л H3PO4,  
40 мг/л ЭДТА (А), ацетонитрил/вода 7/3 (об/об) (В). Скорость потока 
0,2 мл/мин, температура колонки 29 °С. Элюирование проводили по 
следующей программе: 0 мин. – 0% В, 26 мин. – 0% В, 47 мин. – 15% В, 
53 мин. – 25% В. Детектирование по флуоресценции, 379/510 нм.

Результаты выражали в нмоль определяемых веществ на 1 г массы 
образца (влажной ткани). Для этого концентрацию стандартов в их рас-
творе, используемом для калибровки (100 мкмоль/л каждого), прини-
мали за 100 нмоль/г. Данную смесь подвергали полной процедуре про-
боподготовки.
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 � РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Подвижная фаза в начале анализа – Na-фосфатный буфер без орга-

нического модификатора. Это дает возможность:
1) использовать подвижную фазу с низкими значениями pH (ниже 3,5);
2) достичь существенно большего удерживания пика Hcy, что важно 

для обеспечения разрешения пиков с пиками интерферирующих 
соединений;

3) обеспечить высокую эффективность разделения (малую ширину 
пиков).
Удовлетворительного разрешения пика Hcy от интерферирую-

щих пиков в данных условиях удалось достичь при использовании  
0,1 моль/л Na-фосфатного буфера с величиной pH около 3,5 (доводится 
добавлением ортофосфорной кислоты до наилучшего разделения пика 
гомоцистеина) и с применением длительного изократического этапа 
перед началом градиента ацетонитрила. Использование изократиче-
ского элюирования невозможно, так как время удерживания внутрен-
него стандарта значительно превышает 1 час. Типичная хроматограмма 
смеси стандартов приведена на рис. 1.

На рис. 2 и 3 представлена хроматограмма гомогената печени кры-
сы. Видно, что эта ткань богата соединениями, дериватизирующимися с 
SBD-F в описанных условиях, т. е. содержащими тиольную группу. Боль-
шинство из них в данной системе выходят пиками с достаточно хоро-
шим разрешением (неидентифицированные соединения обозначены 

Рис. 1. Хроматограмма стандартов Cys, Hcy, CysGly, γGluCys и GSH для их определения в тканях

Fig. 1. Chromatogram of standards of Cys, Hcy, CysGly, γGluCys, and GSH for their determination in tissues
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Рис. 2. Хроматограмма общего Cys, Hcy, CysGly, γGluCys и GSH печени крыс

Fig. 2. Chromatogram of total Cys, Hcy, CysGly, γGluCys, and GSH in rat liver

Рис. 3. Та же хроматограмма, что и на рис. 2, в более крупном масштабе. Отчетливо виден пик Hcy

Fig. 3. Larger-scale chromatogram from fig. 2. Hcy peak is clearly visible
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цифрами). Уровень Hcy, пик которого имеет хорошее разрешение от 
интерферирующих пиков, в тканях является весьма низким.

Для подтверждения надежности определения Hcy данным спосо-
бом в отдельной серии опытов нами был определен аналитический  
выход Hcy с использованием метода добавления стандарта. Пробу пече-
ни делили на 2 части, к одной из которых добавляли внесенную в среду 
для гомогенизации смесь стандартов Cys, GSH и Hcy в концентрации, со-
ответствующей 50 нмоль/г ткани, к другой – эквиобъемное количество 
воды.

Аналитический выход определяли как разность полученных уров-
ней веществ в обеих частях пробы, которую сравнивали с калибровоч-
ной кривой с учетом внутреннего стандарта и выражали в процентах 
от добавленного количества. Аналитический выход составил (n=10): для 
Cys – 97,3±15,1%; для Hcy – 103,7±4,9%; для GSH – 95,5±14,0%. Это оз-
начает, что в процессе пробоподготовки не происходит существенных 
потерь аналитов и уровней Hcy, определяемых в ходе исследования. 

Апробация способа 
Данный способ был апробирован на образцах ткани печени крыс. По-

казатели содержания (средние значения со средними ошибками) анали-
зируемых компонентов в печени крыс составили: для Cys 286,71±54,697, 
Hcy – 1,16±0,168, CysGly – 82,02±8,509, γGluCys – 28,79±4,10 нмоль/г, а ме-
диана и нижняя и верхняя квартили для GSH – 1813,50 [1559,94; 1931,21] 
нмоль/г. Эти данные существенно ниже приведенных в работах отдель-
ных авторов [10, 15], что свидетельствует о том, что указанные методы 
не свободны от интерференций, а реальный уровень Hcy в печени срав-
ним или ниже, чем в крови.

Для исследования предложенным способом биологических жид-
костей (плазма/сыворотка крови) применения двух колонок в тан-
демном включении не требуется. Для разделения на одной колонке 
используется градиентное элюирование: 0 мин. – 0% В, 4 мин. – 5,3% В,  
14,5 мин. – 9,8% В, 18 мин. – 20% В. Остальные параметры, а также со-
став подвижных фаз те же, что и в методе для выполнения определе-
ний в тканях. Пробоподготовка полностью аналогична [17].

 � ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Предложенный способ определения низкомолекулярных тиолсо-

держащих соединений в тканях методом ВЭЖХ c детектированием по 
флуоресценции после предколоночной дериватизации является вос-
производимым, чувствительным и пригодным для использования в экс-
периментальных и клинико-биохимических исследованиях.

В отличие от других, описанных в литературе методов, заявляемый 
способ позволяет одновременно детектировать ряд биологически 
важных соединений: общий гомоцистеин и цистеин, цистеинилглицин,  
гамма-глутамилцистеин и глутатион. Кроме этого, преимуществами дан-
ного метода являются: 
1) высокое разрешение, благодаря чему определение гомоцистеина 

возможно в такой сложной матрице, как гомогенат печени; 
2) отсутствие при пробоподготовке реакций с участием аналитов, 

катализируемых ферментами (SAH-гидролаза);
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3) химический принцип дериватизации с SBD-F, который широко 
используется для определения гомоцистеина в крови; его 
надежность не вызывает сомнений. 
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