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Аннотация 

Цели. Валидировать и ввести в рутинную практику НАДЛ МГУ новую, отвечающую 
требованиям ISO/IEC 17025, методику количественного определения 31 сильнодейству-
ющих и наркотических вещества и их метаболитов в моче с использованием быстрого и 
высокочувствительного метода хромато-масс-спектрометрии.
Методы. Анализ спайкованных с растворами стандартов образцов мочи проводили ме-
тодом сверхэффективной жидкостной хроматографии–тандемной масс-спектрометрии 
(СВЭЖХ-МС/МС).
Результаты. В работе установлены диагностические пары прекурсор/ион-продукт и 
найдены энергии соударения, позволяющие однозначно идентифицировать анализируемые 
вещества; оптимизированы условия гидролиза при проведении пробоподготовки; определены 
селективность, линейность, предел качественного определения, предел количественного 
определения (установлен в рамках договора с фирмой-заказчиком), эффект матрицы и 
неопределенность измерения. Систематизированные данные приведены в итоговой та-
блице и сгруппированы по классам определяемых веществ. 
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Выводы. Представленная методика обладает важными преимуществами – отсутстви-
ем сложной и продолжительной пробоподготовки, а также коротким временем метода 
анализа – около 10 мин, что позволяет существенно снизить трудозатраты, продолжи-
тельность и себестоимость анализа. Дополнение новыми определяемыми веществами 
обеспечит ее универсальность и позволит расширить область применения.

Ключевые слова: СВЭЖХ-МС/МС, ГХ-МС/МС, валидация, количественное определе-
ние, наркотические сильнодействующие и психотропные вещества
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Abstract 

Objectives. To validate a new method for the quantitative determination of 31 potent and narcotic 
substances and their metabolites in urine that meets the requirements of ISO/IEC 17025 using 
a fast and highly sensitive method of chromato-mass spectrometry with a view to introducing 
such a method into the routine practice of the National Anti-Doping Laboratory of the Lomonosov 
Moscow State University (NADL MSU).
Methods. Urine samples soldered with standard solutions were analyzed using ultra high 
performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UHPLC–MS/MS).
Results. Diagnostic precursor/ion-product pairs and collision energies were established to allow 
unambiguous identification of the analyzed substances. During sample preparation, hydrolysis 
conditions were optimized. Selectivity, linearity, limits of qualitative determination, limit of 
quantitative determination (established under the contract with the customer firm), matrix effect, 
and measurement uncertainty were defined. Systematized data grouped by classes of analytes 
are given in the final table. 
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Conclusions. The important advantages of the presented technique are the absence of complex 
and lengthy sample preparation, as well as the short time of the analysis method (about 10 min), 
which can significantly reduce duration along with labor and analysis costs. The addition of new 
analytes will ensure the versatility of the technique, as well as expanding its scope.

Кeywords: UHPLC–MS/MS, GC–MS/MS, validation, quantitation, narcotic potent and psychotropic 
substances
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ВВЕДЕНИЕ

В последние десятилетия появление новых 
наркотических и психотропных веществ приводит 
к неуклонному росту злоупотреблений ими и 
приобретает масштабы глобальной проблемы. 
Согласно информации, представленной Между-
народным комитетом по контролю за наркотиками 
Организации Объединенных наций за 2020 г.1,  
несмотря на пандемию COVID-19, которая создала 
беспрецендентные проблемы для поставок 
контролируемых лекарственных средств и систем 
здравоохранения всех стран мира в целом, количество 
изъятых сильнодействующих веществ остается 
на стабильно высоком уровне. Увеличилось число 
электронных торговых площадок в Интернете и 
даркнете. Зашифрованные защищенные приложения 
и социальные сети стали играть заметную роль 
в поиске таких субстанций на потребительском 
уровне. Ввиду этого актуальность химико-
токсикологического анализа и контроля за приемом 
сильнодействующих веществ существенно возросла. 
В результате активного употребления наркотических 

1 Доклад Международного комитета по контролю 
над наркотиками за 2020 год. Организация Объединенных 
Наций: Международный комитет по контролю над 
наркотиками, Вена; 2021. 167 с. URL: https://www.incb.
org/documents/Publications/AnnualReports/AR2020/
Annual_Report/E_INCB_2020_1_rus.pdf (Дата обращения 
10.02.2022 г.) [Report of the International Narcotics Control 
Boards (INCB) for 2020. United Nations: International 
Narcotics Control Board). Vein; 2021. 167 р. URL: https://
www.incb.org/documents/Publications/AnnualReports/
AR2020/Annual_Report/E_INCB_2020_1_rus.pdf 
(Accessed February 10, 2022).]

средств и психотропных веществ, неуклонно 
растет число лиц с наркотической зависимостью, 
увеличивается количество тяжелых интоксикаций, 
приводящих к летальному исходу [1].

В связи с этим, одной из актуальнейших и 
значимых задач современного токсикологического 
анализа является разработка экспрессных, новых, 
точных и совершенствование уже применяемых 
методик обнаружения контролируемых веществ 
и их метаболитов в объектах биологического 
происхождения, а также их валидация и внедрение 
в повседневную (рутинную) практику лабораторий.

На сегодняшний момент хроматографические 
методы определения в сочетании с масс-
спектрометрией широко применяются в различных 
химико-токсикологических исследованиях, обеспе- 
чивая высокие показатели селективности и 
чувствительности [2–4]. Ранее для рутинного ана-
лиза в основном использовали методы газовой 
хроматографии-масс-спектрометрии (ГХ-МС/МС), 
однако пробоподготовка занимала много времени, 
включая применение стадии дополнительной 
очистки, этапы экстракции и дериватизации для 
малолетучих органических соединений. По этой 
причине наиболее привлекательными методами 
для проведения скринингового анализа на наличие 
наркотических, сильнодействующих и психотроп- 
ных веществ стали методы жидкостной хромато-
графии в сочетании с тандемной масс-спектромет-
рией (СВЭЖХ-МС/МС) [5].

Ранее во ФГУП «Антидопинговый центр» 
(предшественник Национальной антидопинговой 
лаборатории Московского государственного универ-
ситета (НАДЛ МГУ) им. М.В. Ломоносова) была 
введена в действие методика токсикологического 

https://www.incb.org/documents/Publications/AnnualReports/AR2020/Annual_Report/E_INCB_2020_1_rus.pdf
https://www.incb.org/documents/Publications/AnnualReports/AR2020/Annual_Report/E_INCB_2020_1_rus.pdf
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мониторинга образцов мочи для выявления классов 
опиатов, стимуляторов, каннабиноидов, барбитуратов 
и бензодиазепинов. Критерии Всемирного Анти-
допингового Агентства (ВАДА) для анализа 
проб мочи были взяты за основу для проведения 
валидации методики из технических документов 
TD_IDCR и TD_DL тех лет2,3. Скрининговый анализ 
и процедуры подтверждения для большинства 
соединений выполняли методами СВЭЖХ-МС/МС, 
однако часть веществ и их метаболитов определяли 
методом ГХ-МС/МС. 

С целью унификации анализа определяемых 
веществ методом СВЭЖХ-МС/МС и приведения 
методики в соответствие с новыми нормативными 
документами4, в 2020 г. в Лаборатории была прове- 
дена ревалидация методики количественного 
определения веществ, перечисленных в табл. 1.  
В результате была оптимизирована пробоподготовка,  
а хромато-масс-спектрометрические параметры 
сгруппированы по классам определяемых 
соединений. Соответствие валидации методики 
требованиям новой версии ISO/IEC 17025 было 
подтверждено органом по аккредитации Ассоциацией 
Аналити-ческих Центров «Аналитика»5. 

Выполненное нами исследование было направ-
лено на разработку экспрессной и высокоселек-
тивной методики количественного определения 31 
вещества и их метаболитов, входящих в группу ток-
сикологического мониторинга.

Выполнение химико-токсикологического тестиро-
вания сотрудников предприятий, задействованных 
в работах, требующих повышенного внимания, или 
на сменных круглосуточных работах, проводили в 
соответствии с условиями договора, заключенно-
го с фирмой-заказчиком. Перечень определяемых 
соединений приведен в табл. 1.

2 WADA Technical Document – TD2021IDCR. 2021. 
URL: https://www.wada-ama.org/en/resources/lab-documents/
td2021idcr (Дата обращения 11.02.2022 г. / Accessed February 
11, 2022). 

3 WADA Technical Document – TD2021IDL. 2021. 
URL: https://www.wada-ama.org/en/resources/lab-documents/
td2021dl (Дата обращения 11.02.2022 г. / Accessed February 
11, 2022). 

4 ГОСТ  ISO/IEC  17025-2019.  Межгосударствен-
ный стандарт. Общие требования к компетентности 
испытательных и калибровочных лабораторий. 
URL: https://docs.cntd.ru/document/1200166732 (Дата 
обращения 11.02.2022 г.). [ISO/IEC 17025-2019. General 
requirements for the competence of testing and calibration 
laboratories. (in Russ.). URL: https://docs.cntd.ru/docu-
ment/1200166732 (Accessed February 11, 2022).]

5 Ассоциация аналитических Центров «Аналитика». 
URL: https://aac-analitica.ru/akkreditaciya.html (Дата обра-
щения 11.02.2022 г.). [Association of Analytical Centers 
“Analytica.” (in Russ.). URL: https://aac-analitica.ru/akkred-
itaciya.html (Accessed February 11, 2022).]

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Сертифицированные стандартные образцы

Для проведения экспериментов использовали  
сертифицированные стандартные образцы с исход-
ной концентрацией 1.0 мг/мл: амфетамин, метилен-
диоксиамфетамин (МДА), метилендиоксиэтиламфе- 
тамин (МДЭА), метилендиоксиметамфетамин 
(МДМА), метамфетамин, амобарбитал, бутабарбитал, 
буталбтал, пентабарбитал, секобарбитал, фенобарби-
тал, алпразолам, клоназепам, лоразепам, мидазолам, 
оксазепам, нордиазепам темазепам, триазолам, флу-
разепам, бензоилэкгонин, гидрокодон, гидроморфон, 
кодеин, 6-моноацетилморфин, морфин, оксикодон, 
оксиморфон, пропоксифен, метадон, дельта-9-тетра-
гидроканнабиол-9-кислота (ТГК) приобретены у LGC 
(Великобритания). 

Внутренние стандарты (Internal Standart, ISTD) 
с исходной концентрацией 0.01 мг/мл: d5-демоксепам 
(ISTD 1), d3-морфин (ISTD 2) и d5-фенобарбитал (ISTD 3), 
приобретены у Cerilliant (США), бупранолол (ISTD 4) 
и мефрузид (ISTD 5) приобретены у NMI (Aвстралия).

Все производители сертифицированных стан-
дартных образцов удовлетворяют требованиям 
ISO 170346. Производители, не имеющие аккреди-
тации по ISO 17034, документально подтвердили 
идентичность и чистоту стандартных образцов 
от компетентных лабораторий, удовлетворяющих 
требованиям стандарта ISO/IEC 17025, что 
подтверждено сертификатами анализа.

Реагенты и расходные материалы

Ацетонитрил (Merck, Германия), метанол  
(Merck) и муравьиная кислота (Acros Organics,  
Бельгия) были HPLС grade, деионизированная вода 
для анализа (18.2 мОм) была получена с использова-
нием системы Milli-Q (Millipore, США). 

Реагенты для пробоподготовки: карбонат калия 
(чистота не менее 99%), гидрокарбонат калия (чисто-
та не менее 99%), сульфат натрия безводный (чисто-
та не менее 99.5%), диэтиловый эфир (чистота не  
менее 95%) производства Sigma-Aldrich (США);  
калия дигидрофосфат (чистота не менее 99%),  
натрия фосфат двухосновный дигидрат (чисто-
та не менее 99%), азид натрия (чистота не менее 
99%) производства Merck (Германия); β-глюкоро-
нидаза Escherichia Coli K 12 (Roche Diagnostics,  

6 Национальный стандарт Российской Федерации  
ГОСТ Р ИСО 17034-2021 Общие требования к компетентности 
производителей стандартных образцов. URL: https://docs.
cntd.ru/document/1200181084 (Дата обращения 11.02.2022 г.).  
[ISO 17034-2021 General requirements for the competence of  
reference material producers. (in Russ.). URL: https://docs.cntd.ru/
document/1200181084 (Accessed February 11, 2022).]

https://www.wada-ama.org/en/resources/lab-documents/td2021idcr
https://www.wada-ama.org/en/resources/lab-documents/td2021idcr
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https://docs.cntd.ru/document/1200166732
https://docs.cntd.ru/document/1200166732
https://docs.cntd.ru/document/1200166732
https://aac-analitica.ru/akkreditaciya.html
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Таблица 1. Целевые соединения, определяемые по программе химико-токсикологического исследования  
в соответствии с требованиями фирмы-заказчика
Table 1. Target compounds determined according to the program of chemico-toxicological analysis in accordance  
with the requirements of the customer company

Вещества/метаболиты
Compounds/Metabolites

Пороговые значения, нг/мл
Thresholds, ng/mL

Амфетамин, Метилендиоксиамфетамин (МДА), Метилендиоксиэтиламфетамин 
(МДЭА), Метилендиоксиметамфетамин (МДМА), Метамфетамин
Amphetamine, Methylenedioxyamphetamine (MDA), Methylenedioxymethamphetamine 
(MDEA), Methylenedioxymethamphetamine (MDMA), Methamphetamine

250

Амобарбитал, Бутабарбитал, Буталбитал, Пентабарбитал, Секобарбитал, Фенобарбитал
Amobarbital, Butobarbital, Butalbital, Pentobarbital, Secobarbital, Phenobarbital 100

Альпразолам, Клоназепам, Лоразепам, Мидазолам, Нордиазепам, Оксазепам, Темазепам, 
Триазолам, Флуразепам
Alprazolam, Clonazepam, Lorazepam, Midazolam, Nordiazepam, Oxazepam, Temazepam, 
Triazolam, Flurazepam

100

Бензоилэкгонин
Benzoylecgonine 100

Гидрокодон, Гидроморфон, Кодеин, Морфин, Оксикодон, Оксиморфон
Hydrocodone, Hydromorphone, Codeine, Morphine, Oxycodone, Oxymorphone 100

6-Моноацетилморфин (6-МАМ)
6-Monoacetylmorphine (6-MAM) 10

Метадон, Пропоксифен 
Methadone, Propoxyphene 200

Дельта-9-Тетрагидроканнабиол-9-кислота (карбокси-ТГК)
Delta-9-tetrahydrocannabiol-9-acid (carboxy-THC) 10

Швейцария); картриджи для твердофазной экстрак-
ции Oasis® MCX (Waters, США). 

Стеклянные пробирки с завинчивающимися 
крышками 16 × 125 мм (Pyrex, США), полипро-
пиленовые пробирки объемом 1.5 мл (Eppendorf,  
Германия), стеклянные виалы номинальным  
объемом 2.0 мл (Macherey-Nagel GmbH & Co, Дюрен,  
Германия), полипропиленовые виалы 0.2 мл (Agilent 
Technologies, CША), кримпер, декаппер, газоплотные 
крышки для виал.

Образцы для анализа

Образцы мочи для проведения химико-
токсикологического анализа были отобраны у 
добровольцев, каждый их которых предоставил 
письменное информированное согласие на 
использование его биологического материала в 
научных целях, в соответствии с требованиями 
этического кодекса лаборатории. Проведенные 
исследования не противоречат Хельсинкской 
декларации Всемирной Медицинской Ассоциации7.  

7 Хельсинкская декларация Всемирной медицинской 
ассоциации. URL: http://acto-russia.org/index.php?option=com_
content&task=view&id=21  (Дата обращения 11.02.2022 г.). 
[Declaration of Helsinki. World Medical Association. URL: http://ac-
to-russia.org/index.php?option=com_content&task=view&id=21 
(Accessed February 11, 2022).]

Данные образцы были заранее исследованы 
на отсутствие определяемых компонентов и 
использованы в работе как сертифицированный от-
рицательный контроль мочи (бланковая моча, Blank).

Для каждой группы соединений готовили 
контрольные образцы: положительный контроль 
мочи, содержащий количества определяемых сое-
динений на уровне порогового значения (Positive 
Control Urine, PCU), и содержащий количества 
определяемых соединений с заданной концентрацией, 
отличной от порогового значения (LabQC). В 
качестве матрицы использовали сертифицированный 
отрицательной контроль мочи (Blank).

Оборудование

Тройной квадрупольный масс-спектрометр 
«TSQ Vantage» (Thermo Fisher Scientific,  
Сан-Хосе, США), в сочетании с жидкостным хрома- 
тографом модели UltiMate 3000 (Dionex,  
Германия) (СВЭЖХ-МС/МС), термостат-инку- 
батор с программируемой температурой (Binder,  
Германия), термостат жидкостный низкотемпе-
ратурный (Grant, Великобритания), твердотельный 
инкубатор с программируемой температурой (Grant, 
Великобритания), ротационный перемешиватель 

http://acto-russia.org/index.php?option=com_content&task=view&id=21
http://acto-russia.org/index.php?option=com_content&task=view&id=21
http://acto-russia.org/index.php?option=com_content&task=view&id=21
http://acto-russia.org/index.php?option=com_content&task=view&id=21
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RV-10 (IKA, Германия), вортекс V-1 plus (BioSan, 
Латвия), настольная центрифуга с горизонтальным 
ротором Rotina (Hettich, Германия), аналитические весы  
Discovery DV215CD (OHaus, США) (точность  
5 знаков), автоматические дозаторы переменного 
объема 10–200 мкл и 100–1000 мкл (Eppendorf,  
Германия), диспенсер объемом 10 мл (Brand, Германия). 

Пробоподготовка

Пробоподготовка включала следующие  
основные этапы: ферментативный гидролиз, 
экстракция, удаление растворителя и перерастворение 
для ввода в СВЭЖХ-МС/МС систему.

Для выполнения пробоподготовки количест-
венного определения целевых соединений брали 
12 пробирок с закручивающимися крышками  
(16 × 125 мм), маркировали их маркерами Cal0 
(Blank), Cal1, Cal2, Cal3, Cal4, Cal5, Cal6, PCU в 
пяти повторах. В первые 7 пробирок добавляли по 
1 мл сертифицированного отрицательного контроля 
мочи (Blank), в пробирки 8–12 по 1 мл образца мочи, 
содержащую количества определяемых соединений 
на уровне порогового значения (PCU).

Пробоподготовку образцов мочи для валида-
ции выполняли два независимых специалиста 
сле-дующим образом. В пробирки с маркировкой 
Cal0–Cal6 и PCU добавляли по 20 мкл смеси 
внутренних стандартов ISTD 1–ISTD 3. Далее 
в каждую пробирку приливали 1 мл буферной 
смеси для гидролиза (рН 7.4), вортексировали. 
Затем образцы поместили в термостат-инкубатор с 
программируемой температурой 57 ± 3 °C на 60 ± 10 мин. 
После этого пробирки охлаждали до комнатной 
температуры (25 ℃) и добавляли в каждую по 1 
мл карбонатного буферного раствора (рН 9–11), 
1–2 г сульфата натрия и встряхивали в течение 
5–10 с. Далее в каждую пробирку добавляли 5 мл 
диэтилового эфира, закрывали крышкой и помещали 
в ротационный перемешиватель на 20 ± 5 мин. Затем 
пробирки с образцами центрифугировали при 
2700–3100 об/мин в течение 3–4 мин; помещали 
в жидкостный термостат с программируемой за-
данной температурой (−30 ℃) до замерзания вод-
ного слоя (5–10 мин). Далее органический слой 
переносили в пробирки 16 × 125 мм, упаривали 
досуха в твердотельном нагревателе при 70 ℃, 
к сухому остатку добавляли по 200 мкл раствора  
(Diluent), содержащего   0.1% раствор муравьиной  
кислоты в смеси метанол/вода = 5:95, v/v, с добав- 
лением растворов внутренних стандартов (ISTD 4,  
ISTD 5). Затем каждую пробирку вортексировали в 
течение 5–10 с, полученные экстракты переносили 
в полипропиленовые виалы на 0.2 мл, закрывали 
крышками для виал и ставили на прибор.

Условия инструментального анализа

СВЭЖХ-МС/МС анализ образца проводили  
при следующих параметрах: аналитическая колонка: 
Acquity BEH-C18 100 мм, 2.1 мм, толщина пленки 
1.7 мкм (Waters, США). Скорость потока подвижной 
фазы – 0.35 мл/мин. Программа элюирования начи- 
налась с 0.5 мин изократической стадии при 
95% 0.1%-ного раствора муравьиной кислоты в  
воде (A) и 5% 0.1%-ного раствора муравьиной 
кислоты в метаноле (B), с последующим линей- 
ным увеличением до 95% раствора (B) тече-
ние 4.5 мин и последующей выдержке при  
95% (B) в течение 2.5 мин. Затем раствор 
уравновешивался до конца анализа в течение 10 мин. 
Объем вводимой пробы – 10 мкл. Детектирование 
проводили в режиме селективного мониторинга реакций 
(Selective reaction monitoring, SRM) положительных и 
отрицательных ионов. Ионный источник с подогревом 
и электрораспылением (HESI II). Давление газа в камере 
соударения – 1.5 мТорр (аргон 99.9995%). Температура 
испарителя – 370 °C, температура капилляра – 350 °C. 
Напряжение распыления – 4000 В.

ХАРАКТЕРИСТИКИ МЕТОДА

Валидацию метода проводили в соответствии 
с требованиями, установленными в ISO/IEC 170258, 
ГОСТ Р 8.795-20129, с руководством по оценке 
неопределенности измерения ISO/IEC Guide 98-3:200810,  
а также техническими документами TD2021IDCR  
и TD2021DL WADA.

8 ГОСТ ISO/IEC 17025-2019. Межгосударственный 
стандарт. Общие требования к компетентности испытательных 
и калибровочных лабораторий. URL: https://docs.cntd.
ru/document/1200166732 (Дата обращения 11.02.2022 г.).  
[ISO/IEC 17025-2019. General requirements for the competence 
of testing and calibration laboratories. (in Russ.). URL: https://docs.
cntd.ru/document/1200166732 (Accessed February 11, 2022).] 

9 ГОСТ Р 8.795-2012. Национальный стандарт 
Российской Федерации. Государственная система обеспе-
чения единства измерений. Методики идентификации 
химических веществ методом хромато-масс-спектро-
метрии. Общие требования. URL: https://docs.cntd.ru/
document/1200102300 (Дата обращения 11.02.2022 г.).  
[GOST R 8.795-2012. National Standard of Russian Federation. 
State system for ensuring the uniformity of measurements. 
Identification of chemicals substance by a chromato-mass 
spectrometry method. The general requirements. (in Russ.). 
URL: https://docs.cntd.ru/document/1200102300 (Accessed 
February 11, 2022).]

10 ГОСТ 34100.3-2017/ISO/IEC Guide 98-3:2008. 
Межгосударственный стандарт. Неопределенность изме-
рения. Руководство по выражению неопределенности изме- 
рения (GUM). 2008. URL: https://docs.cntd.ru/document/1200146871 
(Дата обращения 11.02.2022 г.). [ISO/IEC Guide 98-3:2008. 
Uncertainty of measurement. Part 3. Guide to the expression of 
uncertainty in measurement. 2008. URL: https://docs.cntd.ru/doc-
ument/1200146871 (Accessed February 11, 2022).]

https://docs.cntd.ru/document/1200166732
https://docs.cntd.ru/document/1200166732
https://docs.cntd.ru/document/1200166732
https://docs.cntd.ru/document/1200166732
https://docs.cntd.ru/document/1200102300
https://docs.cntd.ru/document/1200102300
https://docs.cntd.ru/document/1200102300
https://docs.cntd.ru/document/1200146871
https://docs.cntd.ru/document/1200146871
https://docs.cntd.ru/document/1200146871
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Селективность

Для исследования потенциального мешающего 
влияния матрицы проводили пробоподготовку серти- 
фицированного отрицательного контроля мочи  
(Blank) и контрольных образцов мочи с добавлением 
смеси каждой группы соединений на уровне порогового 
значения. На полученных масс-хроматограммах опре- 
деляемых соединений в соответствующих интер-
валах сканирования времени удерживания (Retention 
Time, RT) аналитов в пределах ± 0.1 мин должны 
отсутствовать интерферирующие (мешающие) пики 
компонентов матрицы с отношением сигнал/шум, 
превышающим 3:1.

Линейность

Для построения линейной зависимости коли-
чественного определения компонентов проводили 
пробоподготовку серии калибровочных растворов, 
содержащих компоненты в диапазоне 50–300% 
(Cal0–Cal6) от пороговых концентраций.

По результатам анализа определяли и строили 
графические зависимости концентрации от получен-
ного сигнала, линейность калибровочных кривых 
оценивали с помощью коэффициентов корреляции 
R2, которые должны быть не ниже 0.99.

Предел количественного  
и качественного определения

Пределу количественного определения (Limit  
of Quantitation, LOQ) соединения соответствует 
наименьшая концентрация, укладывающаяся в 
диапазон линейной зависимости методики. Для 
получения данного валидационного параметра 
проводили пробоподготовку сертифицированного 
отрицательного контроля мочи (Blank) с добавле-
нием наименьшего значащего по концентрации 
калибровочного раствора.

Предел качественного обнаружения (Limit of  
Detection, LOD) методики установили ранее 
при разработке и валидации первичной 
процедуры анализа путем приготовления серий 
последовательных разведений растворов в моче с 
конечной концентрацией определяемых веществ на 
уровне 10% (и менее) от порогового значения. 

Эффект матрицы

C целью оценки влияния компонентов мочи на 
определение аналита (Matrix effect, МЕ) проводили 
исследование контрольных образцов мочи с 

добавлением смеси каждой группы соединений на 
уровне порогового значения и соответствующих 
растворов тех же аналитов в растворителе с той же 
концентрацией. Влияние матрицы мочи оценивали 
по формуле (1):

.       (1)

Значение МЕ, превышающее 100%, указывало 
на усиление ионизации, а значение ниже 100% 
свидетельствовало об подавлении ионизации 
матрицей образца. 

Неопределенность измерения

Определение проводили в соответствии с 
Руководством по выражению неопределенности 
измерений (GUM)11, которое устанавливает общие 
правила для оценки и выражения неопределенно-
сти измерений в лабораториях, аккредитованных 
по ISO/IEC 17025. При оценке неопределенности 
применяли внутрилабораторный подход, основанный 
на определении промежуточной прецизионности 
(внутрилабораторной воспроизводимости), состоя-
щей из трехкомпонентной модели измерения: суммы 
измерений среднего значения метода измерения (m), 
оценки систематической ошибки метода (B) и вклада 
случайной ошибки (e) (2):

.   (2)

Объединенную стандартную неопределенность 
(uc) расчитывали как корень суммы квадратов 
промежуточной прецизионности PCU (uprec), 
промежуточной прецизионности калибраторов (ucal), 
неопределенности смещения относительно заданного 
значения PCU при наличии систематической ошибки 
(ubias) и неопределенности, учитывающей процесс 
пробоподготовки аналитов (uother) по формуле (3):

.                                      (3)

11 ГОСТ 34100.3-2017/ISO/IEC Guide 98-3:2008. 
Межгосударственный стандарт. Неопределенность изме-
рения. Руководство по выражению неопределенности 
измерения (GUM). 2008. URL: https://docs.cntd.ru/
document/1200146871 (Дата обращения 11.02.2022 г.).  
[ISO/IEC Guide 98-3:2008. Uncertainty of measurement. 
Part 3. Guide to the expression of uncertainty in measurement. 
2008. URL: https://docs.cntd.ru/document/1200146871 
(Accessed February 11, 2022).]

https://docs.cntd.ru/document/1200146871
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Для оценки неопределенности измерений 
использовали серию калибровочных растворов для 
каждой группы соединений и соответствующие 
положительные контроли мочи, содержащие 
количества определяемых соединений на уровне 
порогового значения.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Основная цель настоящей работы состояла в 
разработке и валидации экспрессного и надежного 
метода количественного определения целевых 
соединений в образцах мочи. Были установлены 
диагностические пары прекурсор/ион-продукт 
и энергии соударения, позволяющие однозначно 
идентифицировать анализируемые соединения. В 
процессе разработки метода для каждого соеди-
нения получены оптимальные условия ионизации. 
Итоговые данные по всему перечню определя- 
емых веществ представлены в табл. 2.

Перед выполнением валидации метода были 
подобраны условия основных стадий пробо-
подготовки – гидролиза и экстракции. Были 
оценены возможности применения кислотного 
и ферментативного гидролиза для соединений, 
образующих конъюгаты в процессе метаболизма. 
Основная часть метаболитов образует производ- 
ные глюкуроновой кислоты, и лишь в незначитель-
ном количестве выделяется в виде сульфатов, 
ацетатов и некоторых других солей [6]. Для 
определения большей части веществ при прове- 
дении пробоподготовки используют оба типа 
гидролиза, однако при выборе кислотного гидролиза 
требуются достаточно агрессивные условия: соля- 
ная кислота в высокой концентрации (10N) и 
продолжительное термостатирование (не менее  
30 мин) при высокой температуре (выше 90 ℃), 
что может оказывать негативное влияние на 
структуры некоторых полярных метаболитов 
анализируемых соединений (бензодиазепины, ТГК) 
[7]. Ферментативный гидролиз, в свою очередь,  
не требует таких условий: используют ферменты 
бета-глюкуронидазы E-coli, добавленные в фос- 
фатный буферный раствор (рН 6.5–7.0) и инку-
бируют при температуре 57 ℃ в течение 60 мин 
[8, 9]. Важным преимуществом ферментативного 
гидролиза является его высокая специфичность 
за счет снижения в матрице мочи мешающих 
пиков, связанных с отщеплением полисахаридных 
фрагментов молекул, а также предотвращение рас- 
пада лабильных соединений и исключение при-
менения агрессивных сред (снижение класса опас-
ности). С учетом вышеперечисленных факторов и 
унификации пробоподготовки для всех соединений, 
выбор был сделан в пользу ферментативного гидролиза.

В некоторых литературных источниках приво-
дятся данные о том, что по сравнению с жидкостно-
жидкостной экстракцией (ЖЖЭ) твердофазная 
экстракция (ТФЭ) обладает значительным преиму-
ществом, поскольку позволяет получать более чис- 
тые элюаты [10], что особенно важно при опреде-
лении веществ с низкой концентрацией. В процессе 
выбора условий пробоподготовки было проведено 
сравнение результатов после проведения ЖЖЭ 
образцов диэтиловым эфиром и карбонатным 
буферным раствором (рН 9.5–11) с добавлением 
сульфата натрия, с результатами ТФЭ картриджами 
Oasis. В связи с тем, что пороговые значения ко-
личественного определения валидируемых соеди- 
нений значительно превышали LOD (см. табл. 3), 
существенной разницы в анализе полученных 
экстрактов не было обнаружено. Поэтому выбор был 
сделан в пользу ЖЖЭ, что в конечном итоге сущест-
венно снизило стоимость и время пробоподготовки 
анализа.

Селективность

Анализ участков масс-хроматограмм показал,  
что на полученных масс-хроматограммах опреде-
ляемых соединений в соответствующих интервалах 
сканирования времени удерживания RT аналитов 
в пределах ±0.1 мин отсутствовали интерфериру-
ющие пики компонентов матрицы с отношением 
сигнал/шум, превышающим 3:1.

Линейность

Для каждого определяемого вещества была 
построена линейная зависимость концентрации 
серии калибровочных растворов [11, 12], содер- 
жащих компоненты в диапазоне 50–300%  
(Cal0–Cal6) порогового значения концентрации от 
отношения сигнала определяемого компонента к 
сигналу соответствующего внутреннего стандарта. 
На рисунке в качестве примера приведен график 
линейной калибровочной кривой гидроморфона.

Полученные результаты свидетельствуют о 
том, что коэффициенты корреляции R2 для каждого 
соединения оказались выше установленного значения 
0.99 (минимальное значение составило 0.9918 для 
6-МАМ и максимальное – 0.9992 для клоназепама и 
триазолама). Полученные результаты свидетельству-
ют о линейной зависимости в выбранном диапазоне 
концентраций (см. табл. 3).

Предел количественного определения

Полученные данные по LOQ и LOD для каждого 
вещества представлены в табл. 3. Значения LOQ и LOD 
удовлетворяют требованиям фирмы заказчика (см. табл. 1).
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Таблица 2. Хромато-масс-спектрометрические характеристики определяемых веществ
Table 2. Chromato-mass-spectrometric characteristics of analytes

Cоединение
Compound 

RT, мин
RT, min

Тип ионизации
Type of ionization

Ион-прекурсор, 
m/z (а.е.м.)

Precursor ion, m/z 
(a.u.m.)

Продукт-ион  
(энергия соударений), m/z (V)

Product ion  
(collision energy), m/z (V)

Демоксепан-d5 (ISTD 1)
Demoxepan-d5 (ISTD 1) 3.60 + 292.1

180.1 (22)

124.1 (37)

Морфин-d3 (ISTD 2)
Morphine-d3 (ISTD 2) 1.27 + 302.1

199.1 (25)

128.1 (34)

Фенобарбитал-d5 (ISTD 3)
Phenobarbital-d5 (ISTD 3) 1.77 – 236.1 193.1 (13), 42.0 (20)

Бупранолол (ISTD 4)
Bupranolol (ISTD 4) 4.10 + 272.1

216.1 (15)

218.1 (15)

Мефрузид (ISTD 5)
Mephruside (ISTD 5) 4.28 + 380.9 189.0 (30)

Амфетамин
Amphetamine 2.78 + 136.1

119.1 (7)

91.1 (16)

МДА
MDA 2.80 + 180.1

163.1 (10)

135.1 (20)

МДМА
MDMA 2.83 + 194.0

163.1 (12)

135.1 (21)

МДЭА
MDEA 3.00 + 208.1

135.1 (21)

163.1 (12)

Метамфетамин
Methamphetamine 2.85 + 150.1

91.1 (23)

119.1 (10)

Амобарбитал
Amobarbital 3.66 – 225.1

42.1 (25)

182.1 (10)

Бутабарбитал
Butabarbital 4.35 – 201.1

168.1 (13)

42.1 (20)

Буталбитал
Butalbital 2.45 – 223.1

180.2 (10)

42.1 (25)

Пентабарбитал
Pentabarbital 3.52 – 225.1

42.1 (25)

182.1 (10)

Секобарбитал
Secobarbital 4.60 – 237.1

42.1 (25)

194.1 (10)

Фенобарбитал
Phenobarbital 4.04 – 231.1

188.1 (12)

42.1 (19)

Алпразолам
Alprazolam 4.15 +

309.1 205.1 (41)

311.1 205.1 (40)

Клоназепам
Clonazepam 3.75 + 316.1

270.1 (24)

214.1 (37)
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Cоединение
Compound 

RT, мин
RT, min

Тип ионизации
Type of ionization

Ион-прекурсор, 
m/z (а.е.м.)

Precursor ion, m/z 
(a.u.m.)

Продукт-ион  
(энергия соударений), m/z (V)

Product ion  
(collision energy), m/z (V)

Лоразепам
Lorazepam 4.10 +

323.1 277.1 (21)

321.1 275.1 (21)

Мидазолам
Midazolam 2.95 +

326.1 291.1 (26)

328.1 291.1 (26)

Нордиазепам
Nordiazepam 4.37 + 271.1

140.1 (27)

208.1 (27)

Оксазепам
Oxazepam 4.10 +

287.1 241.1 (22)

289.1 243.1 (21)

Темазепам
Temazepam 4.25 +

301.1 255.1 (29)

303.1 257.1 (22)

Триазолам
Triazolam 4.14 +

343.1 308.1 (25)

345.1 308.1 (25)

Флуразепам
Flurazepam 2.90 +

388.1 315.1 (25)

390.1 317.1 (22)

Бензоилэкгонин
Benzoylecgonine 3.30 + 290.1

168.1 (19)

105.1 (30)

Гидрокодон
Hydrocodone 2.73 + 300.1

128.1 (10)

199.1 (11)

Гидроморон
Hydromoron 1.87 + 286.1

157.1 (11)

185.1 (20)

Кодеин
Codeine 2.58 + 300.1

152.1 (17)

165.1 (14)

Морфин
Morphine 1.36 + 386.1

152.1 (15)

165.1 (8)

Оксикодон
Oxycodone 2.67 + 316.1

241.1 (5)

256.1 (20)

Оксиморфон
Oxymorphone 1.54 + 302.1

227.1 (11)

284.1 (12)

6-MAM 2.76 + 328.1
165.1 (13)

211.1 (12)

Пропоксифен
Propoxyphene 3.40 + 266.1

143.1 (19)

128.1 (33)

Метадон
Methadone 4.40 + 310.1

265.1 (14)

219.1 (24)

Карбокси-ТГК
Carboxy-THC 5.82 – 343.1

245.2 (31)

191.2 (39)

Таблица 2. Окончание
Table 2. Continued
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Таблица 3. Валидационные характеристики методики 
Table 3. Validation characteristics of the methodology

Соединение
Compound

LOD, нг/мл
LOD, ng/mL

LOQ*, нг/мл
LOQ*, ng/mL

Линейность, нг/мл
Linearity, ng/mL R2 (n = 10) МЕ, % uc, %

Амфетамин
Amphetamine 0.5 125 125–750 0.9986 ± 0.0008 95.9 ± 5.1 6.5

МДА
MDA 2.0 125 125–750 0.9990 ± 0.0004 99.2 ± 4.6 6.2

МДЭА
MDEA 0.5 125 125–750 0.9983 ± 0.0012 101.5 ± 2.8 7.3

МДМА
MDMA 0.5 125 125–750 0.9986 ± 0.0007 99.8 ± 3.3 7.6

Метамфетамин
Methamphetamine 0.5 125 125–750 0.9986 ± 0.0008 101.5 ± 3.9 6.7

Амобарбитал
Amobarbital 10 100 100–1000 0.9956 ± 0.0024 86.1 ± 5 8.8

Бутабарбитал
Butabarbital 10 100 100–1000 0.9943 ± 0.0020 98.0 ± 5 8.7

Буталбитал
Butalbital 10 100 100–1000 0.9950 ± 0.0020 59.2 ± 7 7.3

Пентабарбитал
Pentabarbital 10 100 100–1000 0.9952 ± 0.0025 79.4 ± 6 8.6

Секобарбитал
Secobarbital 10 100 100–1000 0.9958 ± 0.0021 85.6 ± 8 8.3

Фенобарбитал
Phenobarbital 10 50 50–2000 0.9979 ± 0.0014 86.1 ± 5 10.6

Алпразолам
Alprazolam 0.5 50 50–300 0.9987 ± 007.00 94.7 ± 2.4 8.7

Клоназепам
Clonazepam 0.5 50 50–300 0.9992 ± 0.0004 95.2 ± 4.6 7.1

Лоразепам
Lorazepam 0.5 50 50–300 0.9987 ± 0.0006 106.0 ± 3.7 8.3

Мидазолам
Midazolam 0.5 50 50–300 0.9987 ± 0.0005 92.1 ± 3.0 8.1

Оксазепам
Oxazepam 0.5 50 50–300 0.9972 ± 0.0025 102.7 ± 4.3 9.8

Нордиазепам
Nordiazepam 0.5 50 50–300 0.9990 ± 0.0030 90.8 ± 3.7 7.2

Темазепам
Temazepam 0.5 50 50–300 0.9971 ± 0.0016 99.1 ± 4.3 8.2

Триазолам
Triazolam 0.5 50 50–300 0.9992 ± 0.0003 90.5 ± 2.1 6.8

Флуразепам
Flurazepam 0.5 50 50–300 0.9980 ± 0.0013 100.8 ± 1.9 8.5

Бензоилэкгонин
Benzoylecgonine 1.0 50 50–300 0.9989 ± 0.0006 130.0 ± 2.0 5.6

Гидрокодон
Hydrocodone 1.0 50 50–300 0.9971 ± 0.0030 105.1 ± 3.0 11.9

Гидроморфон
Hydromorphone 2.0 50 50–300 0.9989 ± 0.0003 109.6 ± 3.1 6.9
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Эффект матрицы

У большинства анализируемых соединений 
наблюдали значения МЕ в диапазоне 85–115%, 
что, указывает на то, что полученный матричный 
эффект является незначительным [13]. Минималь- 
ное значение МЕ было получено для буталбитала, 
59.2 ± 7%, а максимальное – для бензоилэкгонина, 
130.0 ± 2.0%. Данные приведены в табл. 3.

Неопределенность измерения

Определение промежуточной прецизионности 
проводили на основе выборки данных из 5 проб 
PCU, выполненных двумя специалистами в тече- 
ние 5 дней (n = 50). Каждый результат PCU, в свою 
очередь, являлся средним значением из трех по-
вторных измерений. Для полученного массива 
данных проводили оценку на выбросы: определяли 

Соединение
Compound

LOD, нг/мл
LOD, ng/mL

LOQ*, нг/мл
LOQ*, ng/mL

Линейность, нг/мл
Linearity, ng/mL R2 (n = 10) МЕ, % uc, %

Кодеин
Codeine 1.0 50 50–300 0.9968 ± 0.0034 106.9 ± 2.6 12.7

Морфин
Morphine 1.0 50 50–300 0.9987 ± 0.0006 100.3 ± 1.0 11. 6

Оксикодон
Oxycodone 1.0 50 50–300 0.9959 ± 0.0038 100.9 ± 3.0 13.2

Оксиморфон
Oxymorphone 2.0 50 50–300 0.9965 ± 0.0024 95.6 ± 2.7 12.1

6-МАМ 0.2 5 5–30 0.9918 ± 0.0025 97.5 ± 1.5 16.2

Пропоксифен
Propoxyphen 10 100 100–600 0.9985 ± 0.0010 112.2 ± 5.7 7.5

Метадон
Methadone 0.5 100 100–600 0.9982 ± 0.0009 99.0 ± 4.5 6.9

Карбокси-ТГК
Carboxy-THC 2.0 5 5–200 0.9983 ± 0.0012 95.2 ± 6 19.0

* В соответствии с условиями договора с заказчиком.
* In accordance with the terms of the contract with the customer.

Таблица 3. Окончание
Table 3. Continued

Y = – 0.0617515 + 0.0216099 × X      R2 = 0.9990

C, нг/мл / С, ng/mL

Рисунок. График линейной калибровочной кривой гидроморфона.
Figure. Linear calibration curve plot of hydromorphone.

A
re

a 
ra

tio



Н.Б. Савельева, Г.В. Ишутенко, А.В. Полосин и др.

265

Тонкие химические технологии = Fine Chemical Technologies. 2022;17(3):253–267

медиану выборки, нижний и верхний кварти-
ли, внутренние и внешние границы диапазона по  
методике, предложенной в ISO/IEC Guide 98-3:2008. 
В однородной выборке скорректированных (при 
необходимости) значений образцов PCU определяли 
среднее значение, стандартное отклонение и 
относительное стандартное отклонение в усло-
виях воспроизводимости (промежуточной преци-
зионности, uprec). Промежуточную прецизионность 
калибровочных растворов (ucal) для каждого 
аналита вычисляли как корень из суммы квадратов 
относительного стандартного отклонения уровней 
калибровочной кривой и точности между заданным 
и полученным значением концентрации для каж- 
дого уровня. Неопределенности смещения относи-
тельно заданного значения PCU оценивали при 
наличии систематической ошибки (ubias). Систе- 
матическую погрешность определяли с помощью 
теста Стьюдента. Неопределенность, учитываю-
щую процесс пробоподготовки аналитов (uother), 
рассчитывали, как корень из суммы квадра- 
тов неопределенностей стандартного образца 
(согласно сертификату качества), аликвотирования 
образца мочи автоматическими дозаторами и раз- 
бавления образца мочи (при приготовлении раст- 
воров). 

Значение объединенной неопределенности 
вычисляли по формуле (3). Максимальное значение 
неопределенности составило 19%, данные пред-
ставлены в табл. 3. Данная методика может приме- 
няться для количественного определения представ-
ленного перечня веществ (см. табл. 1). 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Была существенно переработана и валиди-
рована новая, введенная в рутинную практику  
НАДЛ МГУ методика количественного опреде- 
ления 31 сильнодействующих и наркотических 
веще-ства и их метаболитов в моче с использова- 
нием быстрого и высокочувствительного  
СВЭЖХ-МС/МС метода. Методика обладает 
важными преимуществами – отсутствием слож- 
ной и продолжительной пробоподготовки 
(например, ТФЭ и образование TMS-производ-
ных), а также коротким временем метода анализа – 
около 10 мин, что позволяет существенно снизить 
трудозатраты, продолжительность и себесто- 
имость анализа. Дополнение новыми опреде-
ляемыми соединениями обеспечит ее универ-
сальность и позволит расширить область при- 
менения без потери чувствительности и 
селективности при выполнении химико-токси-
кологического анализа или допинг-контроля.

Усовершенствованная методика ревалидирована 
в соответствии с требованиями ISO/IEC 17025-2019  

и внесена в область аккредитации НАДЛ МГУ.  
С момента внедрения валидированной методики 
и до настоящего времени было проанализировано 
более 750 образцов мочи и выявлено более 30 
подтвержденных положительных проб, что 
обеспечивает высокий уровень детектируемости и 
чувствительности.
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