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Настоящая работа посвящена разработке ВЭЖХ-МС-метода анализа желчных кислот на примере урсодезо-
ксихолевой кислоты. Показана возможность применения масс-спектрометрического оборудования с режи-
мами получения положительно заряженных ионов для анализа желчных кислот. Получены данные об изме-
нении концентрации урсодезоксихолевой кислоты в сыворотке крови крыс в зависимости от времени после 
внутрижелудочного введения урсодезоксихолевой кислоты.  
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ВВЕДЕНИЕ 

К желчным кислотам (ЖК) относят гетероген-
ную группу соединений, структурной основой ко-
торых является холестерол. Желчные кислоты 
(ЖК) играют ведущую роль в метаболизме холе-
стерола и липидов [1]. Кроме того, ЖК обладают 
эндокринными функциями, выступая в качестве 
сигнальных молекул-лигандов или модуляторов 
рецепторов гормонов. Воздействуя на широкий 
спектр сигнальных путей, ЖК регулируют липид-
ный обмен и энергетический баланс организма [2, 
3]. Это делает их перспективными фармакологи-
ческими агентами для лечения заболеваний мета-
болического и сосудистого происхождений, таких 
как ожирение, диабет второго типа и атеросклероз 
[4, 5]. Также концентрация ЖК в крови является 
важным диагностическим показателем при оценке 
состояния желудочно-кишечного тракта. Измере-
ние уровня ЖК может выступать способом ранней 
диагностики различных патологических состояний 
[6–9].  

На данный момент наиболее используемым ва-
риантом анализа ЖК в биологических матрицах 
является сочетание методов хроматографии и 
масс-спектрометрии [10, 11]. Так, для определения 
ЖК в сыворотке крови и моче широко применя-
лась газовая хроматография с масс-спектро-
метрическим детектором (ГХ-МС) [7–11]. К не-
достаткам метода можно отнести сложную пробо-
подготовку, включающую гидролиз и дериватиза-
цию. Позже использовалась высокоэффективная 
жидкостная хроматография (ВЭЖХ) с ультрафио-
летовым (УФ) детектором. Применение ВЭЖХ 
исключило стадию дериватизации и значительно 

упростило пробоподготовку. Основной недостаток 
метода — низкая чувствительность из-за недоста-
точной оптической плотности ЖК в УФ-
диапазоне, что особенно проявляется при анализе 
образцов сыворотки крови [8]. Важную роль в 
эволюции методологии исследования желчных 
кислот сыграла разработка мягких методов иони-
зации ЭРИАД (экстракция ионов из раствора при 
атмосферном давлении) [12, 13] и ESI (электро-
распыление) [14], совместимых с жидкостной 
хроматографией. Сочетание ВЭЖХ с масс-спек-
трометрическим детектором позволило проводить 
быстрый и чувствительный анализ ЖК [15–20].  

На сегодняшний день все разработанные мето-
ды используют источники ионов с получением 
отрицательно заряженных молекул (ESI–), разум-
но обосновывая это низкой эффективностью иони-
зации большей части ЖК в режиме получения по-
ложительно заряженных ионов (ESI+) [1, 20]. Од-
нако наиболее распространенными в протеомных 
и пептидомных исследованиях являются масс-
спектрометры с ESI+ источниками ионов. Таким 
образом, существует потребность в разработке 
методов, позволяющих проводить количественный 
анализ ЖК с помощью масс-спектрометров, обо-
рудованных ESI+ источниками ионов. 

Целью данной работы была разработка ВЭЖХ-
МС-метода для анализа ЖК в сыворотке крови 
крыс с использованием ESI+ варианта источника 
ионов (Милихром А02-МХ5310). В качестве объ-
екта исследования нами была использована урсо-
дезоксихолевая кислота (3α, 7 β -диокси-5β-
холановая кислота, UDCA), являющаяся предста-
вителем первичных желчных кислот [21, 22].  
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 

Исследования выполнены на 55 крысах самцах  
после внутрижелудочного введения UДСА в дозе 
130 мг/кг. Препарат вводился внутрижелудочно из 
расчета 130 мг/кг с утра натощак. Стандартное 
питание животные получали через 2 ч после нача-
ла эксперимента. На каждую точку брали по 5 жи-
вотных. 

Кровь отбирали после декапитации через опре-
деленные интервалы времени: 0.25, 0.5, 1, 1.5, 2, 3, 
4, 6, 8, 12 ч после введения препарата.  

Пробы крови центрифугировали 15 мин при 
3 000 об./мин, отбирали по 1.5–2.0 мл плазмы, за-
мораживали и хранили при –20 °С до анализа. 

Пробоподготовка 
Из полученных образцов отбирали по 300 мкл 

сыворотки. Низкомолекулярную фракцию плазмы 
крови крыс получали с помощью осаждения бел-
ков плазмы добавлением 1 мл ацетонитрила с 2 % 
уксусной кислоты. Образец выдерживали в тече-
ние 30 мин при 4 °С с последующим центрифуги-
рованием при 13 000 g в течение 30 мин. Суперна-
тант отбирали и высушивали, затем разводили в  
25 мкл ультрачистой воды и наносили 10 мкл по-
лученной смеси (соответствует 92 мкл начального 
образца сыворотки) на колонку С18 2×75 мм  
в системе ОФ-ВЭЖХ-МС (Милихром А02 / МХ-
5310).  

Для подбора условий ВЭЖХ-МС-анализа и по-
строения калибровочной кривой готовили раство-
ры стандарта урсодезоксихолевой кислоты в диа-
пазоне концентраций от 1 до 35 мкг/мл, которые 
также наносили на колонку. С помощью этих же 
стандартов определяли время выхода UDCA из 
колонки в каждом варианте разрабатываемой ме-
тодики. Концентрацию UDCA в сыворотке крови 
пересчитывали с учетом концентрирования образ-
ца при пробоподготовке. 

Высокоэффективная жидкостная  
хроматография 

Для разделения компонент низкомолекулярной 
фракции сыворотки крови крыс использовали 
жидкостный хроматограф Милихром А02 ("Эко-

Нова", Новосибирск)  с установленной обращен-
нофазной колонкой С18 (75 мм — длина,  
2 мм — внутренний диаметр), диаметр зерна —  
5 мкм, число теоретических тарелок — 6 000. В 
качестве элюентов использовали ацетонитрил и 
деионизированную воду с 0.5 % уксусной кисло-
ты. Разделение проводили в градиенте ацетонит-
рил—вода со скоростью 100 мкл/мин от 5 % аце-
тонитрила до 80 % за 1 мин; с 1 по 8 мин разделе-
ние проводили в изократическом режиме при 80 % 
ацетонитрила. После проведения анализа колонку 
промывали 95 % ацетонитрилом в течение 5 мин 
со скоростью потока 300 мкл/мин, затем проводи-
ли регенерацию колонки 5 % ацетонитрилом  
(2 мин, 300 мкл/мин). Общее время, затрачиваемое 
на один анализ, составляло 15 мин. В течение все-
го хроматографического анализа проводили масс-
спектрометрический анализ выходящего из колон-
ки элюата. 

Масс-спектрометрический анализ 
Для проведения масс-спектрометрического 

анализа использовали времяпролетный масс-
спектрометр МХ-5310 с электрораспылительным 
источником ионов ESI+ (ИАП РАН). Анализ про-
водили в режиме прямого ввода образца и в режи-
ме электрораспыления потока элюата, подаваемо-
го хроматографом. 

В режиме прямого ввода образца масс-
спектрометра МХ-5310 проба из стеклянного 
шприца поступает в пластмассовый капилляр со 
скоростью 4 мкл/мин при помощи насоса Harvard 
55-1199. Диаметр пластмассового капилляра со-
ставляет 0.1 мм, на его конце располагается ме-
таллический капилляр внутренним диаметром  
0.1 мм, к которому приложено напряжение 3–4 кВ. 
Аксиально с этим капилляром расположен метал-
лический капилляр большего диаметра, по кото-
рому подается углекислый газ [23]. 

В режиме ВЭЖХ-МС распыления потока элюа-
та применяли следующие условия ионизации: 
температура спутного газа (СО2) — 200 °С, давле-
ние газа распыляющего потока — 50 Па. Скорость 
регистрации единичных масс-спектров — 100  
спектров в секунду. Обработку хромато-масс-
спектрограмм проводили следующим образом: 

 
 
Список масс, принадлежащих UDCA и обнаруженных в масс-спектре 
 

Форма UDCA Масса расчетная Обнаружено в спектре (MH+) 
UDCA 392.29 393.3 
UDCA – H2O 374.28 375.29 
UDCA – 2H2O 356.27 357.28 
UDCA + Na 415.28 415.28 
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1) для получения суммированного масс-

спектра UDCA на хроматограмме общего ионного 
тока выделяли временной промежуток 360–400 с; 

2) по моноизотопному сигналу с соотношени-
ем m/z, соответствующим  урсодезоксихолевой 
кислоте и ее дегидратированным продуктам (таб-
лица), строили кривые ионного тока отдельных 
сигналов; 

3) в зависимости от времени выхода  искомого 
соединения получали суммированный масс-спектр 
хроматографического сигнала; 

4) определяли площади пиков суммированных 
масс-спектрометрических сигналов, соответст-
вующих исследуемым соединениям; 

5) обрабатывали полученные данные в про-
граммном пакете Origin (OriginLab Corporation). 

Во всех режимах работы масс-спектрометра 
использовали следующие параметры: массовый 
диапазон — от 50 до 3 000 Да, распылительное 
напряжение — 3200 В, напряжение на сопле — 
100 В, напряжение на скиммере — 60 В, радиочас-
тотное (RF) напряжение транспортного квадрупо-
ля — 700 В.  

Для калибровки масс-спектрометра МХ-5310 
 

был приготовлен раствор тестового соединения 
резерпина в концентраци 10–7 М (6.1×10–2 мг/л). 
Калибровку проводили по сигналам, соответ-
ствующим протонированным формам резерпина 
(609.28 Да) и его фрагмента (195.06 Да). 

Управление настройками и регистрацию масс-
спектров проводили с помощью программы "TOF 
control". Масс-спектры и хромато-масс-спектро-
граммы записывали с помощью программы "TOF 
Acquizor" и обрабатывали при помощи программ-
ного обеспечения "TOF explorer v0.2". Точная мо-
ноизотопная масса и форма изотопного распреде-
ления вычислялись при помощи программы 
"MassPro" (масс-спектрометр и программные про-
дукты разработаны в Лаборатории биомедицин-
ской масс-спектрометрии ИАП РАН). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Исследуемые соединения являются кислыми со-
единениями с pKa, равным ~ 1.5 для таурин-связан-
ной, ~ 4.5 для глицин-связанной и ~ 6 для неконью-
гированной форм. Даже в кислых условиях (pH 3–4) 
эти соединения находятся в депротонированной  
 

 
 

 
 
Рис. 1. Масс-спектр препарата UDCA в концентрации 100 мкМ (режим прямого ввода пробы) в растворителе 
ацетонитрил—вода—уксусная кислота (49.75/49.75/0.5) 
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и нейтральной формах (таурин-связанные кисло-
ты)  или в виде нейтральных молекул (глицин-
связанная и неконьюгированная формы), что дела-
ет затруднительным масс-спектрометрический 
анализ в режиме регистрации положительных ио-
нов, как в случае использования масс-спектро-
метра МХ-5310. 

Проведенный анализ чистого препарата UDCA 
в высокой (100 мкМ) концентрации в режиме пря-
мого ввода в масс-спектрометр выявил ряд сигна-
лов, принадлежащих различным формам UDCA. 
На рис. 1 представлены сигналы с МН+ (моноизо-
топная масса протонированного соединения)  
357.3, 375.3, 393.3, 415.3 Да, соответствующие 
дважды дегидратированной (– 2H2O), дегидрати-
рованной (– H2O), протонированной и натриевой 
формам UDCA соответственно. Сигнал исходной 
протонированной формы UDCA (МН+=393.3 Да) 
является самым слабым. Основными по интенсив-
ности в спектре являются сигналы Na-связанной и 
дидегидратированной форм предоставленного со-
единения. Сильный сигнал формы (UDCA – 2H2O) 
по сравнению с интактной формой может быть 
связан с увеличением аффинности к протону при 
дегидратировании. Список масс, принадлежащих 

UDCA, представлен в таблице. 
Также был проведен хромато-масс-спектро-

метрический анализ стандарта UDCA в режиме 
получения положительно заряженных ионов. При 
электрораспылении элюата сигналы Na-связанной 
и протонированной форм UDCA исчезают, в спек-
тре доминирует сигнал (UDCA – 2H2O)Н+ 357.3 Да 
(рис. 2), что может быть связано с жесткими усло-
виями ионизации (температура распыляющего га-
за — 200 °С) и кислотными свойствами элюата. 
Дополнительным подтверждением правильности 
определения хроматографического пика, относя-
щегося к UDCA, может служить сигнал димера 
урсодезоксихолевой кислоты (МН+ 758.6 Да), ко-
торый стабилен в данных условиях. Элюция стан-
дарта из колонки в выбранном режиме анализа 
происходила на шестой минуте, в дальнейшем это 
время было использовано в качестве дополнитель-
ного подтверждения правильности определения 
UDCA в многокомпонентных образцах. Таким об-
разом, нами была показана принципиальная воз-
можность проведения ВЭЖХ-МС-анализа UDCA в 
режиме регистрации положительно заряженных 
ионов. 

 
 

 
 
Рис. 2. Результат ОФ-ВЭЖХ-МС-анализа препарата UDCA (10 нМ на колонку).  
Представлен фрагмент масс-спектра, содержащий дидегидратированную форму UDCA. Отдельно представ-
лен сигнал (UDCA – 2H2O)H+ и его изотопное распределение 
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Далее, для апробации разработанной хромато-
масс-спектрометрической методики мы провели 
анализ образцов сыворотки крови крыс, получав-
ших UDCA внутрижелудочно в дозе 130 мг/кг. 
Были исследованы 50 образцов, разбитых на 10 
групп по 5 в каждой в зависимости от времени за-
бора крови у животных. Каждый образец был об-
работан по схеме, описанной в разделе "Экспери-
ментальная часть". На рис. 3 приведены фрагмен-
ты масс-спектров контрольного образца, образцов 
20 и 51. Также приведены хроматограммы по ион-
ному току сигналов UDCA в этих образцах. Пред-
ставлена таблица значений Peak weight для каждого 

масс-спектрометрического пика, соответствующих 
их площадям. В области хроматограммы 7.5 мин 
наблюдается увеличение ионного тока сигнала  
с m/z 357.3 Да, что может быть признаком элюции  
с  колонки  какой-либо  из желчных кислот, кото-
рые также  деградируют  с  потерей  молекул  H2O.  
Однако анализ стандартного образца UDCA пока-
зал, что по времени выхода этих соединений с ко-
лонки они не могут быть отнесены к исследуемо-
му соединению. Вместе с тем литературные дан-
ные [24–27] указывали на эффективное разделение 
ЖК с помощью обращеннофазных колонок С18, 
поэтому такие сигналы нами не обрабатывались. 

 
 
 

 
 

Рис. 3. Пример обработки хромато-масс-спектрограмм.  
Представлены фрагменты хроматограммы (а) и масс-спектров (б) ионного тока, соответствующие сигналу 
UDCA – H2O 
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Для того чтобы соотнести полученные значе-
ния Peak Weight с концентрацией вещества в об-
разцах, были проведены измерения стандартных 
растворов UDCA и построена калибровочная кри-
вая. Для каждой точки проводилось пять измере-
ний, результат представлен на рис. 4. С использо-
ванием данной калибровочной кривой значения 
Peak Weigh, полученные в результате анализа, бы-
ли переведены в значения концентрации мкг/мл  с 

учетом концентрирования образца перед нанесе-
нием на колонку (10 мкл образца соответствуют 
92 мкл сыворотки). Далее, с использованием про-
граммного пакета Origin была построена кривая 
зависимости концентрации UDCA от времени по-
сле воздействия ЖК на животное (рис. 5). Полу-
ченные результаты измерения концентрации  
UDCA в сыворотке крови крыс контрольной груп-
пы (0.14 мкг/мл) согласуются с данными [28]. 

 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Рис. 4. Калибровочная кривая стандарта 
UDCA. Сопоставлены площадь масс-
спектрометрического сигнала и концен-
трация 
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Рис. 5. Изменение концентрации UDCA в сыворотке крови крыс 
в зависимости от времени 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Таким образом, в результате работы была раз-
работана аналитическая ВЭЖХ-МС-методика оп-
ределения желчной кислоты UDCA в сыворотке 
крови крыс. Подобраны оптимальные условия 
хроматографического разделения низкомолеку-
лярной фракции плазмы крови крыс, в которых 
сигнал UDCA является единственным мажорным  
в своей области хромато-масс-спектрограммы. 
Полное время хроматографического анализа с ре-
генерацией колонки составило 15 мин, что делает 
разработанный метод применимым для использо-
вания в исследованиях с большим количеством 
образцов, в том числе в фармакокинетических ра-
ботах. Впервые показана возможность применения 
масс-спектрометрического оборудования, в част-
ности отечественного масс-спектрометра МХ-5310 
(ИАП РАН) с режимами получения положительно 
заряженных ионов, для анализа желчных кислот. 
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An analytical method for ursodeoxycholic acid has been developed based on high performance liquid chro-

matography separation coupled to an electrospray (+) time-of-flight mass-spectrometer. Data about the change 
of UDCA concentration after intragastric injection in rat serum depending on time are obtained. 
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