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C использованием метода высокоэффективной жидкостной хроматографии-тандемной 
масс-спектрометрии разработан способ селективного определения икариина в пробах мочи. Для 
анализа биологических проб использовали обращенно-фазовый вариант высокоэффективной хро-
матографии на сорбентах с привитыми C18 группами. Определение осуществляли методом тан-
демной масс-спектрометрии с ионизацией электрораспылением в режиме регистрации выбранных 
ионных переходов для положительных ионов (энергия соударений – 40 %, ионный переход – с m/z = 
677.2433 → 313.0703 (100 %), 369.1330 (35 %)). 

Выбрана процедура пробоподготовки, включающая в себя твёрдофазную экстракцию на кар-
триджах SUPELCO HLB, концентрирование органического экстракта в токе азота и перерастворе-
ние сухого остатка. Предел детектирования составил 1 нг∙мл-1. При валидации методики оценивали 
степень извлечения икариина из биологической жидкости (97 %), селективность и специфичность 
определения целевого соединения, а также влияние матрицы на ионизацию (4 %).

Ключевые слова: высокоэффективная жидкостная хроматография, тандемная масс-спек-
трометрия, Epimedium, икариин, твёрдофазная экстракция, жидкость-жидкостная экстракция.
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Using the liquid chromatography tandem mass spectrometry, the approach for the selective detection 
of icariin in urine samples was developed. Biological samples analysis was performed by the reversed-
phase chromatography using the C18 sorbent. The method of tandem mass spectrometry with the multiple 
reaction monitoring (MRM) mode using the electrospray ionization technique in positive ion mode was used 
(the collision energy - 40 %, m/z = 677.2433 → 313.0703 (100 %), 369.1330 (35 %)). The sample preparation 
procedure comprising of the solid-phase extraction based on SUPELCO HLB cartridges, the evaporation of 
the organic extract in a stream of nitrogen and the reconstitution of residue was selected. The detection limit 
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was 1 ng ml-1. During the method validation, the extraction of icariin from a biological fluid (97%), the selectivity 
and the specificity of the target compound as well as the matrix effects of ionization (4 %) were studied. 

Key words: high performance liquid chromatography, tandem mass spectrometry, Epimedium, icariin, 
solid-phase extraction, liquid-liquid extraction.

ВВЕДЕНИЕ
Икариин (рис. 1) – один из основных действу-

ющих веществ горянки (Epimedium), используемой 
в фитомедицине во всём мире. Препараты на ос-
нове экстрактов данного растения улучшают функ-
цию почек, нормализуют мочеиспускание, приводят 
в норму обмен жидкости в организме, устраняют го-
ловокружение, усталость, снимают стресс, омола-
живают организм [1-4]. Современные фармаколо-
гические исследования показывают, что икариин 
обладает спектром биологических свойств и прояв-
ляет антиопухолевую, андрогенную и антидепрес-
сантную активности [5-9]. В связи с этим существу-
ет необходимость исследования фармакокинетики 
икариина, метаболизма, биодоступности, а также 
расчета эффективной дозировки.

В настоящее время для определения икарии-
на в биологических образцах применяют хромато-
графические методы со спектрофотометрическим 
детектированием в УФ-области [10] и капиллярный 
зонный электрофорез [11], которые требуют обя-
зательного наличия стандартного образца (СО). 
При этом их чувствительность и достоверность 
идентификации достаточно низкая в сравнении с 
масс-спектральными методами анализа, а продол-
жительность анализа – высокая. 

В последние годы для идентификации и опре-
деления икариина все чаще используют метод вы-
сокоэффективной жидкостной хроматографии с 
масс-спектрометрическим детектированием (ВЭЖХ/
МС) в условиях ионизации электрораспылением 
(ИЭР) [12-14], где подготовка проб биологических 
образцов включает в себя осаждение белков ор-
ганическим растворителем. Однако в биологиче-
ских пробах, помимо белков, содержатся и другие 
эндогенные соединения: минеральные вещества 
(как естественные соли организма, так и соли, об-
разующиеся в ходе нейтрализации минеральных 
кислот и оснований после гидролиза), большое ко-
личество сильнополярных азотсодержащих и кис-
лородсодержащих соединений, таких как сахара 
и продукты их деградации, креатинин, мочевина, 
гиппуровая кислота, аминокислоты, а также в зна-

чительных количествах присутствуют экзогенные 
соединения (миорелаксанты, обезболивающие и 
противовоспалительные средства, изофлавоной-
ды и экдистероиды из пищевых добавок). Все эти 
компоненты, совместно именуемые матрицей, яв-
ляются основным фактором, влияющим на чувстви-
тельность определения, в связи с тем, что облада-
ют сходными экстракционными и аналитическими 
характеристиками [15]. За счёт компонентов матри-
цы происходит подавление ионизации и уменьше-
ние сигнала целевого соединения. В итоге, при пе-
реходе от калибровочной смеси СО к реальным 
биопробам пределы обнаружения икариина уве-
личиваются на несколько порядков в зависимости 
от состава матрицы. В связи с вышеизложенным, 
необходимо выбирать наиболее оптимальную про-
цедуру пробоподготовки и тщательно исследовать 
эффект матрицы, так как он вносит значительный 
вклад в ошибку определения [16].

Нами была разработана методика для опре-
деления икариина с применением ВЭЖХ-МС/МС с 
ионизацией электрораспылением в режиме реги-
страции выбранных ионных переходов для поло-
жительных ионов [17]. Методика отличается спец-
ифичностью и воспроизводимостью.

В данной работе исследованы различные 
способы экстракции икариина, влияние матрицы 
на степень ионизации при определении действу-
ющего компонента.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реагенты и растворители. В работе при-

меняли следующие реактивы: икариин (> 98 %, 
Phytolab, Германия), в качестве внутреннего стан-
дарта – куместрол (> 97,5 %, Sigma-Aldrich, Герма-
ния). Для проведения жидкость-жидкостной экс-
тракции (ЖЖЭ) использовали хлористый метилен 
«ч.д.а.» (МедХимПром, Россия), ацетонитрил «для 
хроматографии» (Chromasolv®, Merck, Германия), 
диэтиловый эфир «ч.д.а.» (МедХимПром, Россия), 
трет-бутилметиловый эфир (Panreac, Испания), гек-
сан «ч.д.а.» (МедХимПром, Россия), изобутиловый 
спирт «для хроматографии» (LiChrosolv®, Герма-
ния), изопропиловый спирт «для хроматографии» 
(LiChrosolv®, Германия), этилацетат (Chromasolv®, 
Sigma-Aldrich, Германия), метанол «для хромато-
графии» (Chromasolv®, Merck, Германия). Для при-
готовления фосфатного буферного раствора с pH = 
6.5 использовали безводный дигидрофосфат ка-
лия «ч.д.а.» (Merck, Германия) и 12-водный гидро-
фосфат натрия «ч.д.а.» (Merck, Германия). Хлорид 
натрия «ч.д.а.» получен от фирмы Sigma-Aldrich 
(Германия), концентрированная соляная кислота – 
ХимМед (Россия). Карбонатный буферный раствор 

Рис. 1. Структурная формула икариина (брутто-форму-
ла C33H40O15, M = 676.2367)



318

Аналитика и контроль.       2015.        Т. 19.        № 4.

с pH = 10.0 готовили из карбоната и гидрокарбона-
та калия «ч.д.а.» (ХимМед, Россия). Ферментатив-
ный гидролиз проводили с бета-глюкуронидазой 
из E-coli K 12 (раствор в 50 % глицерине производ-
ства компании «Roche diagnostics GmbH», Германия). 

Твёрдофазную экстракцию (ТФЭ) проводи-
ли на картриджах SUPELCO HLB 200 мг и DSC-18 
200 мг. Для приготовления подвижной фазы ис-
пользовали деионизованную воду с удельным со-
противлением 18.2 мОм∙см-1, полученную с помо-
щью установки NANO Pure (Thermo Scientific, США). 
Муравьиная кислота (Fluka, Швейцария) служила в 
качестве модификатора подвижной фазы.

Оборудование. Исследования проводили с 
использованием высокоэффективного жидкостно-
го хроматографа Ultimate 3000, оснащенного авто-
самплером Dionex Ultimate 3000 RS Autosampler, гра-
диентным насосом Dionex Ultimate 3000 RS Pump, 
дегазатором и блоком для термостатирования хрома-
тографической колонки с гибридным масс-спектро-
метром QExactive с орбитальной ионной ловушкой 
высокого разрешения (Thermo Scientific, Германия) 
и источником ионизации IonMax HESI-II. В качестве 
распыляющего и вспомогательного газа использо-
вали азот от генератора азота Genius 1022 (Peak 
Scientific, Шотландия). Обработку данных прово-
дили с применением программного обеспечения 
Xсalibur версии 2.2 (Thermo Scientific, США). 

Условия хроматографического разделе-
ния. Хроматографическое разделение проводи-
ли на колонке с обращенно-фазовым сорбентом 
Hypersil Gold aQ, длиной 150 мм, внутренним ди-
аметром 2.1 мм, размером зерна сорбента 3 мкм, 
фирмы «Thermo Scientific». Температура термоста-
тирования колонки составляла 45 °С, объёмная ско-
рость потока подвижной фазы – 0.6 мл∙мин‑1. В ка-
честве подвижной фазы использовали 0.1 %-ный 
раствор муравьиной кислоты в смеси ацетонитрил/
вода в соотношении 5 : 95 (об. : об.) (А) и 0.1 % рас-
твор муравьиной кислоты в ацетонитриле (В). Хро-
матографическое разделение веществ проводили 
в режиме градиентного элюирования: 0‑1 минут – 
20 % В; 4 минут – 25 % В; 4.5 минут – 40 % В; 7.5 ми-
нут  – 95 % В; 7.5‑10.5 минут  – 95 % B; 11 минут  
– 20 % B. Время анализа с учетом стабилизации си-
стемы перед вводом следующего образца состав-
ляло 15 минут. Объём вводимой пробы – 10 мкл.

Условия масс-спектрометрического опре-
деления. Масс-спектры получали в условиях ИЭР 
при атмосферном давлении. Напряжение на капил-
ляре составляло 4.0 кВ; температура капилляра – 
270 °С; температура на распылителе – 280 °С; ско-
рость потока распыляющего газа (азот) – 0.40 л∙мин-1; 
скорость потока вспомогательного газа (азот) – 
0.1 л∙мин-1; скорость потока газа-осушителя (азот) – 
0.05 л∙мин-1. Детектирование осуществляли при 

регистрации положительных ионов в диапазоне 
масс 100‑1550 Да с разрешением 35 000 (на по-
ловине высоты) и точностью определения масс 
5 млн-1. Масс-спектры второго порядка получали 
высокоэнергетической диссоциацией соударени-
ем (HCD) при энергии 40 % (для икариина) и 45 % 
(для куместрола).

Приготовление стандартных растворов и 
построение градуировочных зависимостей. На-
вески икариина и внутреннего стандарта – куме-
строла по 1 мг растворяли в 1 мл метанола. Полу-
ченные растворы использовали для приготовления 
серий градуировочных растворов с концентраци-
ями 200, 150, 100, 50, 25, 10, 5, 1, 0.5, 0.1, 0.05, 0.01, 
0.005, 0.0025, 0.001 и 0.0005 мкг∙мл-1.

Пробоподготовка биологической жидкости. 
Анализ после разбавления. К образцу мочи 

(5 мл) добавляли 0.05 мл внутреннего стандарта, 
содержащего куместрол (0.1 мкг∙мл-1). Затем вно-
сили 6.5 мл ацетонитрила, тщательно перемеши-
вали, центрифугировали в течение 10 минут при 
13400 об∙мин-1. Отбирали 1 мл надосадочного слоя 
и анализировали.

ЖЖЭ. К образцу мочи (5 мл) добавляли 0.05 мл 
внутреннего стандарта, при проведении фермента-
тивного гидролиза вносили 1 мл фосфатного буфера 
с pH = 6.5, 0.03 мл раствора бета-глюкуронидазы и 
инкубировали в течение 80 минут при 55 °С. Затем 
для осуществления кислой экстракции добавляли 
0.05 мл концентрированной соляной кислоты, для 
щелочной – 1 мл карбонатного буферного раство-
ра с pH = 10.0. После чего вносили 1 г хлорида на-
трия и тщательно перемешивали. Экстрагировали 
5 мл органического растворителя или смесью рас-
творителей в течение 10 минут на автоматическом 
экстракторе. Центрифугировали при 3000 об∙мин-1 
в течение 10 минут, органический экстракт упари-
вали досуха в токе азота при комнатной темпера-
туре. Сухой остаток перерастворяли в 0.1 мл под-
вижной фазы B и анализировали. 

ТФЭ. К образцу мочи (5 мл) добавляли 0.05 мл 
внутреннего стандарта. Кондиционирование сор-
бента проводили путем последовательного пропу-
скания через картридж 4 мл метанола и 4 мл воды. 
Далее загружали 5 мл образца со скоростью 1 мл∙-
мин-1. Промывку осуществляли последовательно 
4 мл воды. Патрон сушили под вакуумом в тече-
ние 5 минут. Элюировали 4 раза по 1 мл метанола. 
Элюат упаривали досуха в токе азота, сухой оста-
ток перерастворяли в 0.1 мл подвижной фазы B и 
анализировали.

Валидацию разработанной методики проводи-
ли согласно руководству по валидации биоаналити-
ческих методов [18] и методическим рекомендациям 
ГОСТ Р ИСО 5725-1-2002 [19] и ГОСТ Р ИСО 5725-
2-2002 [20].
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Ранее нами [17, 21] был разработан способ 

определения икариина в водно-спиртовых экстрак-
тах из растительного сырья методом ВЭЖХ-MC/MC, 
исследованы процессы фрагментации действую-
щего вещества горянки при высокоэнергетической 
диссоциации соударением с использованием ио-
низации электрораспылением при атмосферном 
давлении с различными режимами регистрации, 
предложена интерпретация полученных спектров, 
а также определены оптимальные приборные и 
масс-спектральные параметры идентификации 
икариина (энергия соударений – 40 %, ионный пе-
реход в условиях регистрации положительных ио-
нов – с m/z = 677.2433 → 313.0703 (100 %), 369.1330 
(35 %)). Энергия столкновений для внутреннего 
стандарта составила 50 %, а ионный переход – с 
m/z = 269.0445 → 241.0491 (100 %), 197.0595 (100 %), 
213.0543 (72 %), 225.0543 (25 %). 

В качестве модельной биожидкости исполь-
зовали мочу человека, так как она наиболее ин-
формативна для оценки профиля экскреции. Для 
получения образца с концентрацией целевого ве-
щества 0.1 мкг∙мл-1 в 5 мл мочи вносили 0.1 мл рас-
твора икариина с концентрацией 5 мкг∙мл-1. В каче-
стве интактного образца использовалась моча без 
внесения активного компонента.

Учитывая свойства аналита, метод анализа и 
объект исследований было выбрано несколько на-
правлений разработки процедур пробоподготовки.

1. Анализ супернатанта после осаждения 
«мажорных» белков ацетонитрилом и центрифу-
гирования.

2. ЖЖЭ. С целью подбора оптимального ме-
тода выбрали три типа экстракции (щелочную, ней-
тральную и кислую) с использованием экстрагиру-
ющих систем с разными индексами полярности и 
элюирующей силой [22], таких как хлористый ме-
тилен; ацетонитрил; смесь диэтилового и трет-бу-
тилметилового эфиров в соотношении 9 : 1 (по 
объёму); смесь гексана с хлористым метиленом в 
соотношении 85 : 15 (по объёму); смесь изобутило-

вый спирт: изопропиловый спирт: этилацетат (40 : 
30 : 30 по объёму). 

При проведении ферментативного гидроли-
за с бета-глюкуронидазой обнаружено, что ещё до 
инкубирования икариин гидролизуется до икаризи-
да II и икаритина (рис. 2), что делает невозможным 
использование данного фермента для процесса 
пробоподготовки биологических образцов с целью 
обнаружения непосредственно активного компонен-
та, однако может быть использован для группово-
го определения флавоноидов горянки.

3. ТФЭ. Для пробоподготовки были выбра-
ны картриджи SUPELCO DSC-18 и HLB, последние 
благодаря развитой гидрофильно-липофильной 
поверхности сорбента способны удерживать ши-
рокий диапазон соединений с разной полярностью.

Контроль полноты экстракции и остальных 
аналитических этапов пробоподготовки (таких как 
очистка и концентрирование пробы) проводили ме-
тодом добавок внутреннего стандарта (близкое по 
структуре и экстракционным свойствам соединение 
– куместрол (рис. 3)). Идентификацию аналитов в 
образцах проводили по трём параметрам: время 
удерживания (икариина – 4.4 минуты, куместрола 
– 5.0 минут), выбранные характеристичные ионы и 
соотношения интенсивностей выбранных ионов, 
которые оставались постоянными в широком диа-
пазоне концентраций.

Результаты выбора процедур пробоподготов-
ки представлены в таблице. Как видно из представ-
ленных результатов, наибольшего извлечения уда-
лось достигнуть при проведении прямого анализа 
супернатанта и после  твердофазной экстракции с 
картриджами SUPELCO DSC-18 и HLB. Приведен-
ные в таблице  данные также свидетельствуют о 
том, что при проведении ЖЖЭ две экстрагирующие 
системы: ацетонитрил и смесь изобутилового, изо-
пропилового спиртов и этилацетата в щелочных ус-
ловиях показывают наилучшие коэффициенты по 
извлечению (79 и 73 % соответственно).

Для оценки селективности выбранных харак-
теристичных ионных переходов изучили влияние 
мешающих фоновых веществ в биологической жид-
кости. Проанализировали 20 экстрактов интактных 
образцов мочи. На каждой хроматограмме произво-
дили анализ участков, соответствующих временам 
удерживания определяемых веществ в пределах 
одной минуты. Селективность считали приемлемой, 
если на всех хроматограммах на указанных участ-
ках не было интерферирующих пиков с отношени-
ем сигнал/шум более или равным 3 : 1.

Рис. 2. Схема гидролиза икариина под действием бе-
та-глюкуронидазы

Рис. 3. Структурная формула куместрола (брутто-фор-
мула C15H8O5, M = 268.0372)
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На специфичность и чувствительность опре-
деления веществ с использованием масс-селектив-
ного детектора может влиять подавление ионизации 
компонентами матрицы. Основной причиной пода-
вления электрораспылительной ионизации при ат-
мосферном давлении является изменение свойств 
спрея из-за наличия малолетучих или нелетучих 
растворенных веществ (ион-парные реагенты, соли, 
лекарственные препараты и др.), влияющих на эф-
фективность образования или испарения капель в 
спрее, тем самым, на количество заряженных ио-
нов в газовой фазе, попадающих затем в масс-спек-

трометр [23, 24]. Подавление ионизации полярных 
аналитов больше, чем менее полярных [25].

Матричный эффект исследовали с исполь-
зованием различных вариантов введения целевых 
соединений. Матричный фактор, нормализованный 
на внутренний стандарт, вычисляли по формуле, 
представленной в работе [18]:

,

где MFаналит  – отношение площади пика аналита 
в присутствии матрицы (матрица после экстрак-
ции с добавлением в нее аналита) к площади пика 
в отсутствии матрицы (чистый раствор аналита); 

 

Таблица 
Результаты исследований по выбору процедур пробоподготовки (P = 0.95, n = 10)

Тип экстрак-
ции

Экстрагирующая система

Икариин

Коэффициент извлече-
ния, %

Матричный фактор, нормали-
зованный на внутренний стан-

дарт, %

ЖЖЭ
кислая

Хлористый метилен 19 19
Ацетонитрил 53 11

Диэтиловый эфир: трет-бутил-
метиловый эфир
(9: 1 по объёму)

15 21

Гексан: хлористый метилен
(85: 15 по объёму)

0 19

Изобутиловый спирт: изопро-
пиловый спирт: этилацетат 

(40:30:30 по объёму)
35 12

ЖЖЭ
щелочная

Хлористый метилен 2 13
Ацетонитрил 79 19

Диэтиловый эфир: трет-бутил-
метиловый эфир
(9: 1 по объёму)

9 25

Гексан: хлористый метилен
(85: 15 по объёму)

0 23

Изобутиловый спирт: изопро-
пиловый спирт: этилацетат 

(40:30:30 по объёму)
73 9

ЖЖЭ
нейтраль-ная

Хлористый метилен 6 20
Ацетонитрил 72 18

Диэтиловый эфир: трет-бутил-
метиловый эфир
(9: 1 по объёму)

31 17

Гексан: хлористый метилен
(85: 15 по объёму)

0 24

Изобутиловый спирт: изопро-
пиловый спирт: этилацетат 

(40:30:30 по объёму)
49 9

ТФЭ
SUPELCO HLB 200 мг

97 4

ТФЭ
DSC-18 200

90 7

Прямой анализ 99 35
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MFвнутр.станд. – отношение площади пика внутренне-
го стандарта в присутствии матрицы (матрица по-
сле экстракции с добавлением в нее внутреннего 
стандарта) к площади пика в отсутствии матрицы 
(чистый раствор внутреннего стандарта).

Степень подавления ионизации фоновыми 
компонентами матрицы для икариина при прямом 
анализе супернатанта составляет 35 %, в то вре-
мя как при ТФЭ с картриджами SUPELCO DSC-18 
и HLB – 7 и 4 %, соответственно (табл. 1). 

Учитывая степень экстракции и эффект ма-
трицы, сделан вывод, что наиболее приемлемым 
способом пробоподготовки является ТФЭ с кар-
триджами HLB, при котором предел обнаружения 
икариина составляет 0.001 мкг∙мл-1. 

Для оценки влияния используемых в процес-
се пробоподготовки рутинных образцов биологиче-
ских проб реактивов на степень ионизации анали-
тов провели анализ экстракта воды, подверженной 
всем стадиям подготовки проб к анализу. При этом 
существенного эффекта подавления ионизации ре-
активами не наблюдали.

Сравнительный анализ 20 образцов мочи 
показал, что степень извлечения аналитов и по-
давление их ионизации матрицей не меняются от 
образца к образцу.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработана методика определения икарии-

на в моче методом ВЭЖХ‑MC/MC с использовани-
ем ЭРИ в режиме регистрации выбранных ионных 
переходов для положительных ионов. Оценены 
степень извлечения (97 %), влияние матрицы на 
подавление ионизации аналита (4 %), предел обна-
ружения (1 нг∙мл-1). Разработанный способ являет-
ся специфичным и чувствительным, позволяющим 
сочетать как качественное, так и количественное 
определение икариина в биопробах.
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