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РЕЗЮМЕ

Обоснование. Исследование тестостерона является основным методом 
выявления гиперандрогенизма, одного из важных критериев диагностики 
синдрома поликистозных яичников (СПКЯ). Жидкостная тандемная масс-
спектрометрия (ЖХ-МС/МС) рассматривается в настоящее время как наи-
более предпочтительный метод определения тестостерона у женщин, 
а его валидация является необходимым этапом для обеспечения воспроиз-
водимых результатов исследования андрогенов в клинической практике 
и при проведении популяционных исследований распространённости СПКЯ.
Цель работы. Разработать и валидировать метод определения общего 
тестостерона в сыворотке крови с использованием высокоэффективной 
ЖХ-МС/МС для диагностики гиперандрогенемии при проведении эпидемио-
логического исследования распространённости синдрома поликистозных 
яичников и его фенотипов в Восточной Сибири (ESPEP STUDY).
Материалы и методы. Определение тестостерона в сыворотке кро-
ви проводилось с применением трёхквадрупольного тандемного масс-
спектрометра LCMS-8060 (Shimadzu, Япония). Метод разработан с приме-
нением самостоятельно приготовленных образцов очищенной сыворотки 
крови человека, свободной от тестостерона, с известным содержанием 
исследуемого аналита. При апробации методики использованы образцы 
сыворотки крови женщин репродуктивного возраста.
Результаты. В ходе разработки метода оптимальные хроматографи-
ческие условия получили при использовании колонки Kromasil 100-2.5-C18 
(2,1 мм × 100 мм; AkzoNobel, Нидерланды), при изократическом режиме элюиро-
вания с применением подвижной фазы, состоящей из ацетонитрила и 0,1%-го 
водного раствора муравьиной кислоты. Общая скорость потока составила 
0,35 мл/мин. Нижний предел количественного определения составил 5 нг/дл со 
средней точностью 100,2 %. При апробации метода в тестовой популяцион-
ной выборке из 1138 женщин репродуктивного возраста (средний возраст – 
34,3 ± 6,3 года) медиана концентрации тестостерона составила 26,9 нг/дл.
Заключение. Предложенный метод определения тестостерона в сыворотке 
крови обладает приемлемой точностью, линейностью и воспроизводимо-
стью, характеризуется простой и быстрой пробоподготовкой и может 
использоваться при проведении популяционных эпидемиологических исследо-
ваний распространённости СПКЯ и его фенотипов и в клинической практике.
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ABStrACt

Testosterone assessment is essential for detecting biochemical hyperandrogen-
ism, one of the important diagnostic criteria of polycystic ovary syndrome (PCOS) 
both in clinical practice and in epidemiological studies. Currently, tandem liquid 
chromatography-mass spectrometry (LC-MS/MS) is the most preferred technique 
to measure testosterone level in women. Its validation is important to reproducibility 
of androgen tests results for clinical practice and for epidemiological studies of the 
prevalence PCOS.
The aim of the study. To develop and validate a method for determining total tes-
tosterone in blood serum using highly efficient LC-MS/MS to assess androgenemia 
in the epidemiological study of the prevalence of PCOS and its phenotypes in Eastern 
Siberia (ESPEP STUDY).
Materials and methods. We determined a total testosterone level in serum blood 
using triple quadrupole mass spectrometer LCMS-8060 (Shimadzu, Japan). The pro-
tocol of technique was developed using self-prepared purified human testosterone-
free serum with a known concentration of analyzed compound. We used the serum 
samples of women of reproductive age to test the developed method.
Results. Optimum chromatographic conditions were obtained with a Kromasil 
100-2.5-C18 column (2.1 mm × 100 mm; AkzoNobel, Netherlands), and an isocratic 
elution mode using a mobile phase consisting of acetonitrile and 0.1 % aqueous 
solution of formic acid. The total flow rate was 0.35 ml/min. The lower limit of quan-
tification was 5 ng/dl with an average accuracy of 100.2 %. During the approbation 
of the method in a test population sample of 1138 premenopausal women (mean 
age – 34.3 ± 6.3 years), the median testosterone concentration was 26.9 ng/dl.
Conclusion. It was found that the proposed method for determining testosterone 
in blood serum has acceptable linearity and reproducibility and meets the require-
ments for bioanalytical methods under the regulatory documentation. This method 
can be used for clinical practice and epidemiological study of the prevalence of PCOS.
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введеНИе

Исследование тестостерона является основным ме-
тодом выявления биохимического гиперандрогенизма, 
одного из важных критериев диагностики синдрома по-
ликистозных яичников (СПКЯ). Наряду с гиперандроге-
низмом и специфичными изменениями структуры яич-
ников, СПКЯ характеризуется нарушениями менстру-
альной и репродуктивной функции, а также выражен-
ными метаболическими расстройствами, которые кор-
релируют с тяжестью гиперандрогенемии [1–4]. СПКЯ 
считается самой распространённой эндокринопатией 
и выявляется, по различным данным, у 6–15 % женщин 
репродуктивного возраста [5, 6]. Одной из причин та-
кой вариабельности распространённости СПКЯ, наря-
ду с особенностями изучаемых популяций и использу-
емых диагностических критериев, является отсутствие 
стандартных подходов к исследованию андрогенов [7]. 
Наиболее широко используемыми методами измерения 
уровня общего тестостерона в сыворотке или плазме 
крови являются радиоиммунный анализ (РИА) и имму-
ноферментный анализ (ИФА). Однако в настоящее вре-
мя ИФА рекомендуется, в основном, для исследования 
уровня тестостерона у мужчин, так как для лиц, имею-
щих более низкие концентрации этого гормона, чувстви-
тельность и специфичность данного метода недостаточ-
ны [8]. Известно, что только 1–3 % тестостерона не свя-
зывается с белками плазмы, а наличие других стерои-
дов схожей структуры может приводить к погрешностям 
в анализе. Методики, включающие экстракцию и хрома-
тографию, обеспечивают несколько преимуществ, в част-
ности, удаление белков и разделение перекрёстно реа-
гирующих стероидов [9]. Доказано, что исследования те-
стостерона как с помощью РИА с экстракцией и хромато-
графией, так и с использованием жидкостной тандемной 
масс-спектрометрии (ЖХ-МС/МС), одинаково эффек-
тивны для диагностики СПКЯ, однако метод ЖХ-МС/ МС 
предпочтительнее, учитывая относительную простоту 
его автоматизации [10]. В последнее десятилетие дан-
ный метод рассматривается в качестве «золотого стан-
дарта» для определения тестостерона у женщин в кли-
нической практике и научных исследованиях [11, 12]. Со-
временные требования к проведению популяционных 
исследований распространённости СПКЯ, а также стан-
дарты репортирования результатов изучения гиперан-
дрогенизма в ведущих профильных научных журналах 
предполагают использование современных, высокоэф-
фективных подходов для определения тестостерона [7, 
13, 14]. При этом валидация методик исследования ан-
дрогенов рассматривается как совершенно необходи-
мый этап, обеспечивающий точность и сопоставимость 
результатов, полученных в разных лабораториях [9, 15].

Цель РАБоТы 

Разработка и валидация метода определения обще-
го тестостерона в сыворотке крови с использованием 
высокоэффективной ЖХ-МС/МС для диагностики гипе-

рандрогенемии при проведении эпидемиологическо-
го исследования распространённости синдрома поли-
кистоза яичников и его фенотипов в Восточной Сибири 
(ESPEP STUDY) [16].

мАТеРИАлы И меТоды

Нами были использованы аналитические стандарты 
тестостерона, приобретённые в компании Sigma Aldrich; 
изотопно-меченый [2H3]-Тестостерон (внутренний стан-
дарт) приобретался в компании ALSACHIM (Франция). 
Все органические растворители имели квалификацию 
«MS-grade» или «особо чистый» (ОСЧ). Квалификация хи-
мических реактивов, использованных в работе, соответ-
ствовала стандартным требованиям к проведению био-
аналитических исследований [17, 18].

Для приготовления контрольных и калибровочных 
растворов в «холостой» биологический материал поме-
щали точно дозированное количество раствора анали-
тического стандарта. В ходе приготовления модельных 
смесей исходный биоматериал разбавляли не более чем 
на 5 % от его объёма, для того чтобы полученная смесь 
максимально соответствовала по составу реальной че-
ловеческой плазме или сыворотке крови. Сыворотка 
крови человека, свободная от тестостерона, была при-
готовлена самостоятельно из пулированной женской 
сыворотки крови, взятой от разных доноров репродук-
тивного возраста, с помощью пропускания через пре-
паративную колонку-поглотитель, наполненную акти-
вированным углём [19]. Очистка производилась до по-
лучения хроматограммы «холостого» образца, не содер-
жащей следов тестостерона. В среднем, для полноцен-
ной подготовки плазмы нам требовалось от 3 до 5 раз 
пропустить интактный биоматериал через стеклянную 
колонку длиной 200 мм и внутренним диаметром 6 мм, 
плотно наполненную гранулами активированного угля 
размером около 0,5  мм. Для ускорения процесса ис-
пользовался вакуум водоструйного насоса, приложен-
ный к приёмной колбе.

Хроматографическое разделение выполнено на си-
стеме Shimadzu Nexera X2 (Япония) с двумя насосами 
высокого давления и созданием градиента на стороне 
высокого давления. Детекция аналита осуществлялась 
с применением трёхквадрупольного тандемного масс-
спектрометра LCMS-8060 (Shimadzu, Япония) в режиме 
положительной ионизации с гибридным сдвоенным ис-
точником ионизации (DUIS) и применением техники мо-
ниторинга множественных реакций (MRM).

Разработка и оптимизация метода анализа
При подборе хроматографических условий для до-

стижения наиболее эффективного разделения мы про-
бовали использовать ряд хроматографических колонок 
с сорбентами С18 (Kromasil, Luna), С8 (ACE С8) и бифе-
нильными модификаторами (Raptor Biphenyl). В каждом 
случае мы пытались подобрать оптимальные условия 
для отделения тестостерона от эндогенных компонен-
тов. Наличие эндогенных примесей было связано с при-
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менением сравнительно простой, но дешёвой и экс-
прессной методикой пробоподготовки. Важным факто-
ром при подборе условия являлось суммарное время 
хроматографирования, т. к. одной из наших задач явля-
лось построение максимально простого и экспрессно-
го метода. Приемлемые хроматографические параме-
тры были получены с применением колонки Kromasil 
100-2.5-C18 (2,1 мм × 100 мм; AkzoNobel, Нидерланды) 
при изократическом режиме элюирования со скоростью 
0,35 мл/мин. Состав подвижной фазы – 80 : 20 (v : v) аце-
тонитрил : 0,1%-й водный раствор муравьиной кислоты. 
В колоночном термостате поддерживали температуру 
40 °С. В этих условиях суммарное время проведения хро-
матографического определения составило 1,5 минуты. 

Для детектирования тестостерона и внутреннего 
стандарта использовались следующие MRM перехо-
ды: m/z 289,00 > 97,30; 289,00 > 109,20; 289,00 > 79,15 – 
для тестостерона, и m/z 292,00 > 109,20; 292,00 > 79,15; 
292,00  >  97,30 – для [2H3]-тестостерона. Количествен-
ные расчёты производили по хроматограммам полно-
го ионного тока (TIC). 

Параметры квадрупольной системы: режим реги-
страции катионов, время сканирования – 50  мс, дав-
ление соударительного газа – 270  КПа, разрешение 
квадрупольной системы «юнит», энергия соударе-
ния по  каналам тестостерона составила 21  В для пе-
реходов с m/z 289,00 > 97,30 и 289,00 > 109,20, и 46 В – 
для  перехода 289,00  >  79,15. Для [2H3]-тестостерона 
энергия соударения по каналам составила 29 В для пе-
рехода с m/z  292,00  >  109,20; 49  В – для перехода 
с m/z 292,00 > 79,15; и 46 В – для канала m/z 292,00 > 97,30. 

Параметры ионного источника: напряжение капил-
ляра ESI – 4000  В, напряжение коронарного разряда 
DUIS – 4500 В, температура ионного источника – 300 °С, 
поток газа-нагревателя – 10 л/мин, поток газа распыли-
теля – 2 л/мин, поток газа завесы – 10 л/мин, температу-
ра линии десольватации – 250 °С.

Приготовление растворов стандартных образцов
Навеску стандарта тестостерона в количестве около 

5,0 мг (точная навеска) помещали в центрифужную про-
бирку и разводили в соответствующем количестве ацето-
нитрила для получения раствора 1 мг/мл (сток-раствор). 
Разбавленные растворы готовились из сток-раствора пу-
тём разведения в ацетонитриле до получения соответ-
ствующих концентраций, удобных для построения кали-
бровочной зависимости. Исходный сток-раствор тесто-
стерона хранили при –20 °C, разбавленные растворы хра-
нили не более 1 недели при температуре +4 °C.

методика пробоподготовки 
Модифицированный метод SALLE (Salting-out 

Assisted Liquid-Liquid Extraction) [20] был выбран как наи-
более подходящий при разработке метода. Метод твёр-
дофазной экстракции показался нам недостаточно бы-
стрым, тогда как классические методы осаждения бел-
ков и жидкостной экстракции не позволяли добиться 
приемлемых результатов по чувствительности и вос-
производимости.

Предварительно приготовленные пробы калибро-
вочных стандартов и образцов контроля качества урав-
новешивались при комнатной температуре. В чистую 
пробирку типа Эппендорф объёмом 1,5  мл помещали 
200 мкл биологического образца, 25 мкл рабочего рас-
твора внутреннего стандарта, 600  мкл ацетонитрила, 
200 мкл 3М водного раствора сульфата аммония и тща-
тельно перемешивали на пробирочном вортексе при 
2500 об./мин в течение 15 секунд. Далее пробирки цен-
трифугировали при 2952 g в течение 2 мин при темпе-
ратуре 20 °C, отбирали 400 мкл верхнего слоя и перено-
сили в виалу для хроматографического анализа. Коли-
чественное определение проводили методом внутрен-
него стандарта по соотношению площадей хромато-
графических пиков тестостерона и изотопно-меченого 
[2Н3]-тестостерона.

калибровочные кривые
Девять ненулевых калибровочных стандартов в двух 

повторностях готовились для каждого аналитического 
цикла. Концентрации калибровочных стандартов состав-
ляли 5; 10; 30; 50; 70; 100; 200; 300 и 500 нг/дл. Все полу-
ченные данные аппроксимировались с использовани-
ем весового коэффициента 1 / С2, где С – концентрация 
аналита. Для аппроксимации использовалась функция 
второго порядка, а оценка правильности построения 
калибровочных кривых проводилась методом обрат-
ного расчёта.

объекты исследования
Для апробации методики использованы образцы 

сыворотки крови 1138 женщин репродуктивного воз-
раста (средний возраст – 34,3 ± 6,3 года), рекрутирован-
ных во время ежегодного профилактического осмотра 
по месту работы в период с 2016 по 2019 г. в Иркутской 
области и Республике Бурятия (Российская Федерация), 
отвечающих следующим критериям включения: воз-
раст – от 18 до 45 лет, подписанное информированное 
согласие. Критериями исключения были: беременность 
или лактация в настоящее время, гистерэктомия или/и 
удаление придатков с обеих сторон, аблация эндоме-
трия и/или эмболизация маточных артерий, приём гор-
мональных препаратов и/или инсулиносенситайзеров.

этическая экспертиза
Все процедуры, выполненные в исследовании с уча-

стием людей, соответствовали этическим стандартам Ко-
митета по биомедицинской этике при ФГБНУ НЦ ПЗСРЧ 
и Хельсинкской декларации 1964 г. с её последующими 
изменениями. Информированное добровольное согла-
сие было получено от каждой участницы исследования.

Статистический анализ
Для оценки точности, воспроизводимости и оцен-

ки стабильности проб подсчитывались номинальные 
и средние значения концентрации, стандартное откло-
нение и коэффициент вариации. Значения концентрации 
тестостерона в выборке тестовой популяции представ-
лены в виде медианы и перцентилей (5-го, 25-го, 75-го 
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и 95-го), поскольку распределение наблюдаемой вели-
чины не соответствовало закону нормального распре-
деления (критерий Колмогорова – Смирнова).

РеЗУльТАТы ИССледовАНИя

валидация метода
В ходе выполнения валидации метода эксперимен-

тально рассчитанные концентрации калибровочных 
стандартов находились в пределах ±  15  % номиналь-
ных значений (за исключением нижнего предела коли-
чественного определения, для которого это значение 
должно находиться в пределах ± 20 %). Калибровочные 
кривые для тестостерона обладали необходимой точно-
стью в диапазоне концентраций от 5 до 500 нг/дл, с коэф-
фициентами детерминации (r2) более 0,98. Репрезента-
тивная калибровочная кривая приведена на рисунке 1. 
Для оценки селективности и специфичности сравнивали 

хроматограммы «холостых» образцов из разных циклов 
подготовки биоматериала и хроматограммы проб с со-
держанием тестостерона на уровне 5 нг/дл. В соответ-
ствии с нормативами, определение выполнялось в 6 по-
вторениях с использованием разных источников очи-
щенной плазмы крови. Отдельно оценивалась возмож-
ность использования сыворотки и гемолизированной 
плазмы крови. Интерферирующие соединения давали 
пики на времени удерживания тестостерона, не превы-
шающие 20 % от средней площади пика для калибровоч-
ного образца с низшей концентрацией. Типичные хро-
матограммы для подготовленной «холостой» пробы, об-
разца «Зеро» (добавлен внутренний стандарт, но не до-
бавлен аналит), пробы в нижнем и верхнем пределах 
количественного определения (НПКО и ВПКО соответ-
ственно) показаны на рисунке 2.

Нижний предел количественного определения
При оценке уровня НПКО в ходе обратного расчё-

та получены значения концентраций, варьирующиеся 
от 4,9 до 5,3 нг/дл. Коэффициенты вариации для повтор-
ных проб не превышали 20 %, а значение точности опре-
деления варьировалось от 97,3 до 106,3 %. Коэффици-
енты детерминации (r2) находятся в пределах нормиру-
емых погрешностей для всех пяти проведённых в рам-
ках валидации аналитических циклов (0,9869–0,9967), 
таким образом, НПКО для данного метода может быть 
принят на уровне 5 нг/дл.

Точность, сходимость/воспроизводимость
Оценка внутрисерийной точности и прецизионно-

сти была проведена путём анализа нескольких приготов-
лений образцов с разными концентрациями тестосте-
рона в плазме человека. Всего анализировали по 6 кон-
трольных образцов на уровне НПКО (5 нг/дл), с низкой 
(КО НИЗК, 15 нг/дл), средней (КО СРЕДН, 150 нг/дл) и вы-
сокой (КО ВЫС, 350 нг/дл) концентрациями. Результаты 
оценки точности и воспроизводимости полностью соот-
ветствуют регуляторным требованиям, а метод являет-
ся нормально воспроизводимым. Основные результаты 
оценки внутри- и межсерийной точности и воспроизво-
димости представлена в таблице 1.

оценка стабильности проб
Оценка стабильности образцов производилась 

в  стандартных условиях с использованием контроль-
ных образцов с низкой и высокой концентрациями. 
Оценивали стабильность пробы при нахождении об-
разца в течение суток в плазме при комнатной темпе-
ратуре, стабильность готового экстракта при нахожде-
нии его в течение суток в условиях автосамплера и дол-
говременную стабильность проб в условиях хранения 
при температуре –40 °С. Выявлено, что образцы тесто-
стерона показывали приемлемую стабильность во всех 
тестах, а при определении долговременной стабильно-
сти показана возможность хранения проб при темпе-
ратуре –40 °С в течение, по меньшей мере, одного ме-
сяца. Результаты оценки стабильности проб представ-
лены в таблице 2.

Calibration Curve

ID# : 1 m/z : ICT
Name : Testosterone
Quantitative Method : Internal Standard
Function : f(x)=1, ^2+5, +0,03842*x 45064*x 00990891

9965732 9931582Rr1=0, Rr2=0,
663833e+000 694116e+000 25,422546MeanRF: 6, RF SD: 1, RF %RSD:

FitType : Quadratic
ZeroThrough : Not’ hroughT
Weighted Regression : 1/C^2

Conc.(Ratio) [*10^0]

0,0                      0,5                     1,0                      1,5                     2,0                      2,5

1,6

1,4

1,2

1,0

0,8

0,6

0,4

0,2

0,0

Area Ratio

[*10^1]

РИС. 1.  
Калибровочная кривая. Quantitative method – способ количе-
ственного расчёта; Internal Standard – метод внутренне-
го стандарта; Function – вид аппроксимирующей калибро-
вочной функции с коэффициентами; Rr1 – коэффициент кор-
реляции r; Rr2 – коэффициент детерминации r2; Fit Type – ма-
тематическое наименование аппроксимирующей функции; 
Zero Through – принудительное прохождение калибровочной 
функции через точку начала координат; Weight Regression – 
весовой коэффициент
FIG. 1.  
Calibration curve. Quantitative method – a method of quantitative 
calculation; Internal Standard – internal standard method; Func-
tion – type of approximating calibration function with coefficients; 
Rr1 – correlation coefficient r; Rr2 – coefficient of determination 
r2; Fit Type – mathematical name of the approximating function; 
Zero Through – forced passage of the calibration function through 
the point of origin; Weight Regression – weight coefficient
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РИС. 2.  
Хроматограммы холостого образца (а); «Зеро» (б); НПКО (в) 
и ВПКО (г). На переднем плане представлены хроматограм-
мы записанные для внутреннего стандарта, на заднем 
– для тестостерона; НПКО (LLOQ) – нижний предел количе-
ственного определения; ВПКО (ULOQ) – верхний предел коли-
чественного определения

FIG. 2.  
Chromatograms of the blank sample (а); «Zero» (б); LLOQ 
(в) and ULOQ (г). In the foreground – internal control peaks, 
on the background – testosterone peaks; LLOQ – lower limit 
of quantitation; ULOQ – upper limit of quantitation

Уровень Номинал, нг/дл Средняя концентрация, нг/дл (n = 6) Стандартное отклонение Коэффициент вариации, %

Внутрисерийная точность и воспроизводимость

КО НИЗК 15 13,9 0,8 5,7

КО СРЕДН 150 147,7 5,1 3,5

КО ВЫС 350 352,1 5,3 1,5

Межсерийная точность и воспроизводимость

КО НИЗК 15 14,4 0,8 5,2

КО СРЕДН 150 142,1 8,4 5,9

КО ВЫС 350 357,8 8,3 2,3

Т А Б л и ц А   1
вНУТРИСеРИйНАя И межСеРИйНАя ТоЧНоСТь 
И воСПРоИЗводИмоСТь

t A B l E   1
InTRA bATCH AnD InTER bATCH ACCuRACy 
AnD REPRoDuCIbIlITy
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Апробация метода
При апробации метода в тестовой популяционной 

выборке медиана концентрации тестостерона у женщин 
репродуктивного возраста составила 26,9 нг/дл, со зна-
чениями 5-го, 25-го, 75-го и 95-го перцентилей 6,0; 17,8; 
37,7 и 74,6 нг/дл соответственно.

оБСУждеНИе

Предложенный и валидированный нами подход 
по своим рабочим параметрам не уступает литератур-
ным аналогам, но при этом использует простую и экс-
прессную методику пробоподготовки, которая с лёгко-
стью может быть автоматизирована. Верхние пределы 
количественного определения и рабочий диапазон кон-
центраций тестостерона при использовании предложен-
ного нами варианта ВЭЖХ-МС/МС соответствуют значе-
ниям, обсуждаемым в большинстве современных лите-
ратурных источников. По показателю чувствительности 
метод не уступает описанным ранее аналогам или даже 
превосходит их. Так, в работе W.A. Salameh и соавт. (2010) 
сообщается о нижнем пределе количественного опре-
деления, равном 0,3 нг/мл (30 нг/дл) [21]. B. Trabert и со-
авт. добились чувствительности метода, несколько пре-
вышающей нашу – 0,01 нг/мл (1 нг/дл) [15]. Однако эти-
ми авторами использовались сравнительно большие ко-
личества биологического материала и не самая удобная 
пробоподготовка. S.N. Alvi и соавт. [22] также использо-
вали метод жидкостной экстракции, однако им удалось 
добиться чувствительности на уровне 50 нг/ дл для плаз-
мы крови, что свидетельствует о невысокой селектив-
ности метода.

Метод определения НПКО сводится к оценке ми-
нимальной концентрации, при которой соотношение 
отклика по определяемому аналиту и отклика в «холо-
стом» образце (от эндогенных компонентов) составля-
ет не менее 5. Таким образом, есть два принципиаль-
ных способа увеличения чувствительности методов: 
увеличение селективности приборов и более эффек-
тивная очистка во время пробоподготовки. Если селек-
тивность прибора находится на приемлемом уровне, 
то увеличение степени чистоты полученного экстрак-

та – актуальная задача для каждого коллектива анали-
тиков, приступающих к разработке практически любо-
го метода. В большинстве методов определения тесто-
стерона используется относительно стандартная техни-
ка жидкостной экстракции, исторически отработанная 
со времён, когда основной диагностической матрицей 
являлась моча. 

Так, B.  Trabert и  соавт. использовали стандартную 
экстракцию гексаном [15], а в работе M. van Nuland и со-
авт. применяется экстракция метил-трет-бутиловым эфи-
ром [23]. Одним общим свойством этих методов являет-
ся способность изолировать низкомолекулярную орга-
ническую фракцию от неорганической составляющей, 
существенно влияющей на качество масс-селективного 
детектирования. Важным обстоятельством является 
и то, что растворители, обычно использующиеся для та-
кого типа экстракции, не применимы в обращённо-фа-
зовой (ОФ) хроматографии, требуют упаривания и пе-
рерастворения образца, что неминуемо ведёт к поте-
рям и погрешностям. 

Преимуществом нашего подхода является то, 
что  мы применили сравнительно новый метод жид-
костной экстракции с высаливанием, позволяющий 
минимизировать потери на промежуточных аналити-
ческих этапах, так как экстрагентом является ацетони-
трил и его можно сразу использовать для анализа в ОФ-
хроматографии. Кроме того, как показано ранее, эф-
фективность экстракции ацетонитрилом при сравне-
нии с обычным осаждением белков значительно выше 
из-за увеличения площади соприкосновения фаз [20]. 
В перспективе при применении сравнительно про-
стой методики можно добиться приемлемой степени 
извлечения для многих аналитов, включая обширные 
андрогенные панели. Также наш метод удобен для глу-
бокой автоматизации и с успехом может быть исполь-
зован в масштабных скрининговых проектах с участи-
ем тысяч субъектов.

ЗАклюЧеНИе

Предлагаемый метод определения тестостерона 
в  сыворотке крови женщин репродуктивного возрас-

Т А Б л и ц А   2 
оЦеНкА СТАБИльНоСТИ ПРоБ

t A B l E   2
STAbIlITy TESTS

Показатели
Кратковременная  

пост-препаративная 
стабильность

Кратковременная 
стабильность в матрице 

при комнатной температуре

Стабильность через месяц 
хранения при –40 °С

Номинальная концентрация, 
нг/дл 15 350 15 350 15 350

Измеренная концентрация, 
нг/дл 15,1 332,3 14,9 340,9 15,4 350,2

Точность, % 100,8 94,9 99,9 97,4 102,6 100,1

Коэффициент вариации, % 8,8 7,1 6,4 6,7 8,5 6,9
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та с использованием высокоэффективной жидкостной 
обращённо-фазовой хроматографии с тандемной масс-
селективной детекцией аналита обладает необходимой 
точностью и воспроизводимостью результатов, харак-
теризуется простой и быстрой пробоподготовкой, лег-
ко адаптируемой для использования в автоматических 
станциях подготовки проб при потоковом анализе. Ме-
тод приемлем для верификации гиперандрогенемии 
при проведении популяционных эпидемиологических 
исследований распространённости СПКЯ и его феноти-
пов, а также в клинической практике.
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