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Аннотация. Актуальность. Оценка влияния лекарственных средств на нейромедиаторные процессы является важной составляющей фарма-
кодинамических исследований. Количественное определение моноаминовых нейротрансмиттеров в структурах головного мозга лабораторных 
животных является актуальной задачей фармакологии и физиологии. Цель — разработка методики количественного определения серотонина, 
дофамина, норэпинефрина, гистамина и эпинефрина в гомогенатах головного мозга крыс с помощью ВЭЖХ-МС/МС. Методы. Выделение нейроме-
диаторов из мозга крыс осуществляли путём гомогенизации биоматериала с ацетонитрилом и хлористоводородной кислотой. Очистку извлечения 
проводили с помощью жидкость-жидкостной экстракции с хлороформом и изопропанолом. Детектирование моноаминов осуществляли с помощью 
масс-спектрометра AB Sciex QTrap 3200MD, хроматографирование проводили с использованием ВЭЖХ Agilent Technologies 1260 Infinity II. В качестве 
элюента использовали метанол и деионизированную воду. Результаты. Пробоподготовка представляла собой центрифугирование полученного 
гомогената, высушивание супернатанта в токе азота, растворение осадка в подвижной фазе, очистку раствора с помощью смеси хлороформа и 
изопропанола. Для хроматографического разделения моноаминовых нейромедиаторов использовали аналитическую колонку Agilent InfinityLab 
Poroshell 120 EC-C18 4,6 × 100 мм, 2,7 мкм. Общее время хроматографического анализа составило 12 минут, время удерживания норэпинефрина, 
эпинефрина, дофамина, серотонина, гистамина составило 2,8; 3,2; 5,4; 7,9; и 2,2 минут, соответственно. Аналитический диапазон методики составил 
25,0–5000,0 нг/г для эпинефрина, гистамина и дофамина; 5,0–5000,0 нг/г для серотонина и 50,0–5000,0 для норэпинефрина. Для апробации методики 
был проведён анализ моноаминовых нейромедиаторов в стриатуме интактных крыс Wistar. Заключение. Разработанная биоаналитическая ВЭЖХ-МС/
МС-методика количественного определения моноаминовых нейромедиаторов в головном мозге крыс полностью соответствует валидационным 
требованиям. Метрологические характеристики методики позволяют с высокой точностью оценить содержание норэпинефрина, эпинефрина, 
дофамина, серотонина и гистамина в структурах головного мозга крыс. 
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Abstract. Relevance. Evaluation of the effect of drugs on neurotransmitter processes is an important component of pharmacodynamic studies. The 
quantitative determination of monoamine neurotransmitters in the brain structures of laboratory animals is an urgent task of pharmacology and physiology. 
Purpose of the study. Development of a method for the quantitative determination of serotonin, dopamine, norepinephrine, histamine and epinephrine in rat 
brain homogenates using HPLC-MS/MS. Methods. The isolation of neurotransmitters from the brain of rats was carried out by homogenizing the biomaterial 
with acetonitrile and hydrochloric acid. The extraction was purified by liquid-liquid extraction with chloroform and isopropanol. Monoamines were detected 
using an AB Sciex QTrap 3200MD mass spectrometer, chromatography was performed using an Agilent Technologies 1260 Infinity II HPLC. Methanol and 
deionized water were used as eluent. Results. Sample preparation consisted of centrifugation of the resulting homogenate, drying of the supernatant in a 
stream of nitrogen, dissolution of the precipitate in the mobile phase, and purification of the solution using a mixture of chloroform and isopropanol. An 
Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-C18 4.6×100 mm, 2.7 µm analytical column was used to separate monoamine neurotransmitters. The total time of the 
chromatographic analysis was 12 minutes, the retention time of norepinephrine, epinephrine, dopamine, serotonin, histamine was 2.8; 3.2; 5.4; 7.9; and 2.2 
minutes, respectively. The analytical range of the technique was 25.0–5000.0 ng/g for epinephrine, histamine, and dopamine; 5.0–5000.0 ng/g for serotonin 
and 50.0–5000.0 for norepinephrine. To test the technique, we analyzed monoamine neurotransmitters in the striatum of intact Wistar rats. Conclusion. The 
developed bioanalytical HPLC-MS/MS method for the quantitative determination of monoamine neurotransmitters in the rat brain fully complies with the 
validation requirements. The metrological characteristics of the technique make it possible to estimate the content of norepinephrine, epinephrine, dopamine, 
serotonin, and histamine in the brain structures of rats with high accuracy.
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Введение / Introduction

Нейротрансмиттерами (НТ) называют биологиче-
ски активные вещества, участвующие в синаптической 
передаче нервного импульса. Среди основных НТ 
выделяют ацетилхолин, аминокислоты (ГАМК, гли-
цин, глутамат, аспарагинат) и моноамины (дофамин, 
норэпинефрин, эпинефрин, серотонин, гистамин) [1]. 
Нарушения обмена НТ могут приводить к широкому 
спектру неврологических и психических расстройств, 
фармакотерапия которых требует применения эффек-
тивных и безопасных лекарственных средств (ЛС). 
Оценка влияния ЛС на нейромедиаторные процессы 
является важной составляющей фармакодинамических 
исследований [2, 3]. Способность изменять содержание 
моноаминовых НТ в нервной ткани характерна для 
ЛС, обладающих противопаркинсонической, нейро-
лептической, анальгетической, анксиолитической, 
снотворной активностью. Наличие нейропротек-
торных и прокогнитивных свойств у некоторых ЛС 
также связывают с их влиянием на нейромедиаторные 
процессы. Кроме того, важным элементом оценки 
безопасности новых фармакотерапевтических средств 
является анализ возможного аддиктивного потенциала. 
Известно, что формирование патологического при-
страстия многих ЛС связано с их влиянием на систему 
«вознаграждения мозга», функционирование которой 
непосредственно связано с обменом дофамина [3, 4].

Таким образом, определение уровня моноамино-
вых НТ в структурах головного мозга лабораторных 
животных является актуальной задачей фармакологии 
и физиологии. Сочетание точных и воспроизводимых 
аналитических методик и биологических моделей яв-
ляется важным инструментом для изучения патогенеза 
различных заболеваний, а также фармакодинамики, 
эффективности и безопасности новых ЛС на этапе 
доклинических испытаний.

Определение моноаминовых НТ в биологических 
образцах является сложной задачей. Так, катехоламины 
обладают высокой чувствительностью к свету [5], тяжё-
лым металлам [6], высоким значениям pH [7] и могут 
легко подвергаться спонтанному окислению [8]. Кроме 
того, некоторые НТ существуют в свободной форме в 
очень низких концентрациях, что требует разработки 
и внедрения специфичных и чувствительных методик 
количественного определения. Среди методов количе-
ственного анализа веществ в биологических объектах 
ключевое место занимает высокоэффективная жид-
костная хроматография с масс-спектрометрической 
детекцией, использование которой в большинстве 
случаев упрощает процедуру пробоподготовки и по-
зволяет с высокой чувствительностью и скоростью 
проводить количественное определение несколь-
ких аналитов одновременно. На основании данных 
литературы об использовании ВЭЖХ-МС/МС для 
определения содержания моноаминовых НТ в го-
ловном мозге можно выделить основные недостатки 

предложенных методик: ограниченное число аналитов 
[9–11], длительное время анализа [12, 13] и сложная 
пробоподготовка, включающая дериватизацию или 
сублимационное высушивание [10, 14]. 

Цель исследования – разработка методики одно-
временного количественного определения серотонина, 
дофамина, норэпинефрина, гистамина и эпинефрина 
в гомогенатах головного мозга крыс с применением 
высокоэффективной жидкостной хроматографии с 
масс-спектрометрическим детектированием.

Материалы и методы / Materials and methods

Индивидуальные исходные растворы (stock 
solution, 1 мг/мл) моноаминовых НТ готовили на ме-
таноле (J.T. Backer, Польша) путём растворения в мер-
ных колбах объёмом 50 мл 50 мг субстанции каждого 
аналита в пересчёте на основание [15]. Использовали 
аналитические стандарты Sigma Aldrich: серотонина 
гидрохлорид (CAS: 153-98-0), норэпинефрина ги-
дрохлорид (CAS: 55-27-6), эпинефрина гидрохлорид 
(CAS: 329-63-5), дофамина гидрохлорид (CAS: 62-31-7), 
гистамин (CAS: 51-45-6), в качестве внутреннего 
стандарта (IS) применяли сальбутамол (CAS: 18559-
94-9). Отвешивание компонентов осуществляли на 
аналитических весах ВЛ-124В (Госметр, Россия), для 
ускорения растворения использовали орбитальный 
шейкер OS-20 (Biosan, Латвия). Для приготовления ис-
ходного комбинированного раствора НТ (100 мкг/мл) 
в мерную колбу объёмом 25 мл вносили по 2,5 мл каж-
дого индивидуального раствора, после чего доводили 
объём до метки метанолом. Полученный комбини-
рованный раствор использовали для приготовления 
серии рабочих растворов (work solution) на метаноле.

На этапе разработки методики пробоподготовки 
подбирали условия выделения моноаминовых НТ из 
биоматериала и последующей очистки полученного 
экстракта. Извлечение нейромедиаторов из тканей 
головного мозга крыс осуществляли путём гомогени-
зации с экстрагентом. С этой целью точную навеску 
биоматериала вносили в пробирку типа Эппендорф 
объёмом 1,5 мл, добавляли экстрагент из расчёта  
400 мкл на 100 мг ткани, помещали бусину диаметром 
4 мм из кварцевого стекла и гомогенизировали на ви-
брационной мельнице с частотой 50 Гц и амплитудой 
колебательных движений 30 мм в течение 10 минут. 
Полученный гомогенат центрифугировали при темпе-
ратуре 4 °С и частоте 15 000 об/мин в течение 15 минут 
с помощью лабораторной центрифуги SIGMA 1-14K 
(Финляндия). Супернатант переносили в отдельные 
пробирки Эппендорф и использовали для последу-
ющего анализа. Проводили сравнительный анализ 
использования в качестве экстрагента различных жид-
костей: вода, метанол, ацетонитрил, водные растворы 
кислот (хлористоводородной, хлорной, муравьиной, 
трихлоруксусной, сульфосалициловой) различных 
концентраций, в том числе в комбинации. Кроме того, 
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оценивали влияние различных добавок к экстрагенту 
(натрия метабисульфит, ЭДТА, аскорбиновая кисло-
та) на стабильность и степень извлечения аналитов. 
Так как ткани мозга содержат большое количество 
фосфолипидов, которые часто становятся причиной 
высоких значений матричного эффекта, на этапе 
разработки методики пробоподготовки подбирали 
условия очистки полученных извлечений от мешаю-
щих компонентов. Данную процедуру осуществляли с 
помощью жидкость-жидкостной экстракции, оцени-
вали использование в качестве экстрагента различных 
растворителей (гексан, хлороформ, изопропанол). 
Для снижения нижнего предела количественного 
определения аналитов проводили концентрирование 
полученных экстрактов. С этой целью полученные 
экстракты моноаминовых НТ высушивали в токе 
азота с последующим растворением сухого остатка в 
малом количестве растворителя. Полученные готовые 
растворы после очистки переносили в полиэтилено-
вые вставки в хроматографические виалы из тёмного 
стекла и использовали для последующего анализа. 

Хроматографическое разделение моноаминовых НТ 
осуществляли на обращённо-фазовой аналитической 
колонке InfinityLab Poroshell 120 EC-C18 4,6 × 100 мм, 
2,7 мкм (Agilent Technologies, США) с использовани-
ем высокоэффективного жидкостного хроматографа 
1260 Infinity II (Agilent Technologies, ФРГ), в качестве 
компонентов подвижной фазы использовали мета-
нол и деионизированную воду с добавлением 0,1 % 
муравьиной кислоты. В качестве детектора при про-
ведении хроматографического анализа использовали 
тандемный квадрупольный масс-спектрометр AB Sciex 
QTrap 3200 MD (Sciex, Сингапур). Оптимизацию де-
тектирования осуществляли с помощью шприцевого 
ввода в масс-спектрометр индивидуальных растворов 
(50,0 нг/мл) моноаминовых НТ и IS в метаноле с до-
бавлением 0,1 % муравьиной кислоты. Вначале для 
каждого аналита определяли m/z протонированных 
молекул при положительной ионизации, подбирали 
оптимальные значения потенциала декластеризации 
(DP) и напряжения на входе в ячейку соударений 
(CEP). Затем для установленных ионов-предшествен-
ников определяли масс-спектры второго порядка, вы-
бирали 2 характеристических фрагментарных иона, для 
которых устанавливали наилучшие значения энергии 
соударений (CE) и напряжения на выходе из ячейки 
соударений (CXP). Полученные значения обеспечива-
ли наилучшую селективность и чувствительность при 
регистрации моноаминовых НТ в режиме мониторинга 
множественных реакций (MRM).

Для обработки первичных данных масс-
спектрометрического и хроматографического ана-
лиза использовали программное обеспечение (ПО) 
Sciex Analyst 1.3.6, расчёт значений валидационных 
параметров проводили с использованием ПО Microsoft 
Office Excel 365.

В процессе валидации оценивали следующие 
параметры биоаналитической методики: селектив-
ность, матричный эффект, перенос пробы, линей-
ность аналитического диапазона, нижний предел 
количественного определения (НПКО), внутри- и 
межсерийную точность и прецизионность, фактор 
разбавления. Кроме этого, определяли стабильность 
определяемых веществ на этапах анализа.

Результаты / Results

Для моноаминовых НТ и внутреннего стандарта 
были проанализированы масс-спектры первого и 
второго (рис. 1) порядка, результаты определения 
которых сравнивали с данными литературы [12, 18]. 
Для каждого вещества были определены два характе-
ристических иона-продукта, для которых были подо-
браны параметры детектирования, обеспечивающие 
максимальную чувствительность (табл. 1).

Рис. 1. Масс-спектры ионов-продуктов моноаминовых 
НТ (A – норэпинефрин, B – эпинефрин, C – дофамин, 
D – серотонин, E – гистамин) и внутреннего стандарта 
(F – сальбутамол) при положительной ионизации
Fig. 1. Mass spectra of monoamine HT product ions 
(A – norepinephrine, B – epinephrine, C – dopamine,  
D – serotonin, E – histamine) and internal standard (F – 
salbutamol) with positive ionization
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Хроматографическое разделение моноаминовых 
НТ осуществляли в обращённо-фазовом режиме. В 
качестве компонента подвижной фазы, обладающего 
большей элюирующей силой, использовали метанол. 
Применение альтернативного элюента – ацетонитрила 
при любой программе градиента не приводило к пол-
ному разделению пиков норэпинефрина и мешающих 
компонентов матрицы. Таким образом, в качестве 

компонентов подвижной фазы использовали деио-
низированную воду (A) и метанол (B) с добавлением 
0,1 % муравьиной кислоты в градиентном режиме 
(табл. 2), общее время анализа составило 12 минут. 
По результатам анализа хроматограмм установлено, 
что время удерживания норэпинефрина, эпинефрина, 
дофамина, серотонина, гистамина составило 2,8; 3,2; 
5,4; 7,9; и 2,2 минут, соответственно (рис. 2).

Таблица 1

Параметры масс-спектрометрического детектирования моноаминовых НТ в режиме MRM

Table 1

Parameters of mass spectrometric detection of monoamine HT in MRM mode

Тип источника ионов TurboIonSpray

Режим ионизации Положительный

Температура источника ионов, °C 450,0

Напряжение источника ионов, В 5500,0

Давление газа завесы, psi 10,0

Давление газа-распылителя, psi 40,0

Давление газа-нагревателя, psi 50,0

НТ MRM, m/z Dwell, мсек DP, В EP, В CEP, В CE, эВ CXP, В

Норэпинефрин 170,2/152,0
170,2/107,1

100

34

10,0

9,5 13
23

2,3
2,5

Эпинефрин 184,2/166,0
184,2/107,0 30 9,7 15

23
2,9
3,7

Дофамин 154,2/137,0
154,2/119,0 29 7,0 11

20
2,7
4,0

Серотонин 177,2/160,1
177,2/115,0 27 9,6 14

14
2,5
3,9

Гистамин 112,0/95,0
112,0/68,0 49 14,0 15

16
3,0
2,5

Сальбутамол (IS) 240,1/148,0
240,1/166,2 51 13,0 24

21
2,5
2,8

Таблица 2

Хроматографические параметры определения моноаминовых НТ

Table 2

Chromatographic parameters for the determination of monoamine HT

Колонка InfinityLab Poroshell 120 EC-C18 4,6 × 100 мм, 2,7 мкм

Элюент A Деионизированная вода + 0,1 % муравьиной кислоты

Элюент B Метанол + 0,1 % муравьиной кислоты

Программа градиента

Время, мин Скорость потока, мл/мин % A %B

0,0
2,5
4,0
8,0

8,01
12,0

0,4

98
98
5
5

98
98

2
2

95
95
2
2

Температура колонки, °C 30

Аликвота, мкл 5

Общее время анализа, мин 12

Промывка инжектора 3 секунды, 50 % водный раствор метанола
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Сравнительный анализ результатов пробоподго-
товки показал, что оптимальные значения степени 
извлечения и величины матричного эффекта для 
каждого аналита могут быть достигнуты при гомоге-
низации образцов мозговой ткани со смесью ацето-
нитрила и 0,1 н водного раствора хлористоводород-
ной кислоты в соотношении 3:1. При этом происхо-
дит эффективное удаление белковых компонентов. 
Анализ использования ЭДТА с целью связывания 
тяжёлых металлов, способствующих ускоренному 
окислению катехоламинов [6], показал значительное 
снижение чувствительности определения гистамина 
и норэпинефрина. Добавление с этой же целью на-
трия метабисульфита или аскорбиновой кислоты 
привело к появлению на хроматограммах множества 
дополнительных мешающих пиков. Таким образом, 
методика пробоподготовки включала в себя гомо-
генизацию тканей головного мозга с извлекателем 
(ацетонитрил : 0,1н хлористоводородная кислота, 
3:1) в соотношении 400 мкл на 100 мг биоматериала, 
последующее центрифугирование при температуре  
4 °С и частоте 15000 об/мин в течение 15 минут. Затем 
200 мкл супернатанта переносили в чистые пробирки 
типа Эппендорф объёмом 1,5 мл, добавляли 10 мкл 
метанольного раствора IS с концентрацией 100 нг/мл 
и высушивали в токе азота при температуре 40 °С с 
помощью испарительного концентратора NDK200-1N 
(Miulab, КНР), полученный сухой остаток растворяли 
в 50 мкл подвижной фазы (2 % водный раствор мета-
нола + 0,1 % муравьиной кислоты). С целью очистки 
к полученному раствору добавляли 100 мкл смеси 
хлороформа и изопропанола (3:1) [16], перемешивали 

на центрифуге-вортексе FVL-2400N (Biosan, Латвия) 
в течение 1 минуты, после чего отделяли водный слой 
центрифугированием при комнатной температуре и 
частоте 3000 об/мин в течение 5 минут. Верхний слой 
переносили в полиэтиленовые вставки в виалы и ис-
пользовали для хроматографического анализа.

Метрологические параметры методики определяли 
по результатам анализа серии стандартных образцов 
с содержанием каждого моноаминового НТ 5,0; 25,0; 
50,0; 250,0; 500,0; 2500,0 и 5000,0 нг в пересчёте на  
1 г мозговой ткани, а также контрольных и холостых 
образцов с добавлением внутреннего стандарта и 
без него. Так как в природе отсутствует свободная от 
моноаминовых НТ биологическая матрица, требуется 
доказательство возможности использования в каче-
стве её заменителя чистого растворителя (100 мкл 
воды, 300 мкл ацетонитрила и 100 мкл 0,1 н раствора 
хлористоводородной кислоты). С этой целью был 
проведён эксперимент с добавлением рабочих мета-
нольных растворов аналитов к аликвотам гомогената 
головного мозга крыс с последующим проведением 
процедуры пробоподготовки [17, 19]. Содержание 
моноаминовых НТ в образцах гомогената мозга крыс 
с добавками рассчитывали с использованием калибро-
вочной зависимости, установленной по результатам 
анализа стандартных образцов на чистом раствори-
теле. Разность между установленной концентрацией 
и концентраций стандартных растворов с добавкой 
определяли для каждого нейромедиатора.

Результаты экспериментов со стандартным до-
бавлением показали, что для серотонина, гистамина, 
дофамина и эпинефрина на протяжении всего анали-

Рис. 2. Хроматограмма стандартного образца с индивидуальной концентрацией каждого моноаминового НТ в 
пересчёте на мозговую ткань 500 нг/г (подвижная фаза – метанол и деионизированная вода с добавлением 0,1 % 
муравьиной кислоты; режим элюирования – градиентный; хроматографическая колонка – InfinityLab Poroshell 
120 EC-C18 4,6 × 100 мм, 2,7 мкм; температура колонки – 30 °C; аликвота – 5 мкл)
Fig. 2. Chromatogram of a standard sample with an individual concentration of each monoamine HT in terms of brain tissue 
500 ng/g (mobile phase – methanol and deionized water with the addition of 0.1% formic acid; elution mode – gradient; 
chromatographic column – InfinityLab Poroshell 120 EC-C18 4.6 × 100 mm, 2.7 microns; temperature columns – 30 °C; 
aliquot – 5 µl)
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тического диапазона отклонения прироста концентра-
ций не превышали 10 % от среднего значения, лишь для 
норэпинефрина эта величина была близка к 15 %. Кроме 
того, выявлено близкое к 1 значение отношения тангенсов 
угла наклона калибровочной прямой, построенной по ре-
зультатам анализа гомогенатов мозга крыс с добавлением 
аналитов и стандартных растворов на чистом раствори-
теле. Таким образом, установлено, что для построения 
калибровочной зависимости использование стандартных 
растворов моноаминовых НТ, приготовленных на чистом 
растворителе, не будет отражаться на правильности ре-
зультатов анализа биологических образцов.

Для оценки селективности методики проводили 
сравнительный анализ отношения площадей хро-
матографических пиков двух характеристических  

ионов-продуктов каждого моноаминового НТ в чистом 
растворителе и с добавлением гомогената мозга. Было 
установлено, что для всех уровней концентраций каж-
дого аналита этот показатель не превышал 10 %, что 
подтверждает селективность разработанной методики 
количественного определения.

По результатам хроматографического анализа се-
рии стандартных образцов для всех моноаминовых НТ 
были построены калибровочные кривые, отражающие 
зависимость отношения площади пика аналита к пло-
щади пика IS от концентрации аналита в стандартном 
образце (рис. 3). Калибровочные зависимости были 
установлены в виде уравнений линейной регрессии, 
при этом считали приемлемыми значения коэффи-
циента корреляции не ниже 0,99 (табл. 3).

Рис. 3. Калибровочные прямые для количественного определения норэпинефрина (A), эпинефрина (B), дофами-
на (C), серотонина (D) и гистамина (E) (по горизонтальной оси представлена концентрация моноаминового НТ 
в гомогенате мозговой ткани (нг/мл), по вертикальной оси – отношение площади хроматографического пика НТ 
к площади пика IS – сальбутамола)
Fig. 3. Calibration lines for the quantitative determination of norepinephrine (A), epinephrine (B), dopamine (C), serotonin 
(D) and histamine (E) (the horizontal axis shows the concentration of monoamine HT in brain tissue homogenate (ng/ml), 
the vertical axis shows the ratio of the area of the chromatographic peak of HT to areas of the peak of IS – salbutamol)
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В связи с отсутствием доступной холостой биоло-
гической матрицы нижний предел количественного 
определения (НПКО) моноаминовых НТ оценивали 
по результатам хроматографического анализа стан-
дартов, приготовленных на чистом растворителе. За 
НПКО принимали условное содержание моноамино-
вого НТ в 1 мг мозговой ткани, которая может быть 
определена со значениями относительного стандарт-
ного отклонения и относительной погрешности не 
более 20 %, при этом отношение «сигнал–шум» на 
хроматограмме должно быть не менее 10:1. Результаты 
определения НПКО представлены в табл. 3.

Перенос веществ во время хроматографического 
анализа оценивали путём сравнения хроматограмм хо-
лостых проб, анализируемых после шестикратного вво-
да пробы c высокой концентрацией каждого моноами-
нового НТ и проб с концентрацией аналитов на уровне 
НПКО. Было установлено, что отношение площадей 
хроматографических пиков всех моноаминовых НТ в 
холостых пробах к площади пиков в образцах НПКО 
был ниже максимально допустимого уровня (20 % 
для аналитов и 5 % для внутреннего стандарта), что 

свидетельствует о незначительном переносе веществ 
при переходе от большей концентрации к меньшей.

Точность и прецизионность методики оценивали 
в трёх сериях путём анализа 5 контрольных образцов 
для четырёх уровней концентраций: нижний предел 
количественного определения (НПКО), низкая кон-
центрация (НК), средняя концентрация (СК), высокая 
концентрация (ВК). Точность была выражена в про-
центах, как отношение измеренной концентрации в 
контрольных образцах к номинальному содержанию 
аналита. Прецизионность определяли по коэффици-
енту вариации (CV) результатов пятикратного опре-
деления концентрации каждого аналита. Результаты 
межсерийной точности и прецизионности представ-
лены в табл. 3.

Стабильность норэпинефрина, эпинефрина, дофа-
мина, серотонина и гистамина в готовых гомогенатах 
тканей мозга крыс была подтверждена для высоких 
(900,0 нг/мл) и низких (45,0 нг/мл) концентраций. 
Оценивали стабильность аналитов после 3 циклов 
заморозки/разморозки, краткосрочную стабильность, 
стабильность стандартных растворов моноаминовых 

Таблица 3

Валидационные характеристики методики определения моноаминовых нейротрансмиттеров в головном мозге крыс

Table 3

Validation characteristics of the method for determining monoamine neurotransmitters in the rat brain

Аналит Норэпинефрин Эпинефрин Дофамин Гистамин Серотонин

Аналитический диапазон, нг/г 50,0 – 5000,0 25,0 – 5000,0 25,0 – 5000,0 25,0 – 5000,0 5,0 – 5000,0

НПКО, нг/г 50,0 25,0 25,0 25,0 5,0

Уравнение регрессии y = 0,0027x
+ 0,0306

y = 0,012x
+ 0,0165

y = 0,00565x
+ 0,00356

y = 0,0106x
+ 0,0743

y = 0,0119x
– 0,00706

r2 0,9997 0,9996 0,9998 0,9995 0,9997

Межсерийная точность и прецизионность

Нижний предел количественного определения

Измеренная концентрация, 
нг/г, mean±SD 56,0±2,2 23,1±2,1 22,7±1,5 26,4±1,9 5,4±0,4

Точность, % 112,0 92,4 90,8 105,6 107,4

CV, % 4,34 8,35 6,00 7,66 7,74

Низкая концентрация

Измеренная концентрация, 
нг/г, mean±SD 106,3±8,2 42,9±1,5 42,7±0,8 45,7±2,0 46,8±1,8

Точность, % 106,3 95,4 94,8 101,5 104,0

CV, % 8,18 3,24 1,77 4,41 4,09

Средняя концентрация

Измеренная концентрация, 
нг/г, mean±SD 2287,5±27,2 2195,7±52,7 2172,2±63,4 2239,1±48,6 2242,1±59,3

Точность, % 101,7 97,6 96,5 99,5 99,6

CV, % 1,21 2,34 2,81 2,15 2,63

Высокая концентрация

Измеренная концентрация, 
нг/г, mean±SD 4561,5±25,2 4470,2±59,7 4548,8±37,8 4508,9±20,1 4470,5±52,4

Точность, % 101,4 99,3 101,1 100,2 99,3

CV, % 0,56 1,32 0,84 0,45 1,16
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НТ в метаноле, пост-препаративную стабильность и 
долгосрочную стабильность. По результатам анали-
за было установлено, что разница в площади пика 
каждого аналита во всех исследованных пробах и 
свежеприготовленных образцах не отличалась более 
чем на 15 %.

Так как содержание моноаминовых НТ в тканях 
головного мозга крыс может значительно превы-
шать верхний предел количественного определения, 
была проведена оценка возможности десятикратного 
разбавления полученных гомогенатов смесью воды 
(1 часть), ацетонитрила (3 части), 0,1 н раствор хло-
ристоводородной кислоты (1 часть). По результатам 
анализа было установлено, что разбавление образца не 
снижает точность и прецизионность количественного 
определения всех НТ.

Обсуждение / Discussion

Апробация разработанной методики была произ-
ведена путём анализа содержания моноаминовых НТ 
в стриатуме 5 интактных крыс Wistar, содержащихся в 
виварии ФГБОУ ВО Тверской ГМУ Минздрава России. 
Результаты определения норэпинефрина, эпинефри-
на, дофамина, серотонина и гистамина сопоставимы 
с данными, полученными другими авторами [20–23] 
и представлены в таблице 4.

Ограничения исследования / Limitations of the 
study

По мнению авторов разработанная методика опре-
деления моноаминовых нейромедиаторов в гомоге-
натах тканей мозга крыс имеет ряд особенностей, 
ограничивающих её использование. К ним можно 
отнести отсутствие широкого распространения тан-
демных масс-спектрометров, используемых в качестве 
детектора для ВЭЖХ, а также невозможность оцени-
вать изменение уровня определяемых метаболитов в 
динамике у одних и тех же лабораторных животных.

Заключение / Conclusion

Разработанная биоаналитическая ВЭЖХ-МС/
МС-методика количественного определения моно-
аминовых нейромедиаторов в головном мозге крыс 
полностью соответствует валидационным требова-
ниям. Метрологические характеристики методики 
позволяют с высокой точностью оценить содержание 
норэпинефрина, эпинефрина, дофамина, серотонина 
и гистамина в структурах мозга крыс, что несомненно 
является актуальным и востребованным в исследова-
нии патологических процессов и механизма действия 
фармакологических средств.
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Таблица 4

Содержание моноаминовых НТ в стриатуме интактных крыс Wistar

Table 4

The content of monoamine HT in the striatum of intact rats Wistar

Нейромедиатор Норэпинефрин Эпинефрин Дофамин Серотонин Гистамин

Содержание, нг на 1 г 
ткани (M±S.E.M.)

312,8
±39,7

Ниже НПКО 7971,6
±893,1

456,6
±24,9

312,8
±35,0
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