
ОБЗОРЫ Патогенез. -  2014. -  Т.12, №1. -  С. 15-20

УДК 543.54; 612.129

Применение метода ВЭЖХ для определения 
биоиндикаторов дисфункций организма 

S-аденозилгомоцистеина и S-аденозилметионина
Лузянин  Б .П ., Иванов А .В ., Вирюс Э .Д ., Пальцын  А .А ., Кожевникова Л .М ., Кубатиев  А .А .

ФГБУ  «НИИ  общей патологии  и патофизиологии » РАМН , Москва, 125315, ул . Балтийская, д.8, e-mail: niiopp@mail.ru

Обсуждаются  возможности  применения метода  ВЭЖХ  д ля  определения  Б -аденозилгомоцистеина  
(SAH) и Б -аденозилметионина  (БАМ ) в плазме крови и тканях с  использованием  разных видов детектиро 
вания. Рассматриваются и обсуждаются  трудности , возникающие при анализе, устранение  которых позво
ля е т  достичь  необходимой  селективности  и чувствительности . Приводятся  приемы борьбы с  эффектом  по
давления  ионизации при масс-спектрометрическом  (МС ) детектировании , что крайне необходимо д ля  
адекватной оценки содержания БАМ  и SAH в биологических матрицах.
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Список  используемых  сокращений:
ВЭЖХ  —  высокоэффективная жидкостная  хроматография
ГФБК  —  гептафторбутановая  кислота
ДН  —  диабетическая  нефропатия
МЕТ  — метионин
МС  — масс-спектрометрия
СД  —  сахарный диабет
СМЖ  — спинномозговая жидкость
ССЗ  — сердечно -сосудистые  заболевания
ТФЭ  — твердофазная  экстракция
УФД  —  ультрафиолетовый  детектор
ЭДТА  —  этилендиаминтетрауксусная  кислота
LOD — предел  детектирования
PFPP — пентафторированная стационарная фаза
rHcy — восстановленный  гомоцистеин
БАМ  —  Б -аденозилметионин
БАН  —  Б -аденозилгомоцистеин
tHcy — общий гомоцистеин

Введение

В многочисленных публикациях [1, 25—27, 30] показа-
но, что аминотиолы и их производные могут быть исполь-
зованы в качестве биоиндикаторов различных дисфункций 
организма. Для этих целей предложено применение ами- 
нотиолов и их производных: общий гомоцистеин (tHcy), 
восстановленная фракция гомоцистеина (rHcy), S-адено- 
зилгомоцистеин (SAH), S-аденозилметионин (SAM) и со-
отношение SAH/SAM («индекс метилирования»).

Гомоцистеину как  биоиндикатору и методам его опре-
деления в биоматрицах посвящено достаточное число 
публикаций [2—9, 32].

Представляет большой интерес использование в качест-
ве маркера производных аминотиолов SAH и SAM или их 
соотношения, так как, по данным литературы, они облада-
ют большей прогностической способностью. Соотношение 
SAM/SAH в качестве «индикатора метилирования» было 
впервые рассмотрено в работах [13, 21]. Тем не менее, 
в опубликованных работах нет единого мнения, какой мар-
кер, SAH или соотношение SAH/SAM, является более 
предпочтительным [14, 15]. Данное соотношение отражает 
метилирование в разнообразных ферментативных процес-
сах, включая регуляцию активности ДНК  и гистонов. Отме-
чается, что при ингибировании этих SAM-опосредованных

процессов показатель SAH является предпочтительным ин-
дикатором таких метаболических изменений. Вместе с 
этим, высокая дисперсия определяемых уровней SAH и 
SAМ является отличительной чертой экспериментальных 
данных, представленных в публикациях последних лет.

Влияние температуры и pH среды на стабильность 
SAM при хранении образцов спинномозговой жидкости 
(СМЖ) было изучено в работе [47]. Автором этой работы 
было показано, что высокая стабильность SAM и SAH до-
стигается только в кислой среде (рН =  1). В щелочной 
среде (рН =  10) SAM полностью разлагался после его хра-
нения 48 ч при температуре 37°C. Уменьшение содержа-
ния SAM в СМЖ  с образованием SAH может проходить 
только частично. В работе [47] рассмотрены не только 
причины нестабильности SAM при хранении, но и пред-
ложен вариант повышения этой стабильности. Автор вы-
сказал предположение, что возможно не воздействие фер-
ментов, а химический гидролиз приводит к  уменьшению 
содержания SAM и увеличению содержания SAH в образ-
цах при хранении их долгое время при —20°C. Несмотря 
на высказанные предположения, автор работы считает, 
что механизм метаболизма SAM в образцах СМЖ  носит 
более сложный характер. Причина уменьшения содержа-
ния SAM и возрастания содержания SAH в образцах при 
физиологических значениях pH при длительном их хра-
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нении (более одного года) до сих пор остается не вполне 
ясной  и требует проведения дальнейших исследований. 
В заключение автор отметил, что результаты анализа об-
разцов СМЖ  без предварительной их стабилизации кис-
лотой могут быть некорректны.

Объяснение причин влияния pH и температуры на де-
градацию SAM было приведено ранее в работе [36]. На 
рисунке представлена молекула SAM и возможные места 
структуры, которые могут подвергаться химической или 
ферментной деградации. Было показано, что прогрев об-
разца (температура не указана) при рН  =  4 или рН  =  7 
в течение 30 мин вызывал процесс гидролиза SAM. Таким 
образом, расхождение экспериментальных данных, полу-
ченных разными исследователями, можно связать именно 
с применением разных процедур подготовки образцов и 
условиями их хранения.

При определении содержания этих маркеров в био-
матрицах наиболее предпочтительным является метод 
ВЭЖХ с различными видами детектирования.

Анализ SAM и SAH методом ВЭЖХ с УФ-детектором
При разработке методик с применением ВЭЖХ необ-

ходимо учитывать физико-химические свойства опреде-
ляемых SAM и SAH:

•  наличие в центре структуры молекулы положитель-
ного заряда;

•  высокую гидрофильность этих соединений;
•  отсутствие в их структурах хромофорных групп.
В публикациях отмечается, что при использовании 

ВЭЖХ, применяя обращенно-фазные колонки и 
масс-спектрометрического детектирования, высокая гид-
рофильность и наличие положительного заряда в структу-
рах SAM и SAH приводит их к  одновременному выходу 
этих соединений с солями и другими сопутствующими 
компонентами, что вызывает эффект подавления иониза-
ции. В связи с этим для отделения солей и сопутствующих 
компонентов при анализе SAM и SAH необходимо прибе-
гать к  дополнительным процедурам:

•  использование ион-парных реагентов для «компен-
сации» заряда;

•  применение колонок со слабыми ионообменными 
свойствами;

•  применение процедуры твердофазной экстракции 
(ТФЭ).

В различных публикациях было показано, что наибо-
лее привлекательным приемом для отделения солей от 
анализируемых соединений является ввод в подвижную 
фазу ион-парного реагента, который вызывает увеличе-
ние времени удерживания SAM и SAH.

Деградация S-аденозилметионина [53]:
A, B, C — возможные места деградации при химическом гидролизе; D, 
E — возможные места деградации под действием ферментов.

К  этому приему прибегают практически все исследо-
ватели. Для соединений SAM и SAH в качестве ион-пар-
ных реагентов обычно используют пентил- гексил-, геп- 
тил- или октилсульфонат натрия. В некоторых работах 
имеются ссылки на применение для этой цели муравьи-
ной или бутановой кислот. При разработке методик ана-
лиза методом ВЭЖХ следует учитывать и то, что содер-
жание SAH и SAH находится в интервале низких кон -
центраций на уровне нмоль/л. Это обстоятельство дик-
тует применение высокочувствительных детекторов. 
При использовании масс-спектрометрического детекти-
рования для устранения эффекта подавления иониза-
ции, возможен вариант применения колонок со слабыми 
ионнообменными свойствами, что позволит также уве-
личить время удерживания SAM и SAH и отделить эти 
соединения от солей, а также устранить эффект подавле-
ния ионизации. Кроме этого, возможно применять твер-
дофазную  экстракцию  (ТФЭ).

Анализ SAM и SAH методом ВЭЖХ с УФ-детектором
Ниже нами приводится ряд работ, в которых исполь-

зуется метод ВЭЖХ с УФ-детектированием для определе-
ния содержания SAM и SAH. Так, в работе [28] SAM и 
SAH определялись с применением модифицированной 
обращенно-фазной методики ВЭЖХ, ранее применяемой 
в работе [10].

Z. Song с соавторами для определения данных соеди-
нений в тканях готовили депротеинизированные экстрак-
ты клеток печени и митохондриальной фракции (4% ме- 
тафосфорная кислота [42]). Ранее для определения содер-
жания SAM и SAH применялся метод ВЭЖХ с использо-
ванием обращенно-фазной колонки Hypersil С-18 
(250 мм  х 4,6 мм) [40, 41].

В работе [24] представлена методика определения со-
держания SAM и SAH в эритроцитах с применением под-
хода, предложенного в работе [18]. Суть подхода заключа-
ется в использовании УФ-детектора (УФД) при 260 нм. 
Для разделения компонентов смеси образец (100 мкл) на-
прямую вводился на обращенно-фазную  колонку C18 
(150 мм  х 4,6 мм, ESA, Chelmsford, MA, USA) при темпе-
ратуре термостата колонок 35°C. В исследованиях [48] для 
определения SAM и SAH в тканях крысы было предложе-
но использовать обращенно-фазную  ВЭЖХ с УФД.

Авторы работы [38] предложили простой метод ВЭЖХ 
с ультрафиолетовым детектированием для одновременно-
го определения SAM и SAH в образцах тканей крыс с ис-
пользованием изократического режима. Предложенный 
метод ВЭЖХ-УФ (при 254 нм) с изократическим режи-
мом разделения, обеспечивал быстрое определение обоих 
соединений при анализе экстракта тканей крыс с вычис-
лением соотношения SAM/SAH. В работе применялась 
колонка TSKgel 0DS-80Tm  (25 cm x 4,6 mm, Tosoh Co., 
Tokyo, Japan). Предел обнаружения этих компонентов 
был 25 пмоль в диапазоне линейности 50—2000 пмоль, 
коэффициент корреляции 0,999. Методика позволяла 
определять соотношение SAM/SAH в тканях крысы с де-
фицитом витамина В6. В работе авторы наблюдали выра-
женное снижение соотношения SAM/SAH для В6-дефи- 
цитных крыс с резким  ростом содержания SAH и при од-
новременном уменьшении SAM. Образцы ткани были 
стабильны при хранении в течение 5 дней при температу-
ре —40°С. В работе [48] была использована модернизиро-
ванная методика ВЭЖХ с обращенно-фазной колонкой
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с УФД, которая ранее применялась для определения со-
держания SAM и SAH в тканях крыс. Пределы детектиро-
вания при вводе 25 мкл для SAM и SAH были равны 
22 пмоль и 20 пмоль соответственно. Пределы количест-
венного обнаружения при вводе 25 мкл экстракта соот-
ветствовали 55 пмоль и 50 пмоль для SAM и SAH с преци-
зионностью  более 98%. В публикации [17] был предложен 
быстрый метод одновременного определения аденозина, 
SAH и SAM в почечной ткани и в моче. Анализ нуклеози- 
дов проводился с применением  ТФЭ и разделением ком -
понентов на обращенно-фазной колонке ВЭЖХ 
с ион-парным  взаимодействием и с использованием би-
нарной системы градиента. Этот метод характеризуется 
прецизионностью  более 90% с пределами детектирования 
нуклеозидов: 0,25—1,0 нмоль/г для почечной ткани и
0,25—0,5 мкмоль/л для мочи. Показано, что содержание 
аденозина, SAH и SAM в почке крысы составляло 
5,64 ± 2,2; 0,67 ± 0,18 и 46,2 ± 1,9 нмоль/г сырого веса 
(среднее ± SD, n = 6) соответственно. В моче содержание 
аденозина и SAH человека и крысы находилось в нижнем 
диапазоне мкмоль/л. В работе [37] была использована ме-
тодика для определения в эритроцитах содержание SAM и 
SAH. В основу методики были положены ранее выпол-
ненные разработки других исследователей [52, 53]. Супер-
натант отбирался в пробирки и дважды экстрагировался 
равными объемами диэтилового эфира и фильтровался. 
20 мкл образца наносилось на обращенно-фазную  колон-
ку Ultrasphere ODS (25 см х 0,46 см, сорбент 5 мкм) 
с предколонкой и подвергалось УФ-детектированию  при 
254 нм. Калибровка осуществлялась до и после анализа 
образца. Предыдущие исследования показали, что стан-
дартные кривые, полученные с применением экстрактов 
RBCs и растворов соляной кислоты, были идентичны 
[52]. Время удерживания SAM было 10—11 мин, в то вре-
мя как для SAH — 5 мин. Для дополнительной проверки 
образцы анализировались дважды. В крови SAM и SAH 
находятся, главным образом, в эритроцитах и их содержа-
ние в клетках меняется в зависимости от биологических 
условий [19, 52, 53]. Для определения SAM также приме-
нялся метод, ранее предложенный в работе [53]. 20 мкл 
образца экстракта инжектировалось в хроматограф на ко-
лонку Beckman Ultrasphere ODS (250 мм х 4,6 мм, 5 мкм; 
Fullerton, CA, USA) с предколонкой. Для детектирования 
использовалась диодная матрица при 254 нм. При суще-
ственном уменьшении времени анализа процедура про-
мывки колонки повторялась. Как это отмечалось выше, 
в публикации [22] было показано, что именно отсутствие 
контроля рН  приводит к  разбросу результатов анализа.

Анализ SAM и SAH
методом ВЭЖХ с флуоресцентным детектированием
Принимая во внимание, что в биологических матри-

цах SAM и SAH содержится в весьма малых концентра-
циях, для увеличения чувствительности прибегают 
к  флуоресцентному детектированию . При этом, учиты-
вая отсутствие хромофорных групп в анализируемых 
структурах, необходимо введение в анализируемые моле-
кулы хромофоры  для получения флуоресцентных произ-
водных. В основном , для этого используется дериватизи- 
рующий реагент — хлорацетальдегид, который при взаи-
модействии с анализируемыми компонентами приводит 
к  образованию  высокофлуоресцентных 1 ^ 6-этенопро- 
изводных SAM и SAH. При анализе производных в мо-

бильную  фазу также необходимо вводить ион-парный 
реагент. Самым большим недостатком такого анализа 
являлась длительность процесса дериватизации. В рабо-
те [47] для анализа SAM и SAH в СМЖ  применялся ме-
тод ВЭЖХ с флуоресцентным  детектором. Оптимизация 
процесса дериватизации хорошо описана в работах [12, 
39, 43, 51]. Согласно данным  работы [51], при деривати-
зации SAM и SAH применялся 5,5 М раствор хлораце- 
тальдегида (рН 3,5—4,0). Реакцию  проводили при темпе-
ратуре 39°C в течение 16 ч. Все образцы  инкубировались 
на 16 ч на водяной бане при 39°C. Образцы, содержащие 
1 ^ 6-этенопроизводные SAM и SAH, проявляли ста-
бильность при комнатной  температуре в течение 24 ч. 
Другие авторы при анализе SAH, SAH и аденозина также 
использовали обращенно-фазный  вариант ВЭЖХ с флу-
оресцентным  детектированием  [12, 39, 43, 51]. В работе 
[43] было показано, что процесс дериватизации с этим 
реагентом имеет ряд недостатков. В работе [12] удалось 
уменьшить время дериватизации до 4—8 ч (39°С). В ра-
боте [23] для сокращения времени анализа до 1 ч авторы 
при дериватизации использовали температуру 60°С.

В работах [31, 51] сообщается, что дериватизация осу-
ществлялась хлорацетальдегидом и проводилось деталь-
ное изучение влияния условий анализа на разделение
1,N 6-этенопроизводных SAH и SAM.

В публикации [46] необходимые параметры разделе-
ния были достигнуты с применением  обращенно-фазных 
колонок. Наилучшие варианты при подборе мобильных 
фаз наблюдались с применением ацетонитрила и фосфат-
ного буфера, с гептасульфоновой кислотой (ион-парный 
реагент).

В работе [16] была предложена методика определения 
SAM и SAH в плазме крови методом ВЭЖХ с флуорес-
центным  определением изоиндольных производных этих 
соединений. Методика включала в себя начальное разде-
ление SAM и SAH в образцах депротеинизированной 
плазмы методом ВЭЖХ на колонке С8, после чего прово-
дилась дериватизация SAM и SAH с применением реаген-
та нафталиндиальдегида и цианида в течение 10 мин при 
рН  9,0.

Анализ SAM и SAH 
методом ВЭЖХ с электрохимическим детектированием
Применение электрохимического детектирования по-

зволяет обеспечить прямое определение соединений SAM 
и SAH с достижением высокой чувствительности. Так, 
в работе [34] анализировались образцы плазмы крови, 
лимфоцитов или ткани. Большим преимуществом метода 
являлась простая подготовка пробы, отсутствие процесса 
концентрирования, процесса дериватизации анализируе-
мых компонентов и использование изократического ре-
жима элюирования. Более детальные процедуры приме-
нения метода ВЭЖХ с электрохимическим детектирова-
нием  представлены в ранее опубликованных работах [18, 
33]. Чувствительность этих методов составляет 
200 фмоль/л для SAM и 40 фмоль/л для SAH. При исполь-
зовании для разделения ВЭЖХ применялась обращен- 
но-фазная колонка С18 (150 мм х 4,6 мм, сорбент 5 мкм). 
К  недостаткам метода следует отнести использование от-
носительно высокого потенциала (+920 мV) для окисле-
ния анализируемых соединений. Такой потенциал обыч-
но приводит к  малой селективности, так как другие мно-
гочисленные соединения также хорошо окисляются.
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Серьезным недостатком метода является то, что электро-
ды аналитических ячеек подвержены загрязнению  и тре-
буют большого времени для очистки.

В работе [54] авторами приводится методика опреде-
ления гомоцистеина, метионина, SAM и SAH также 
с электрохимическим детектированием.

Для оценки содержания SAM и SAH использовалась 
колонка C18 (150 мм х 4,6 мм, сорбент 5 мкм, MCM, Inc., 
Tokyo, Japan). Анализ осуществлялся в изократическом 
варианте при температуре окружающей среды. Описание 
деталей самой методики анализа приводится в работе [33].

Анализ SAM и SAH 
методом ВЭЖХ 

с масс-спектрометрическим детектированием
С развитием тандемной масс-спектрометрии метод 

ВЭЖХ-МС стал широко применяться в лабораториях во 
всем мире. Этот метод позволяет не только находить по-
тенциальные маркеры, но и дает возможность изучать па-
тологические механизмы.

В работе [29] представлена разработка метода, кото-
рый позволил провести точный и быстрый анализ многих 
аминотиолов, включая производные S-аденозилметионин 
(SAM) и S-аденозилгомоцистеин (SAH). Метод приме-
нялся для исследования пациентов с сахарным диабетом 
(СД) и диабетической нефропатией (ДН). Ион-парное 
взаимодействие, как утверждают авторы, достигалось пу-
тем добавления 0,15% муравьиной кислоты в мобильную 
фазу. При этом подавление ионизации отсутствовало. 
Пределы обнаружения для SAH, SAM были на уровне
0,25 нг/мл. В ряде работ предлагались методики анализа 
аминотиолов без использования внутреннего стандарта 
[49, 50], что, естественно, приводило к  снижению  точно-
сти анализа. Авторы работы [29] сделали заключение, что 
применение tHcy в качестве биоиндикатора возможно 
только при заметных изменениях его содержания между 
контрольной группой и пациентами с ДН. Результаты 
анализа показали резкое снижение соотношения 
SAM/SAH у пациентов с нефропатией, что согласуется 
с гипотезой, представленной авторами работы [44]. В за-
ключение авторы работы [29] отмечают, что соотношение 
SAH/SAM при развитии сахарного и нефропатического 
диабета является более чувствительным индикатором, 
чем использование для этой цкли показателя общего гомо-
цистеина.

В работе [20] для очистки образцов использовалась 
твердофазная экстракция (ТФЭ) на картридже (Varian 
Inc) с фенилборной кислотой (рН 7—8). Смесь наноси-
лась на картридж ТФЭ для связывания SAM, SAH и внут-
ренних стандартов [2H 3 ]-SAM и [13C 5 ]-SAH, как это при-
водилось в работе [45]. Растворимые в воде примеси уда-
лялись промыванием картриджа дважды с применением
1 мл раствора ацетата аммония (20 ммоль/л, рН  7,4) [17]. 
Очистка образцов от солей методом ТФЭ позволила про-
длить их стабильность в течение не менее 6 мес. (при 
—20°С). В работе [44] для анализа SAM и SAH использо-
вался метод ВЭЖХ-МС /МС  с изотопным разбавлением. 
Авторы показали, что соотношение SAM/SAH для мочи 
было значительно выше, чем для сыворотки крови или 
для красных клеток крови. В работе [11] авторами для 
оценки потенциальной возможности метилирования во 
время эмбрионального развития была разработана мето-
дика выявления изменений содержания SAM и SAH в эм -

бриональной экспериментальной системе. Для проведе-
ния разделения SAM, SAH и [2H 3 ]-SAM была выбрана ко-
лонка с привитой пентафторфенилпропиловой фазой 
(PFPP) (Discovery HS F5; 50 мм x 2,1 мм, сорбент 5 мкм, 
Supelco, Sigma-Aldrich), обладающая дополнительно 
ионообменными свойствами [35]. Пределы обнаружения 
для SAM и SAH были на уровне 10 нмоль/л и 2,5 нмоль/л 
соответственно. Представляет интерес работа, в которой 
использовалась колонка с адсорбционным наполнителем 
в виде пористого графита Hypercarb (30 мм х 2,1 мм, сор-
бент 3 мкм, Thermo Fisher, Inc., USA).

Применение методики ВЭЖХ-МС /МС  с изотопным 
разбавлением ([13C 5 ]-SAH и [2H 3 ]-SAM) является наибо-
лее простым, точным и оптимальным вариантом анализа 
этих соединений [30].

Заключение
В обзоре представлена сравнительная оценка прогнос-

тической способности аминотиолов и их производных, 
применяемых в качестве биомаркеров. Представлены ме-
тоды ВЭЖХ с различными видами детектирования, по-
зволяющие проводить количественное определение этих 
соединений в различных биологических матрицах.

Затронуты причины  разброса экспериментальных 
данных в зависимости от условий проведения подготовки 
проб и их хранения. Приводятся оптимальные условия 
этой процедуры с достижением стабильности анализируе-
мых соединений при долгосрочном хранении.
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Applying of HPLC 
for S-adenosylhomocysteine and S-adenosylmethionine determination 

as dysfunction bioindicators of organism
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The article discusses the possibility o f using the HPLC method for the determination of 
Б -adenosylhomocysteine (SAH) and Б -adenosylmethionine (БАМ ) in plasma and tissues using different types of 
detection. We review and discuss the difficulties encountered in the analysis and their solutions, allowing to 
achieve the necessary selectivity and sensitivity. The article presents techniques fight against the ion suppression 
effect in case o f the mass spectrometric detection. These approaches are essential for an adequate assessment 
of the SAH and БАМ  content in biological matrices.
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