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Введение
В настоящее время стандартная подготовка образ-
цов сыворотки крови для определения в них кон-
центрации стероидов методом жидкостной тандем-
ной хроматомасс-спектрометрии (ВЭЖХ-МС/МС) 
предусматривает проведение ряда последователь-
ных операций, таких как твердофазная или 
жидкостная экстракция, высушивание экстракта 
с последующим его растворением, добавление 
внутренних стандартов и др. 

Эти операции зачастую проводятся вручную 
и занимают продолжительное время (вплоть 
до нескольких часов). На каждой стадии 
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подготовки образца возможны ошибки оператора, 
что может сказаться на конечном результате. 

Нами был разработан метод 
высокочувствительного количественного 
определения стероидов в сыворотке крови 
методом ВЭЖХ-МС/МС, предусматривающий 
полностью автоматизированную подготовку 
образцов с помощью станции CLAM-2000 (Clinical 
Laboratory Automated sample preparation Module). 
При этом требуется всего лишь одна операция, 
производимая вручную: нужно загрузить пробирки 
с образцами в турель CLAM-2000.

Материалы и методы
Для количественного определения 10 стероидных 
гормонов (кортизол, альдостерон, 11-деокси-
кортизол, кортикостерон, 17-гидроксипрогестерон, 
андростендион, дегидроэпиандростерон, дегидро-
эпиандростерон-сульфат, прогестерон и тесто-
стерон) в сыворотке использовали коммерческий 
набор CHS™ MSMS Steroids Kit (PerkinElmer, США). 
Образцы сыворотки загружали в CLAM-2000 
для автоматизированной пробоподготовки, 
которая предусматривала осаждение белков 
ацетонитрилом с последующей фильтрацией 
супернатанта и перенос полученного фильтрата 
встроенным манипулятором в автодозатор 
ВЭЖХ-МС/МС системы (рис. 1).

Рисунок 1. CLAM-2000 и ВЭЖХ-МС/МС система 
NexeraX2 / LCMS-8060
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ВЭЖХ  Nexera X2
Подвижная фаза А 1 мМ раствор флюорида   
 аммония в воде
Подвижная фаза В Метанол
Подвижная фаза С 10 мМ раствор формиата   
 аммония в воде
Температура термостата 40 °С
Хроматографическая  Kinetex Biphenyl 
колонка (100 мм x 2 мм; 2,6 мкм)
Колонка-ловушка MAYI-ODS (5 мм x 2 мм)
Объем пробы 30 мкл
Градиент: 

Для хроматографического разделения образцов 
использовали двумерную схему (рис. 2) 
с предварительным концентрированием образца 

Рисунок 2. Схема анализа с использованием колонки-ловушки
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Таблица 1.  Условия анализа
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МС/МС LCMS-8060
Ионизация Электроспрей с горячим   
 газом
Поток газа-распылителя 3 л/мин
Поток газа-осушителя 7 л/мин
Поток горячего газа 13 л/мин
Температура линии  120 °С
десольватации
Температура 
нагревательного блока 450 °С
Температура интерфейса 370 °С
Условия регистрации MRM-переходов:

на колонке-ловушке MAYI-ODS и последующим 
разделением на колонке Kinetex Biphenyl при 
температуре 40 °С и скорости потока 0,3 мл/мин. 

В автодозатор

Отбор образца

• 30 мкл сыворотки 

Добавление реагентов
•
 
60 мкл ACN +
внутренний стандарт

Перемешивание

•
 

150 с

Фильтрация

•
 

120 с
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Рисунок 3. Калибровочные кривые (7 концентраций) и MRM-хроматограммы (1 концентрация) для 10 стероидов

Обсуждение результатов
Пригодность системы для стероидного профилиро-
вания оценивали по результатам анализа образцов 
сывороток крови с добавленными стероидными 
гормонами, а также стандартных и контрольных 
образцов из набора. Диапазон определяемых 
концентраций составлял (нг/мл): 
1,51–320 для кортизола; 0,03–1,14 для альдостерона; 
0,08–18 для 11-деоксикортизола; 0,29–62 для кортико-
стерона; 0,12–26 для 17-гидроксипрогестерона; 
0,08–18 для андростендиона; 0,31–65 для дегидро-
эпиандростерона; 12,9–2750 для дегидроэпиандро-

стерон-сульфата; 0,12–26,5 для прогестерона 
и 0,03–7,2 для тестостерона. 

Как видно из рис. 3, полученные калибровочные 
кривые характеризуются превосходной 
линейностью в исследуемом диапазоне 
концентраций: r2 > 0,997. Анализ отличается также 
хорошей воспроизводимостью получаемых 
результатов: величина коэффициента вариации 
составила менее 10% (n=3).
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Заключение
Была разработана методика количественного 
определения стероидных гормонов в сыворотке 
крови и представлена система для  автоматизирован-
ного анализа образцов методом ВЭЖХ-МС/МС. 
Полученные результаты показывают, что система 

обладает высокой чувствительностью 
и производительностью, а отсутствие ручных 
операций при подготовке образцов существенно 
повышает точность количественного анализа.

Первое издание: Октябрь, 2016

www.shimadzu.ru
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Только для исследовательских целей. Не использовать для диагностических процедур. Не для США, Канады и Китая. 
Данная публикация может содержать ссылки на оборудование, которое недоступно в вашей стране. Пожалуйста, свяжитесь       
с нами, чтобы проверить наличие этого оборудования в вашей стране.

Содержание настоящей публикации не может быть воспроизведено, изменено или продано для каких-либо коммерческих 
целей без письменного согласия Шимадзу. Названия компаний, оборудования/услуг и логотипы, используемые в настоящей 
публикации, являются торговыми марками и торговыми наименованиями Shimadzu Corporation, ее дочерних компаний или 
аффилированных лиц, независимо от того, используются ли они с товарными знаками «TM» или «®».
Сторонние товарные знаки и торговые наименования могут использоваться в данной публикации для обозначения третьих лиц 
или их товаров / услуг, независимо от того, используются ли они с символом торговой марки «TM» или «®».
Shimadzu не предъявляет права собственности на какие-либо товарные знаки и названия, кроме своих собственных.

Содержание данной публикации предоставляется без гарантий любого рода и может быть изменено без предварительного 
уведомления. Shimadzu не несет никакой ответственности за любой ущерб, будь то прямой или косвенный, связанный 
с использованием этой публикации. Настоящая публикация основана на информации, доступной Шимадзу на дату публикации 
или до ее публикации.

Использование CLAM-2000 позволило сократить 
время подготовки одного образца в 10 раз 
(с 1 часа до 6 минут) при практически полном 
отсутствии ручных манипуляций с образцом.   

Для еще большего увеличения производительности 
была реализована перекрестная пробоподготовка: 
подготовка очередного образца начинается еще 
до завершения анализа предыдущего (рис. 5).
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60 мин
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• Традиционная пробоподготовка (осаждение белков)

• Автоматизированная подготовка с помощью CLAM-2000

Добавление ACN с внутренним стандартом → Встряхивание 15 мин → 
Центрифугирование 30 мин → Отбор супернатанта → Высушивание > 30 мин → 
Финальное разведение 

Добавление ACN с внутренним стандартом → Перемешивание 3 мин → Фильтрация 2 мин

Рисунок 4. Время подготовки образца к анализу вручную и в автоматизированном режиме

Рисунок 5. Анализ с перекрестной схемой подготовки образцов
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