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Актуальность. Важной составляющей механизма действия психотропных лекарственных средств является их влияние на обмен 
нейроактивных аминокислот. Изменение содержания аминокислот в структурах головного мозга крыс может выступать в роли 
фармакодинамического маркера, а также диагностического признака при изучении патогенеза заболеваний центральной нерв-
ной сиситемы.  
Цель исследования – разработка ВЭЖХ-МС/МС методики количественного определения нейроактивных аминокислот в гомоге-
натах головного мозга крыс после дериватизации с 9-флуоренилметилхлорформиатом. 
Материал и методы. Исследовали гомогенат мозговой ткани крыс. Выделение аминокислот из мозга крыс осуществляли с по-
мощью гомогенизатора Поттера–Эльвейема. Депротеинизацию и дериватизацию проводили путем добавления к образцам рас-
твора 9-флуоренилметилхлорформиата в ацетонитриле. Детектирование производных аминокислот выполняли с помощью масс-
спектрометра Sciex 3200, для хроматографического разделения использовали ВЭЖХ Agilent 1260 Infinity II. Элюирование осу-
ществляли смесью ацетонитрила и воды в градиентном режиме. 
Результаты. Пробоподготовка представляла собой смешивание 100 мкл гомогената мозговой ткани крыс, 100 мкл боратного 
буфера, 20 мкл 1 мМ раствора норвалина и 250 мкл 12 мМ раствора Fmoc-Cl в ацетонитриле с последующим центрифугировани-
ем в течение 10 мин. Для разделения Fmoc-производных аминокислот использовали хроматографическую колонку InfinityLab 
Poroshell 120 EC-C18 4,6×100 мм, 2,7 мкм. Общее время хроматографического анализа – 10 мин, время удерживания Fmoc-
производных глицина, ГАМК, аспарагиновой и глутаминовой кислот, аспарагина и глутамина – 6,7; 6,8; 6,4; 6,4; 6,2 и 6,1 мин 
соответственно. Аналитический диапазон методики для каждой аминокислоты составил от 0,05 до 50 нмоль в 1 мл гомогената. 
Апробация методики была произведена путем анализа содержания аминокислот в головном мозге шести интактных крыс Wistar. 
Заключение. Разработана хромато-масс-спектрометрическая методика количественного определения глутамина, аспарагина, 
глицина, ГАМК, глутаминовой и аспарагиновой кислоты в гомогенатах головного мозга крыс. Для повышения чувствительности 
анализа была проведена предколоночная дериватизация аминокислот с 9-флуоренилметилхлорформиатом. 
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Оценка механизма действия фармакологиче-
ски активных веществ является важнейшим этапом 
разработки новых лекарственных средств [1, 2]. Из-
вестно, что важной составляющей фармакодинами-
ки анксиолитиков, антидепрессантов, нейролеп-
тиков, антиконвульсантов, ноотропов, лекарствен-
ных средств для лечения паркинсонизма, наруше-
ний мозгового кровообращения и мигрени является 
их влияние на обмен нейроактивных аминокислот в 
головном мозге. Изменение содержания возбужда-
ющих и тормозных аминокислот в структурах го-
ловного мозга лабораторных животных может вы-
ступать в роли фармакодинамического маркера на 
этапе доклинических испытаний лекарственных 
средств, а также в качестве диагностического при-
знака при изучении патогенеза различных заболе-
ваний центральной нервной системы [2–9].  

Универсальным методом качественного и ко-
личественного анализа биологически активных 
веществ является хромато-масс-спектрометрия. 
Несмотря на высокую селективность масс-
спектрометрии, позволяющую проводить анализ 
веществ в биологических матрицах без примене-
ния сложных процедур пробоподготовки, этот ме-
тод детектирования имеет ряд недостатков.  

Во-первых, применение электрораспылитель-
ной ионизации существенно ограничивает исполь-
зование добавок к элюентам и высокие скорости 
потока подвижной фазы.  

Во-вторых, существенной проблемой являет-
ся минимизация матричного эффекта и повышение 
чувствительности анализа, решить которую помо-
гает проведение процедуры дериватизации анали-
зируемых компонентов.  

Имеются литературные данные об использова-
нии нингидрина, ортофталевого альдегида, фенил-
изотиоцианата, бутанола и других веществ в каче-
стве дериватизующих агентов при хроматографиче-
ском анализе аминокислот [10–13]. Одним из рас-
пространенных реагентов для осуществления дери-
ватизации аминокислот является 9-флуоренилме-
тилхлорформиат (Fmoc-Cl). Из преимуществ Fmoc-
Cl следует выделить: быстроту протекания реакции, 
взаимодействие как с первичными, так и со вторич-
ными аминами, высокую стабильность растворов 
при хранении. Кроме того, при хроматографиче-
ском анализе Fmoc-производных аминокислот мож-
но использовать как масс-спектрометрическое, так и 
флуориметрическое детектирование. Использование 
Fmoc-дериватизации нейроактивных аминокислот 
описано в работе Uutela et al. [11]. Однако в пред-

ставленной методике в качестве объекта исследо-
вания выступали микродиализаты головного мозга 
крыс. Аналогичный способ дериватизации при 
хроматографическом анализе аминокислот в раз-
личных тканях организма рассмотрен в публикации 
Ziegler et al. [12]. Описанная методика не преду-
сматривает количественное определение нейроак-
тивных аминокислот в структурах головного мозга 
и требует проведения процедуры твердофазной 
экстракции на этапе пробоподготовки образцов. 

Ц е л ь  и с с л е д о в а н и я  – разработка 
хромато-масс-спектрометрической методики коли-
чественного определения нейроактивных аминокис-
лот в гомогенатах головного мозга крыс после де-
риватизации с 9-флуоренилметилхлорформиатом. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
Разработку методики количественного опреде-

ления нейроактивных аминокислот начинали с при-
готовления индивидуальных исходных стандартных 
растворов аналитов с концентрацией 20 мМ. Для 
этого в отдельные мерные колбы вместимостью  
25 мл на аналитических весах ВЛ-124В (Госметр, 
Россия) отвешивали 51,6 мг ГАМК (Sigma Aldrich, 
CAS: 56-12-2), 82,6 мг глутаминовой кислоты моно-
гидрата (Sigma Aldrich, CAS: 19285-83-7), 66,6 мг 
аспарагиновой кислоты (Sigma Aldrich, CAS: 56-
84-8), 73,1 мг глутамина (Agilent), 66,1 мг аспара-
гина (Agilent), 37,5 мг глицина (Sigma Aldrich, 
CAS: 56-40-6) и 58,6 мг норвалина (Agilent), до-
бавляли небольшое количество 0,1 Н хлористово-
дородной кислоты (Экросхим, Россия), помещали 
на орбитальный шейкер OS-20 (Biosan, Латвия) и 
после полного растворения доводили растворите-
лем до метки.  

Полученные индивидуальные растворы ами-
нокислот (кроме норвалина) использовали для 
приготовления исходного комбинированного рас-
твора. С этой целью в мерную колбу вместимо-
стью 25 мл вносили по 2,5 мл каждого индивиду-
ального раствора, после чего доводили объем до 
метки 0,1 Н хлористоводородной кислотой. Таким 
образом, индивидуальная концентрация каждой 
аминокислоты составила 2 мМ. Исходный комби-
нированный раствор использовали для приготов-
ления серии разведений (рабочих растворов), в ка-
честве растворителя применяли деионизирован-
ную воду. 

Для приготовления дериватизующего агента в 
мерную колбу вместимостью 50 мл отвешивали 
155,2 мг Fmoc-Cl (Sigma Aldrich, CAS: 28920-43-6) 
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и растворяли в ацетонитриле (Scharlau, Испания), 
при этом полученная концентрация раствора соста-
вила 12 мМ. Так как дериватизация аминокислот с 
использованием Fmoc-Cl происходит в щелочной 
среде, дополнительно был приготовлен 0,4 М бо-
ратный буферный раствор со значением pH=8,0.  
В мерную колбу вместимостью 100 мл отмеривали 
50 мл деионизированной воды (Milli-Q), в которой 

поочередно растворяли 2,98 г калия хлорида 
(PanReac Applichem, Испания) и 2,47 г борной 
кислоты (PanReac Applichem, Испания), затем 
порциями добавляли 0,8 М раствор натрия гидрок-
сида (Merck, ФРГ) и деионизированную воду до 
достижения заданного значения pH. Дериватиза-
ция аминокислот с применением Fmoc-Cl проис-
ходит по общей реакции, приведенной на рис. 1. 
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Рис. 1. Общая реакция дериватизации аминокислот с помощью 9-флуоренилметилхлорформиата 
 

Разработка методики пробоподготовки био-
логического материала включала в себя подбор 
условий выделения аминокислот и их последую-
щей дериватизации, обеспечивающих необходи-
мую чувствительность, точность, прецизионность 
и воспроизводимость анализа. Выделение амино-
кислот из головного мозга крыс осуществляли с 
помощью ручного пестикового гомогенизатора 
Поттера–Эльвейема вместимостью 2 мл. С этой 
целью образец ткани массой около 100 мг (точная 
навеска) помещали в гомогенизатор, добавляли 
деионизированную воду из расчета 900 мкл на 100 
мг ткани, измельчали до однородного состояния, 
после чего центрифугировали при 3500 об/мин в 
течение 10 мин с помощью центрифуги LMC-
4200R (Biosan, Латвия). Надосадочную жидкость 
переносили в чистые пробирки Эппендорфа, хра-
нили при 4 °С и использовали по мере необходи-
мости для последующего анализа. На следующем 
этапе пробоподготовки из полученных экстрактов 
удаляли белковые вещества. Сравнивали результа-
ты депротеинизации образцов ацетонитрилом, ме-
танолом, 3%-ным раствором сульфосалициловой 
кислоты, 10%-ным раствором трихлоруксусной 
кислоты. Выбор условий дериватизации амино-
кислот был основан на результатах хроматографи-
ческого анализа, при этом оценивали зависимость 
величины отклика сигнала от объема и концентра-
ции дериватизующего агента (Fmoc-Cl), буферно-
го раствора, а также от времени протекания реак-
ции. Для перемешивания образцов на этапе про-
боподготовки использовали вортекс V-1 plus 

(Biosan, Латвия), осажденные белки удаляли цен-
трифугированием при 4 °С и 15000 g в течение  
15 мин с помощью лабораторной центрифуги 
5430R (Eppendorf, Германия), полученный супер-
натант переносили в хроматографические виалы и 
использовали для анализа.  

Для детектирования производных аминокис-
лот при проведении хроматографического анализа 
применяли тандемный масс-спектрометр AB Sciex 
QTrap 3200 MD (AB Sciex, Сингапур). Подбор 
условий детектирования осуществляли путем пря-
мого ввода в масс-спектрометр индивидуальных 
растворов Fmoc-производных аминокислот в аце-
тонитриле с концентрацией 500 пмоль/мл.  

На первом этапе для каждого аналита опре-
деляли m/z депротонированных молекул при отри-
цательной ионизации, подбирали оптимальные 
значения декластеризующего потенциала (DP) и 
потенциала на входе в ячейку соударений (CEP).  

На втором этапе для установленных ионов-
предшественников определяли масс-спектр второ-
го порядка, выбирали два характеристических 
иона-продукта, для которых подбирали оптималь-
ные значения энергии соударений (CE) и потенци-
ала на выходе из ячейки соударений (CXP). Полу-
ченные данные обеспечивали наилучшую селек-
тивность и чувствительность при детекции анали-
тов в режиме мониторинга множественных реак-
ций (MRM). 

Для хроматографического разделения произ-
водных аминокислот применяли ВЭЖХ Agilent 
1260 Infinity II (Agilent Technologies, Германия), в 
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качестве неподвижной фазы использовали колон-
ку Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-C18 
4,6×100 мм, 2,7 мкм. Выбор хроматографических 
параметров (состав, градиент и скорость подвиж-
ной фазы, объем вводимой пробы) был основан на 
данных о чувствительности, селективности и вос-
производимости анализа. На первом этапе в каче-
стве компонентов подвижной фазы использовали 
ацетонитрил и деионизированную воду с добавле-
нием 0,1% муравьиной кислоты. В качестве аль-
тернативного элюента использовали метанол. 

Первичные данные масс-спектрометрии и 
хроматографического анализа обрабатывали с по-
мощью программного обеспечения Sciex Analyst 
1.3.6, статистический анализ результатов проводи-
ли с использованием 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, выявляли стабильность 
определяемых веществ на этапах анализа. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Для Fmoc-производных аминокислот были 

получены масс-спектры первого и второго (рис. 2) 
порядка; для выбранных характеристических 
ионов были подобраны параметры детектирова-
ния, обеспечивающие максимальную чувстви-
тельность, результаты сведены в табл. 1. 

 

Рис. 2. Масс-спектры ионов-продуктов Fmoc-производных аминокислот в режиме регистрации отрицательных ионов (A – аспарагин, 
B – аспарагиновая кислота, C – глицин, D – глутамин, E – ГАМК, F – глутаминовая кислота 
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Таблица 1. Параметры масс-спектрометрического детектирования Fmoc-производных аминокислот  
в режиме мониторинга множественных реакций 

Параметр Значение 

Тип источника ионов TurboIonSpray 

Режим ионизации Отрицательный 

Температура источника ионов, °C 450,0 

Напряжение источника ионов, В −4500,0 

Давление газа завесы, psi 20,0 

Давление газа-небулайзера, psi 50,0 

Давление газа-нагревателя, psi 40,0 

Fmoc-АК MRM, m/z Dwell, мс DP, В EP, В CEP, В CE, эВ CXP, В 

Глицин 296,1/74,0 
296,1/100,0 

100 

−43 

−10 −20 

−18 
−20 

−2,3 
−2,8 

ГАМК 324,1/102,0 
324,1/146,0 −44 −16 −2,0 

Аспартат 354,1/158,0 
354,1/132,0 −40 −20 

−18 
−1,1 
−1,5 

Аспарагин 353,1/113,0 
353,1/131,0 −40 −27 

−14 
−1,8 
−3,0 

Глутамат 368,1/128,1 
368,1/146,1 −38 −28 

−18 
−2,8 
−1,5 

Глутамин 367,1/171,0 
367,1/145,0 −40 −16 

−15 
−1,5 
−1,2 

Норвалин 338,1/116,0 
338,1/142,0 −40 −12 

−20 
−2,3 
−1,2 

 
Хроматографическое разделение Fmoc-произ-

водных аминокислот осуществляли на обращенно-
фазовой колонке InfinityLab Poroshell 120 EC-C18 
4,6×100 мм, 2,7 мкм при температуре 40 °С, алик-
вота пробы составила 10 мкл. Сравнительный ана-
лиз применения метанола и ацетонитрила в каче-
стве компонента подвижной фазы показал, что ис-
пользование метанола характеризуется высоким 
уровнем базовой линии аспарагина, а также при-
водит к формированию широких хроматографиче-
ских пиков неправильной формы. Применение 
ацетонитрила при прочих равных условиях позво-
лило достичь более высоких и узких хроматогра-
фических пиков всех аналитов при сохранении 
низкого уровня базовой линии на всем протяже-
нии анализа.  

Таким образом, в качестве компонентов по-
движной фазы использовали деионизированную 
воду (A) и ацетонитрил (B) с добавлением 0,1% 
муравьиной кислоты в градиентном режиме (табл. 
2), общее время анализа составило 10 мин. Анализ 
полученных хроматограмм показал, что время 

удерживания Fmoc-производных глицина, ГАМК, 
аспарагиновой и глутаминовой кислот, аспарагина 
и глутамина составило 6,7; 6,8; 6,4; 6,4; 6,2 и 6,1 
мин соответственно (рис. 3). 

Сравнительный анализ результатов определе-
ния степени извлечения и величины матричного 
эффекта показал, что оптимальным способом уда-
ления белковых компонентов из пробы является 
осаждение при добавлении ацетонитрила. Учиты-
вая этот факт, с целью уменьшения количества опе-
раций депротеинизацию и дериватизацию осущест-
вляли одномоментно путем добавления к образцам 
раствора Fmoc-Cl в 100%-ном ацетонитриле. Таким 
образом, методика пробоподготовки включала в 
себя отмеривание в пробирку Эппендорфа 100 мкл 
гомогената мозговой ткани крыс (или соответству-
ющего 10- или 20-кратного разведения), стандарт-
ного или контрольного образца аминокислот; 100 
мкл боратного буферного раствора, 20 мкл водного 
1 мМ водного раствора норвалина (IS) и 250 мкл  
12 мМ раствора Fmoc-Cl в ацетонитриле, переме-
шивание на вортексе в течение 1 мин.  
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Рис. 3. Хроматограмма стандартного образца с индивидуальной концентрацией каждой аминокислоты 50 нмоль/мл (подвижная фаза – 
ацетонитрил и деионизированная вода с добавлением 0,1% муравьиной кислоты; режим элюирования – градиентный; хроматогра-
фическая колонка – InfinityLab Poroshell 120 EC-C18 4,6×100 мм; температура колонки – 40 °C; объем ввода – 10 мкл) 

Таблица 2. Хроматографические параметры определения Fmoc-производных аминокислот 

Параметр Значение 

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

Подвижная фаза A Деионизированная вода + 0,1% HCOOH 

Подвижная фаза B Ацетонитрил + 0,1% HCOOH 

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

0,0 
0,5 
5,0 
7,5 
7,51 
10,0 

0,6 

95 
95 
5 
5 

95 
95 

5 
5 

95 
95 
5 
5 

Температура колонки, °C 40 

Объем ввода, мкл 10 

Общее время анализа, мин 10 

Промывка инжектора 5 с, 25% водный раствор ацетонитрила 

 
В ходе экспериментов было установлено, что 

необходимая полнота дериватизации может быть 
достигнута при молярном соотношении Fmoc-Cl и 
суммы аминокислот не менее чем 50:1, при этом 
продолжительность протекания химической реак-
ции должна составлять не менее 45 мин при ком-
натной температуре. Принимая во внимание этот 
факт, после добавления дериватизующего агента 
образцы инкубировали при 40 ℃ в течение 1 ч, по-
сле чего химическую реакцию останавливали путем 
добавления к образцам 30 мкл 80 мМ раствора ада-
мантан-1-амина (Sigma Aldrich, CAS: 665-66-7) в 

ацетонитриле с последующим дополнительным ин-
кубированием в течение 15 мин. Для лучшего оса-
ждения белков при пробоподготовке биологических 
образцов их выдерживали 15 мин при 4 ℃, после 
чего центрифугировали при той же температуре и 
ускорении 20000 g в течение 10 мин. Полученный 
супернатант переносили в одноразовые полиэтиле-
новые вставки в хроматографические виалы. 

Для определения метрологических парамет-
ров методики была приготовлена аналитическая 
серия, состоящая из стандартных образцов с инди-
видуальной концентрацией каждой аминокислоты: 
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0,05; 0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10,0 и 50,0 нмоль/мл, образ-
цов контроля качества и холостых образцов с до-
бавлением внутреннего стандарта и без него. Для 
подтверждения возможности использования воды 
в качестве заменителя биологической матрицы 
был проведен эксперимент с добавлением рабочих 
водных растворов аминокислот к аликвотам гомо-
гената головного мозга крыс с последующим про-
ведением стандартной процедуры пробоподготов-
ки [14]. Концентрации аминокислот в образцах 
гомогената мозга крыс с добавками рассчитывали 
с использованием калибровочной зависимости, 
установленной по водным стандартным раство-
рам. Разность между обнаруженной концентраци-
ей и концентраций добавленных стандартных рас-
творов определяли для каждой аминокислоты. 

Результаты экспериментов со стандартным 
добавлением показали, что для каждой аминокис-
лоты на протяжении всего аналитического диапа-
зона относительные отклонения в разности кон-
центраций не превышали 10%. Кроме того, обна-
ружено близкое к единице значение отношения 
тангенсов угла наклона калибровочной прямой, 
построенной по результатам анализа биологиче-

ских образцов с добавкой, и водных стандартных 
растворов. Таким образом, установлено, что ис-
пользование водных стандартных растворов ами-
нокислот для построения калибровочной зависи-
мости не будет отражаться на правильности и вос-
производимости результатов анализа реальных 
биологических образцов. 

Селективность методики оценивали путем 
сравнения отношения площадей хроматографиче-
ских пиков двух характеристических ионов одного 
аналита в чистом растворителе и в присутствии ком-
понентов биологической матрицы. Было установле-
но, что для всех уровней концентраций каждого ана-
лита этот показатель не превышал 15%, что под-
тверждает селективность разработанной методики. 

По результатам хроматографического анализа 
серии стандартных образцов для всех аминокислот 
были построены калибровочные кривые, отража-
ющие зависимость отношения площади пика ана-
лита к площади пика норвалина от концентрации 
аналита в стандартном образце (рис. 4). Для ка-
либровочных зависимостей установлены уравне-
ния линейной регрессии при значениях коэффици-
ента корреляции не ниже 0,99 (табл. 3). 

 

Рис. 4. Калибровочные прямые для количественного определения глицина (A), ГАМК (B), аспарагина (C), глутамина (D), аспараги-
новой (E) и глутаминовой (F) кислот (по оси X представлена концентрация аминокислоты в нмоль/мл, по оси Y – отношение площади 
хроматографического пика Fmoc-производного соответствующей аминокислоты к площади пика Fmoc-производного норвалина) 



Фармацевтическая химия 

ВОПРОСЫ БИОЛОГИЧЕСКОЙ, МЕДИЦИНСКОЙ И ФАРМАЦЕВТИЧЕСКОЙ ХИМИИ, №5, т.25, 2022 42 

Таблица 3. Валидационные характеристики методики определения нейроактивных аминокислот  
в гомогенатах головного мозга крыс 

Показатель Аминокислота 

Глицин ГАМК Аспарагин Глутамин Аспартат Глутамат 

Аналитический диапазон, 
нмоль/мл 0,05−50,0 

НПКО, нмоль/мл 0,05 

Уравнение регрессии 
y=0,00351x+ 

+0,00171 
y=0,00716x+ 
+0,000444 

y=0,0109x+ 
+0,000396 

y=0,00188x+ 
+0,000366 

y=0,0206x+ 
+0,00459 

y=0,00985x+ 
+0,00179 

r2 0,9993 0,9996 0,9998 0,9995 0,9993 0,9991 

Межсерийная точность и прецизионность 

0,05 нмоль/мл (НПКО) 

Измеренная концентрация, 
нг/мл, mean±SD 0,057±0,003 0,056±0,002 0,056±0,002 0,056±0,003 0,056±0,002 0,055±0,003 

Точность, % 113,8 111,8 113,1 112,1 111,5 111,1 

CV, % 6,95 3,19 5,21 6,23 3,52 5,84 

2,5 нмоль/мл (НК) 

Измеренная концентрация, 
нг/мл, mean±SD 2,52±0,13 2,57±0,11 2,49±0,12 2,53±0,09 2,54±0,08 2,54±0,13 

Точность, % 101,0 103,2 98,87 101,3 101,8 101,7 

CV, % 5,47 4,37 5,04 3,66 3,29 5,21 

25,0 нмоль/мл (СК) 

Измеренная концентрация, 
нг/мл, mean±SD 25,46±0,072 25,19±0,74 25,25±0,83 25,40±0,69 25,30±0,67 25,53±0,71 

Точность, % 101,8 100,8 101,0 101,6 101,2 102,1 

CV, % 2,91 2,95 3,31 2,75 2,70 2,85 

45,0 нмоль/мл (ВК) 

Измеренная концентрация, 
нг/мл, mean±SD 45,25±0,76 45,07±0,89 44,92±0,65 44,88±0,57 44,90±0,64 44,94±0,67 

Точность, % 100,6 100,2 99,82 99,74 99,78 99,87 

CV, % 1,70 1,97 3,30 1,27 1,42 1,49 

 
В связи с отсутствием доступной холостой био-

логической матрицы нижний предел количественно-
го определения (НПКО) аминокислот оценивали пу-
тем хроматографического анализа водных стандарт-
ных растворов низкой концентрации аминокислот. 
За НПКО принимали концентрацию стандартного 
раствора аминокислоты, которая может быть опре-
делена со значениями относительного стандартного 
отклонения и относительной погрешности не более 
20%, при этом отношение «сигнал-шум» на хрома-
тограмме должно быть не менее 10:1. Результаты 
определения НПКО представлены в табл. 3.  

Перенос веществ во время хроматографиче-
ского анализа оценивали путем сравнения хромато-
грамм холостых проб, анализируемых после ше-

стикратного ввода пробы c концентрацией амино-
кислот 50,0 нмоль/мл и проб с концентрацией ана-
литов на уровне НПКО. Было установлено, что от-
ношение площадей хроматографических пиков 
всех Fmoc-производных аминокислот в холостых 
пробах к площади пиков в образцах НПКО ниже 
максимально допустимого уровня (20% для анали-
тов и 5% для внутреннего стандарта), что свиде-
тельствует о незначительном переносе веществ при 
переходе от большей концентрации к меньшей. 

Точность и прецизионность методики оцени-
вали в трех сериях путем анализа 5 контрольных 
образцов для четырех уровней концентраций: ниж-
ний предел количественного определения (НПКО), 
низкая концентрация (НК), средняя концентрация 
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(СК), высокая концентрация (ВК). Точность была 
выражена в процентах, как отношение измеренной 
концентрации в контрольных образцах к номи-
нальному содержанию аналита. Прецизионность 
определяли по коэффициенту вариации (CV) ре-
зультатов пятикратного определения концентрации 
каждого аналита. Результаты межсерийной точно-
сти и прецизионности сведены в табл. 3.  

Стабильность аминокислот в гомогенатах тка-
ней мозга крыс была подтверждена для высоких 
(45,0 нмоль/мл) и низких (2,5 нмоль/мл) концен-
траций. Оценивали стабильность аналитов после 
трех циклов заморозки/разморозки, краткосрочную 
стабильность, стабильность стандартных растворов 
аминокислот в 0,1 н хлористоводородной кислоте и 
деионизированной воде, постпрепаративную ста-
бильность и долгосрочную стабильность. По ре-
зультатам анализа было установлено, что разница в 
площади пика каждого аналита во всех исследо-

ванных пробах и свежеприготовленных образцах не 
отличалась более чем на 15%. 

Так как концентрация некоторых аминокис-
лот в гомогенатах тканей головного мозга крыс 
может значительно превышать верхний предел 
количественного определения, была проведена 
оценка возможности десятикратного и двадцати-
кратного разбавления гомогенатов деионизиро-
ванной водой. По результатам анализа было уста-
новлено, что разбавление образца не снижает точ-
ность и прецизионность количественного опреде-
ления всех аминокислот. 

Апробация разработанной методики была 
произведена путем анализа содержания аминокис-
лот в головном мозге шести интактных крыс 
Wistar, содержащихся в виварии ФГБОУ ВО Твер-
ской ГМУ Минздрава России. Результаты опреде-
ления нейроактивных аминокислот сопоставимы с 
данными других авторов и приведены в табл. 4. 

Таблица 4. Содержание (нмоль на 1 г ткани) нейроактивных аминокислот  
во фронтальной коре и гиппокампе мозга интактных крыс Wistar  

Ткань головного мозга 
Аминокислота 

Глицин ГАМК Аспарагин Глутамин Аспартат Глутамат 

Фронтальная кора 431,6±41,2 1971,6±127,5 53,4±3,2 2888,4±159,9 2075,4±92,3 7736,0±788,5 

Гиппокамп 731,4±39,4 2546,4±173,7 51,6±3,2 1907,4±71,3 1705,8±51,5 6025,8±200,1 

 
ВЫВОДЫ 

Разработанная хромато-масс-спектрометричес-
кая методика количественного определения нейро-
активных аминокислот в головном мозге крыс пол-
ностью соответствует валидационным требовани-
ям. Метрологические характеристики методики 
позволяют с высокой точностью оценить содержа-
ние аспарагина, глутамина, ГАМК, глицина, аспа-
рагиновой и глутаминовой кислоты в тканях мозга 
крыс, что является важным в исследовании патоло-
гических процессов, а также экспериментальной 
фармакодинамики лекарственных средств. 
ЛИТЕРАТУРА 
1. Федеральный закон от 12 апреля 2010 г. № 61 «Об обра-

щении лекарственных средств». М. 56 с. В ред. от 
11.06.2021. 

2. Руководство по проведению доклинических исследова-
ний лекарственных средств. ФГБУ «НЦЭСМП» Мин-
здравсоцразвития России. М.: Гриф и К, 2012. 944 с. 

3. Chen X., Broeyer F., de Kam M., Baas J., Cohen A., van 
Gerven J. Pharmacodynamic response profiles of anxiolytic 
and sedative drugs. British journal of clinical pharmacology. 
2017; 83(5): 1028–1038. doi.org/10.1111/bcp.13204 

4. Sousa A., Dinis-Oliveira R.J. Pharmacokinetic and 
pharmacodynamic of the cognitive enhancer modafinil: Relevant 
clinical and forensic aspects. Substance abuse. 2020; 41(2): 155–
173. doi.org/10.1080/08897077.2019.1700584 

5. Mankar S.S., Turan S.P., Mankar S.S., Shelke, P.A. Antide-
pressant in animal models of depression and study of cognitive 
property. GSC Biological and Pharmaceutical Sciences. 2019; 
7(3): 64–76. doi.org/10.30574/gscbps.2019.7.3.0069 

6. Bourin M. Mechanisms of Action of Anxiolytics. Psychiatry 
and Neuroscience Update. Springer, Cham. 2021: 195–211. 
doi.org/ 10.1007/978-3-030-61721-9_18 

7. Piras F., Vecchio D., Assogna F., Pellicano C., Ciullo V., 
Banaj N. Spalletta G. Cerebellar gaba levels and cognitive 
interference in parkinson’s disease and healthy comparators. 
Journal of Personalized Medicine. 2021; 11(1): 16. 
doi.org/10.3390/jpm11010016 

8. Li J., Chen L., Guo F., Han X. The Effects of GABAergic 
System under Cerebral Ischemia: Spotlight on Cognitive 
Function. Neural Plasticity. 2020. doi.org/10.1155/2020/8856722 

9. Procter A. W., Bowen D. M. Cerebral Biopsy in the 
Neurochemical Study of Alzheimer Disease. Alzheimer 
Disease. CRC Press. 2020: 279–294. 

10. Srinivasa Rajagopalachari N.K., Shanmugasundaram P. 
Analytical method validation for the determination of 
Ninhydrin Positive Substances in amino acids by High 
Performance Liquid Chromatography. Annals of the Romanian 



Фармацевтическая химия 

ВОПРОСЫ БИОЛОГИЧЕСКОЙ, МЕДИЦИНСКОЙ И ФАРМАЦЕВТИЧЕСКОЙ ХИМИИ, №5, т.25, 2022 44 

Society for Cell Biology. 2021; 25 (6): 4323–4330. 
11. Uutela P., Ketola R. A., Piepponen P., Kostiainen R. 

Comparison of different amino acid derivatives and analysis 
of rat brain microdialysates by liquid chromatography tandem 
mass spectrometry. Analytica chimica acta. 2009; 633(2): 
223–231. doi.org/10.1016/j.aca.2008.11.055 

12. Ziegler J., Hussain H., Neubert R. H. Abel S. Sensitive and 
selective amino acid profiling of minute tissue amounts by 
HPLC/electrospray negative tandem mass spectrometry using 
9-fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc-Cl) derivatization. 
Amino Acid Analysis. Humana, New York. 2019: 365–379. 
doi.org/10.1007/978-1-4939-9639-1_27 

13. Peng M. Z., Cai Y. N., Shao Y. X., Zhao L., Jiang M. Y., Lin 
Y. T., Liu L. Simultaneous quantification of 48 plasma amino 
acids by liquid chromatography-tandem mass spectrometry to 
investigate urea cycle disorders. Clinica Chimica Acta. 2019; 
495: 406-416. doi.org/10.1016/j.cca.2019.05.011 

14. Minkler P., Stoll M., Ingalls S., Yang S., Kerner J., Hoppel C. 
Quantification of carnitine and acylcarnitines in biological 
matrices by HPLC electrospray ionization-mass spectrometry. 
Clin. Chem. 2008; 54: 1451–1462. doi.org/10.1373/clin-
chem.2007.099226 

 
Поступила 17 декабря 2021 г. 

THE USE OF HPLC-MS/MS FOR THE QUANTITATIVE ANALYSIS  
OF NEUROACTIVE AMINO ACIDS  
IN RAT BRAIN HOMOGENATES AFTER DERIVATIZATION  
WITH 9-FLUORENYLMETHYL CHLOROFORMATE 

 Authors, 2022 

N.S. Popov  
Ph.D. (Pharm.), Head of Research Laboratory, Tver State Medical University (Tver, Russia) 
V.Yu. Balabanyan  
Dr.Sc. (Pharm.), Associate Professor, Leading Research Scientist, Laboratory of Translational Medicine,  
Faculty of Fundamental Medicine, M.V. Lomonosov Moscow State University (Moscow, Russia) 
M.B. Petrova  
Dr.Sc. (Biol.), Professor, Head of Department of Biology, 
Tver State Medical University (Tver, Russia) 
E-mail: education@tvgmu.ru 
N.Yu. Kolgina  
Ph.D. (Med.), Associate Professor, Head of Department of Pharmacology and Clinical Pharmacology,  
Tver State Medical University (Tver, Russia) 
G.A. Petrov  
Ph.D. (Med.), Associate Professor, Department of Pharmacology and Clinical Pharmacology,  
Tver State Medical University (Tver, Russia) 

Relevance.  The effect on the metabolism of neuroactive amino acids is the most important component of the mechanism of action of 
psychotropic drugs. Variation of substance of amino acids in the structures of the rat brain can act as a pharmacodynamic marker 
diagnostic sign in the study of the pathogenesis of diseases of the central nervous system. 
Purpose of the study. development of HPLC-MS / MS method for quantitative determination of neuroactive amino acids in rat brain 
homogenates after derivatization with 9-fluorenylmethylchloroformate. 
Material and methods. For the detection of amino acids from the rat brain was used a Potter-Elvehjem homogenizer. 
Deproteinization and derivatization were performed by adding a solution of 9-fluorenylmethylchloroformate in acetonitrile to the 
samples. Amino acid derivatives were detected using a Sciex 3200 mass spectrometer. For chromatographic separation was used an 
Agilent 1260 Infinity II HPLC. Elution was carried out with a mixture of acetonitrile and water in a gradient mode. 
Results. Sample preparation includes mixing 100 μl of rat brain tissue homogenate, 100 μl of borate buffer, 20 μl of 1 mM norvaline solution 
and 250 μl of 12 mM Fmoc-Cl solution in acetonitrile, followed by centrifugation for 10 minutes. For the separate Fmoc-derived amino acids 
was used hromatographic column InfinityLab Poroshell 120 EC-C18 4.6 × 100 mm, 2.7 μm. The total time of chromatographic analysis was 10 
minutes, the retention time of Fmoc derivatives of glycine, GABA, aspartic and glutamic acids, asparagine and glutamine was 6.7; 6.8; 6.4; 
6.4; 6.2 and 6.1 minutes, respectively. The analytical range of the method for each amino acid was from 0.05 to 50 nmol in 1 ml of 
homogenate. The method was tested by analyzing the amino acid content in the brain of 6 intact Wister rats. 
Conclusion. A chromatography-mass spectrometric method for the quantitative determination of glutamine, asparagine, glycine, 
GABA, glutamic and aspartic acids in rat brain homogenates has been developed. Precolumn derivatization of amino acids with 9-
fluorenylmethylchloroformate was carried out to increase the sensitivity of the analysis. 
Key words: HPLC-MS/MS, chromatography, mass-spectrometry, neuroactive amino acids. 
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В настоящем атласе представлено описание морфологических и анатомических признаков некоторых но-
вых видов лекарственного растительного сырья различных морфологических групп. Данные признаки 
имеют диагностическое значение и позволяют устанавливать подлинность этих видов сырья. Изучение 
морфолого-анатомического строения сырья проведено в отделе фитохимии и стандартизации Центра химии 
и фармацевтической технологии Федерального государственного бюджетного научного учреждения «Все-
российский научно-исследовательский институт лекарственных и ароматических растений» (ФГБНУ ВИЛАР) 
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дружбы народов» ЦКП (НОЦ) ФГАОУ ВО РУДН. В атласе приведено 519 оригинальных рисунков в виде фо-
тографий анатомо-диагностических признаков сырья лекарственных растений. Атлас может служить спра-
вочным материалом для научных сотрудников, занимающихся изучением лекарственных растений, препо-
давателей, аспирантов и студентов фармацевтического и биологического профиля. 
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