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Адениновые нуклеотиды (АТФ, АДФ, АМФ) играют центральную роль в регуляции обмена веществ и энергии: обеспечи
вают энергетический баланс клетки, определяют её окислительно-восстановительное состояние, действуют как ал
лостерические эффекторы ряда ферментов, модулируют сигнальные и транскрипционные факторы, активируют суб
страты окисления или биосинтеза. Для определения уровня АТФ, АДФ, АМФ разработано большое количество методов, 
но наиболее универсальным и эффективным методом разделения и анализа сложных смесей является метод обращенно-
фазовой высокоэффективной жидкостной хроматографии (ОФ ВЭЖХ). Цель исследования – определение оптималь
ных условий для качественного разделения и количественного определения стандартных растворов АТФ (1 ммоль/л), 
АДФ (0,5 ммоль/л), АМФ (0,1 ммоль/л) методом ОФ ВЭЖХ. Степень разделения адениновых нуклеотидов оценивали 
по времени выхода пиков на хроматограмме. Для достижения цели поставлены следующие задачи: оценить влияние 
температуры проведения анализа на разделение и изменение времени выхода анализируемых веществ на хроматограм
ме; определить оптимальный состав подвижной фазы на разделение АТФ, АДФ, АМФ на хроматограмме (содержание 
органического растворителя в растворе); выявить влияние рН подвижной фазы на разделение стандартных растворов 
адениновых нуклеотидов; установить оптимальную молярность подвижной фазы для разделения  АТФ, АДФ, АМФ на 
хроматограмме. Установлено, что температура проведения анализа не влияет на качество разделения пиков, тогда как 
состав и рН подвижной фазы оказывает значительное влияние на полное и чёткое разделение исследуемых нуклеотидов 
на хроматограмме. Оптимальными для разделения пиков адениловых нуклеотидов являются температура проведения 
анализа 37о С и подвижная фаза 0,05 М KH2PO4 (рН 6,0).

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  адениновые нуклеотиды; АТФ; АДФ; АМФ; обращенно-фазовая высокоэффективная жидкост
ная хроматография.

Для цитирования: Каликова Л. Б., Бойко Е. Р. Определение адениновых нуклеотидов модифицированным методом 
высокоэффективной жидкостной хроматографии. Клиническая лабораторная диагностика, 2021;66 (3): 172-176. 
DOI: http://dx.doi.org/10.51620/0869-2084-2021-66-3-172-176
Kalikova L. B., Boyko E. R.
DETERMINATION OF ADENINE NUCLEOTIDES BY THE MODIFIED METHOD OF HIGH – PERFORMANCE 
LIQUID CHROMATOGRAPHY
Institute of Physiology of Komi Science Centre of the Ural Branch of the Russian Academy of Sciences, FCR Komi SC UB RAS, 
167982, Syktyvkar, Komi Republic, Russia 
Аdenine nucleotides (ATP, ADP and AMP) play a central role in the regulation of metabolism and energy: they provide the energy 
balance of the cell, determine its redox state, act as allosteric effectors of a number of enzymes, modulate signaling and transcrip
tion factors and activate oxidation or biosynthesis substrates. A large number of methods have been developed to determine the 
level of ATP, ADP and AMP, but the most universal and effective method for the separation and analysis of complex mixtures is the 
reversed-phase high-performance liquid chromatography method (RP-HPLC). The aim of this study is to determine the optimal 
conditions for the qualitative separation and quantitative determination of standard solutions of ATP (1 mmol/l), ADP (0,5 mmol/l) 
and AMP (0,1 mmol/l) by RP-HPLC. The degree of separation of adenine nucleotides was estimated by the time of peak output 
in the chromatogram. To achieve the goal, the following tasks were set: assess the effect of the temperature of the analysis on the 
separation and change of the release time of the analytes in the chromatogram; determine the most optimal composition of the 
mobile phase for the separation of ATP, ADP and AMP in the chromatogram (the content of the organic solvent in the solution); 
to identify the effect of pH of the mobile phase on the separation of standard solutions of adenine nucleotides; set the optimal 
molarity of the mobile phase for the separation of ATP, ADP and AMP in the chromatogram. It was found that the temperature of 
the analysis does not affect the quality of peak separation, while the composition and pH of the mobile phase have a significant 
effect on the complete and clear separation of the studied nucleotides in the chromatogram. It was determined that the analysis 
temperature of 37°C and the mobile phase of 0.05 M KH2PO4 (pH 6.0) are optimal for separating the peaks of adenine nucleotides.
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Введение. АТФ, АДФ, АМФ играют центральную 
роль в регуляции обмена веществ и энергии. Они обеспе-
чивают энергетический баланс клетки и определяют её 
окислительно-восстановительное состояние, действуют 
как аллостерические эффекторы ряда ферментов, моду-
лируют сигнальные и транскрипционные факторы и ак-
тивируют субстраты окисления или биосинтеза [1].

Для определения уровня адениновых нуклеотидов 
разработано большое количество методов: спектрофо-
тометрический, флуоресцентный, ферментативный ме-
тоды [2], тем не менее, наиболее широко используют 
биолюминесцентный метод или хроматографический 
метод анализа [3]. Биолюминесцентный метод наибо-
лее чувствителен (предел обнаружения анализируемых 
веществ 10-14 М), но дорогостоящий и поэтому мало 
подходит для серийных анализов [4]. Наиболее универ-
сальным и эффективным методом разделения и анали-
за сложных смесей является метод обращенно-фазовой 
высокоэффективной жидкостной хроматографии (ОФ 
ВЭЖХ), который позволяет разделить и одновременно 
определить микроколичества нуклеотидов за короткий 
промежуток времени [5 – 7]. В ряде случаев время выхо-
да анализируемых веществ на хроматограмме совпадает 
и полного разделения исследуемых веществ не проис-
ходит [8]. На разделение адениновых нуклеотидов влия-
ют такие факторы, как температура проведения анализа, 
содержание органического растворителя в подвижной 
фазе, молярность, рН подвижной фазы [6].

Цель исследования – определение оптимальных ус-
ловий для качественного разделения и количественного 
определения стандартных растворов АТФ, АДФ, АМФ 
методом ОФ ВЭЖХ. Для достижения цели поставлены 
следующие задачи: оценить влияние температуры про-
ведения анализа на разделение и изменение времени вы-
хода анализируемых веществ на хроматограмме; опре-
делить оптимальный состав подвижной фазы на разде-
ление АТФ, АДФ, АМФ на хроматограмме (содержание 
органического растворителя в растворе); выявить вли-
яние рН подвижной фазы на разделение стандартных 
растворов адениновых нуклеотидов; установить опти-
мальную молярность подвижной фазы для разделения 
АТФ, АДФ, АМФ на хроматограмме.

Материал и методы. В работе использованы стан-
дартные образцы АТФ, АДФ, АМФ в концентрации 1,0 
ммоль/л (АТФ), 0,5 ммоль/л (АДФ), 0,1 ммоль/л (АМФ), 
что соответствует уровню адениновых нуклеотидов в 
эритроцитах человека [9]. Подвижную фазу (ПФ), гото-
вили аналогично работе  E.K. Jackson [10], состоящую из 
0,05 М КН2РО4 и 5% ацетонитрила CH3CN (1:1). Разде-
ление образцов проводили на жидкостном хроматографе 
Shimadzu LC 20 (Япония) с колонкой Диасфер-110-С18 
(Россия) (150* 4,6 мм). Каждый образец исследовали в 
3-х повторностях. Обработку результатов осуществля-
ли с помощью программного обеспечения LC Solution. 

Степень разделения адениновых нуклеотидов оценива-
ли по времени выхода пиков на хроматограмме. Для ОФ 
ВЭЖХ использованы реактивы фирмы Sigma (США), 
растворы стандартов известной концентрации и ПФ го-
товили на бидистиллированной воде, приготовленной с 
использованием системы Milli-Q® Reference (США).

Результаты. В качестве условий проведения ана-
лиза стандартных образцов адениновых нуклеотидов 
выбраны следующие характеристики: разделение про-
водили в изократическом режиме; скорость потока со-
ставила 1,0 мл/мин; работу выполняли при комнатной 
температуре (+24° С – +27° С); давление в системе со-
ставляло 4,9 МПа. Объём вводимой пробы 20 мкл. Спек-
трофотометрическое определение осуществляли при 
двух длинах волн 254 и 280 нм. Общее время анализа не 
превышало 15 минут.

При данных условиях проведения анализа время 
выхода пиков АТФ, АДФ, АМФ на хроматограмме со-
ставляет 2,48 мин, 2,82 мин и 4,73 мин соответственно. 
Время выхода пиков АТФ и АДФ практически совпадает 
и их полного разделения не происходит (рис. 1). 

Проведено исследование по определению факторов, 
способных оказать влияние на разделение нуклеотидов, 
включая температуру проведения анализа, содержание 
органического растворителя в ПФ и др. (см.таблицу).

Влияние температуры проведения анализа на раз-
деление и количественное определение адениновых 
нуклеотидов оценивали в диапазоне от 27° С до 37° С. 
При 27° С давление в хроматографической системе со-
ставляло 4,9 МПа, тогда как при повышении темпера-
туры давление в системе понижалось. При 31° С и 32° 
С давление было 4,6 МПа, в диапазоне от 33° С до 37° 
С этот показатель составил всего 4,1 МПа. При увели-
чении температуры проведения анализа от 27° С до 37° 
С наблюдается снижение давления в приборе, что, по 
нашему мнению, положительно сказывается на состоя-
нии работы хроматографической колонки. По времени 
выхода пиков АТФ, АДФ, АМФ, установлено, что на ка-
чество разделения анализируемых веществ температу-
ра проведения анализа практически не влияет, поэтому 
оптимальной рабочей температурой проведения анализа 
выбрана 37о С, наиболее близкая к температуре ядра те-
ла человека.

По данным литературы на разделение адениновых 
нуклеотидов может оказывать влияние молярность ПФ 
и/или процент органического растворителя в растворе 
[6]. Оценку влияния органической части ПФ проводили 
следующим образом: 0,05 М КН2РО4 (рН 5,2), разделя-
ли на семь частей и к каждой части добавляли раствор 
CH3CN (10%; 5%; 2%; 1%; 0,5%; 0,1%; 0%) в соотноше-
нии 1:1. Установлено, что концентрация органической 
части ПФ оказывает значительное влияние на разделе-
ние и время выхода пиков адениновых нуклеотидов на 
хроматограмме. При введении в состав ПФ 10% CH3CN 
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Рис. 1. Разделение стандартных образцов АТФ, АДФ и АМФ методом ОФ ВЭЖХ. 
Подвижная фаза: 5% ацетонитрил – 0,05 М КН2РО4 (1:1), рН 5,2. 

Влияние отдельных факторов на разделение хроматографических пиков адениновых нуклеотидов методом ОФ ВЭЖХ

Скорость 
потока,  
мл/мин

Температура 
проведения 
анализа, °С

Давление 
в системе 
(Р), МПа

Ацетонитрил 
в подвижной 

фазе, %

pH под-
вижной 

фазы

KH2PO4, моляр-
ность подвиж-

ной фазы

Время выхо-
да стандарта 

АТФ, мин

Время выхода 
стандарта АДФ, 

мин

Время выхода 
стандарта 
АМФ, мин

Разделение нуклеотидов методом ОФ ВЭЖХ на подвижной фазе по Джексону [11]
1,0 Комнатная 

(24-27)
4,9 5 5,2 0,05 2,48 2,82 4,73

Влияние температуры проведения анализа на хроматографическое разделение стандартов АТФ, АДФ, АМФ 
1,0 27 4,9 5 5,2 0,05 2,48 2,82 4,73

31 4,6 2,39 2,74 4,36
32 4,6 2,34 2,62 4,19
33 4,1 2,35 2,62 4,16
34 4,1 2,27 2,63 4,06
35 4,1 2,27 2,57 4,01
37 4,1 2,22 2,46 3,78

Влияние органической части подвижной фазы на хроматографическое разделение стандартов АТФ, АДФ, АМФ 
1,0 37 4,1 0 5,2 0,05 3,14 4,11 9,00

0,1 2,98 - -
0,5 2,77 3,24 7,49
1 2,71 3,54 7,53

Влияние органической части подвижной фазы на хроматографическое разделение стандартов АТФ, АДФ, АМФ
1,0 37 4,1 2 5,2 0,05 2,41 3,15 6,17

5 2,27 2,44 4,35
10 1,78 1,94 2,71

Влияние рН подвижной фазы на хроматографическое разделение стандартов АТФ, АДФ, АМФ
1,0 37 4,1 0 5,0 0,05 3,21 4,14 9,18

5,2 3,14 4,13 9,01
5,5 3,10 4,08 8,85
6,0 3,04 3,90 7,75
6,5 2,95 3,57 5,95
7,0 2,81 3,18 4,30

Влияние молярности подвижной фазы на хроматографическое разделение стандартов АТФ, АДФ, АМФ 
1,0 37 4,1 0 6,0 0,05 3,04 3,90 7,75

0,1 3,43 4,24 7,94
0,3 4,20 4,91 8,40
0,5 4,66 5,32 8,71
1 5,67 6,21 9,2
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разделение стандартных образцов АТФ, АДФ, АМФ на 
хроматограмме практически не происходит. При сни-
жении концентрации CH3CN в растворе с 5% до 0,1% 
наблюдается небольшое разделение пиков АТФ, АДФ, 
АМФ. Наиболее выраженное разделение анализируе-
мых веществ выявлено при работе с ПФ, включающей 
только 0,05 М КН2РО4. Время выхода адениновых нукле-
отидов на хроматограмме составило 3,14 мин для АТФ, 
4,11 мин и 9,00 мин для АДФ и АМФ соответственно. 
Последующее разделение и количественное определе-
ние стандартных образцов АТФ, АДФ, АМФ проводили 
на ПФ, в состав которой входит только 0,05 М КН2РО4.

Проведён анализ влияния рН ПФ (5,0–7,0) на разделе-
ние нуклеотидов. Установлена взаимосвязь между кон-
центрацией ионов водорода ПФ (рН) и временем выхода 
пиков стандартных растворов АТФ, АДФ, АМФ на хро-
матограмме. При работе с ПФ (рН 5,0) время выхода пика 
АТФ приходилось на 3,21 мин, при рН рабочего раствора 
6,0, время выхода пика АТФ составило 3,04 мин и 2,81 
мин (рН 7,0). Аналогичная зависимость прослеживалась 
по времени выхода пика АДФ (4,14–3,90 – 3,18 мин)  
и пика АМФ (9,18–7,75 – 4,30 мин). При работе с ПФ рН 
6,0 наблюдали максимальное и почти полное разделение 
пиков АТФ и АДФ на хроматограмме, тогда как при ра-
боте с ПФ (рН 7,0) данные пики перекрывались в боль-
шей степени. Принимая во внимание эти результаты, 
дальнейшее разделение и количественное определение 
АТФ, АДФ, АМФ проводили на ПФ рН 6,0.

Для оценки влияния молярности ПФ на степень раз-
деление адениновых нуклеотидов использовали 1 М, 
0,5 М, 0,3 М, 0,1 М, 0,05 М растворы КН2РО4, не содер-
жащие CH3CN. Увеличение молярности КН2РО4 в ПФ 
способствовало изменению времени выхода анализи-
руемых веществ и степени их разделения на хромато-
грамме. Для АТФ с 3,04 мин (0,05 МКН2РО4) до 5,67 мин 
(1М КН2РО4), для АДФ с 3,90 до 6,21 мин и для АМФ 
с 7,75 до 9,2 мин соответственно. Максимальное разде-
ление пиков АТФ и АДФ наблюдали при работе с 0,05 

М КН2РО4, тогда как при работе на 1 М КН2РО4 проис-
ходило их частичное слияние. 0,05 М раствор КН2РО4 
оптимален для разделения адениновых нуклеотидов.

Обсуждение. Разделение и количественное опреде-
ление адениновых нуклеотидов на хроматограмме зави-
сит от целого ряда факторов – температуры проведения 
анализа, % CH3CN в ПФ, от рН ПФ и её молярности. 
По данным литературы анализ адениновых нуклеотидов 
проводят при разных температурных условиях: при ком-
натной температуре 23° С – 24° С [11], при 30° С [12, 
13], при 75° С [14]. Оценено влияние температуры про-
ведения анализа в диапазоне от 27° С до 37° С. С уве-
личением температуры проведения анализа наблюдали 
понижение давления в хроматографической системе. 
На качество разделения пиков исследуемых образцов 
адениновых нуклеотидов и время выхода анализируе-
мых веществ на хроматограмме температурный режим 
не оказывал значительного влияния, поэтому в качестве 
оптимальной рабочей температуры проведения анализа 
выбрана 37° С, близкая физиологической температура 
тела.

ПФ состоит из двух компонентов – полярного орга-
нического растворителя (ацетонитрила или метанола) 
и неорганической части (KH2PO4, фосфатный или ци-
тратный буферные растворы) [6]. В составе ПФ может 
присутствовать 30% CH3CN [15], 10% CH3CN [16], 5% 
СН3СN [17], встречаются исследования, где использу-
ется ПФ без органической составляющей [12]. В ходе 
исследования установлено, что концентрация CH3CN 
в ПФ значительно влияет на разделение и время вы-
хода пиков адениновых нуклеотидов на хроматограм-
ме: чем выше процент органического растворителя в 
растворе, тем сильнее связь между анализируемыми 
образцами и хуже их разделение. Наиболее чёткое 
разделение пиков адениновых нуклеотидов (АТФ, 
АДФ, АМФ) наблюдалось в случае, когда ПФ включа-
ла только неорганическую часть (0,05 М КН2РО4) без 
органического компонента.

Рис. 2. Разделение адениновых нуклеотидов эритроцитов самцов крыс методом ОФ ВЭЖХ. Подвижная фаза: 0,05 М КН2РО4, рН 6,0. 
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Анализ влияния показателя рН (5,0–7,0) на разделе-
ние пиков адениновых нуклеотидов методом ОФ ВЭЖХ 
показал, что максимальное разделение пиков АТФ и 
АДФ на хроматограмме наблюдалось при работе в усло-
виях, когда рН ПФ составляло величину 6,0. При работе 
с нейтральной подвижной фазой рН 7,0 разделение про-
исходило в меньшей степени. Принимая во внимание 
эти результаты, в последующем для разделения адени-
новых нуклеотидов использована ПФ с рН 6,0. Получен-
ные результаты совпадают с данными ряда зарубежных 
авторов, которые рекомендуют использовать в работе 
ПФ с рН 6,0 [11, 18, 19]. Изменение молярности ПФ 
влияет на разделение пиков анализируемых веществ: 
установлено, что максимальное разделение пиков АТФ 
и АДФ наблюдали при работе с ПФ, молярность которой 
составила 0,05 М KH2PO4. Модифицированный нами 
метод ОФ ВЭЖХ был успешно апробирован для разде-
ления и количественного определения АТФ (время вы-
хода пика на хроматограмме составило 2,96 мин.), АДФ 
(3,77 мин.) и АМФ (5,81 мин.) эритроцитов самцов крыс 
линии Wistar (рис. 2).

Выводы:
1. Температурный режим не оказывает влияния на 

качество разделения пиков АТФ, АДФ, АМФ на хро-
матограмме, поэтому в качестве оптимальной рабочей 
температуры проведения анализа рекомендуется к ис-
пользованию температура 37оС, близкая к температуре 
ядра тела человека.

2. Наиболее выраженное разделение пиков адени-
новых нуклеотидов наблюдалось при работе на ПФ без 
включения CH3CN.

3. При изменении рН ПФ с 5,0 до 6,0 наблюдается 
максимальное разделение пиков АТФ, АДФ, АМФ на 
хроматограмме, тогда как при работе с нейтральной под-
вижной фазой рН 7,0 разделение происходило в мень-
шей степени.

4. Изменение молярности ПФ влияет на разделение 
пиков анализируемых веществ. Максимальное разделе-
ние пиков АТФ, АДФ и АМФ наблюдали при работе с 
ПФ, молярность которой составила 0,05 М.
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