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Предложен метод одновременного определения свободных катехоламинов и свободных метанефринов в моче с помощью 
обращенно-фазной высокоэффективной жидкостной хроматографии с флюориметрической детекцией. Твердофазная 
экстракция выполнялась на картриджах с 30 мг сверхсшитого полистирола (Purosep-200). Простота, воспроизводи-
мость и достаточная чувствительность метода позволяют использовать его в клинической практике для диагностики 
феохромоцитом. 
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Введение. Известно достаточно мно-
го исследований по определению кате-
холаминов в моче методом высокоэф-
фективной жидкостной хроматографии 
(ВЭЖХ), выполненных в основном с 
использованием электрохимической 
детекции. Разработаны и полностью 
роботизированные методы [1–3]. В по-
следнее время особое внимание уде-
ляется промежуточным метаболитам 
катехоламинов – метанефрину и норме-
танефрину [4] (рис. 1). В обстоятельном 
обзоре [5] убедительно показано, что 
анализ свободных метанефринов мочи 
является самым высокочувствительным 
и специфичным тестом для диагности-
ки феохромоцитомы и превосходит все 
остальные, такие как определение ванилилминдаль-
ной кислоты в моче, катехоламинов в моче и плазме. 

Поскольку катехоламины и метанефрины являют-
ся высокополярными соединениями, твердофазная 
экстракция (ТФЭ) на гидрофобных С18-сорбентах 
недостаточно эффективна, а на катионообменниках – 
довольно трудоемка. Известно только одно исследо-
вание по ТФЭ катехоламинов (но не метанефринов) 
на полимерном сорбенте (картриджи Oasis HLB, Wa-
ters Corp., USA) по стандартному протоколу [6].

Нами разработан простой метод одновременного 
определения свободных катехоламинов и свободных 
метанефринов в моче с ТФЭ на отечественном поли-
мерном сорбенте на основе сверхсшитого полистиро-
ла (Purosep-200)1.

Материалы и методы. Использовали следующие 
реактивы: эпинефрина гидрохлорид, или адреналин 
(Sigma), D,L-норэпинефрина гидрохлорид, или нора-
дреналин (Aldrich), дофамина гидрохлорид (Sigma), 
D,L-норметанефрина гидрохлорид (Sigma), D,L-
метанефрина гидрохлорид (Sigma) и фенилэфрин, 
или мезатон (ОЗ ГНЦЛС, Украина). Сухие вещества 
растворяли в 0,05 М HCl (100 нг/мкл) и хранили в 
холодильнике при +4oC (сохраняются до 1 мес). Фе-
нилэфрин в ампулах, используемый в качестве внутреннего 
стандарта (IS), разбавляли 0,05 М HCl до концентрации 100 
нг/мкл и хранили в тех же условиях. Использовались так-
же ацетонитрил (ОСЧ, “Криохром”, Россия), ацетон (ОСЧ, 
“Реактив”, Россия), метанол (ХЧ, “Вектон”, Россия), триф-
торуксусная кислота (TFA, 99%, Panreac, Испания). Фосфат-
ный буфер 0,25 М рН 8,0 готовили смешиванием Na2HPO4 и 
NaH2PO4 (Fluka) в соответствующих пропорциях [7].

Аппаратура и оборудование: флюориметрический де-
тектор RF-10AXL (Shimadzu, Япония), насос высокого дав-
ления LC-20AТ Prominence (Shimadzu, Япония), ручной 
инжектор 7725i Rheodyne (США) с петлей на 100 мкл, ком-
пьютерная хроматографическая программа «Мультихром» 
версии 3.0 («Амперсанд», Россия); колонка Synergi Hydro-RP 
(Phenomenex, США) 150 х 4,6 мм, 4 мкм, около 7000 ТТ с за-
щитным предколоночным фильтром (Supelco, США). Флюо-
риметрическая детекция ex280–em320 нм, чувствительность 
средняя (Sens=2, Gain=1). Элюент: ацетонитрил-вода-TFA 
(2:98:0.1, v/v/v2), скорость потока 1000 мкл/мин, давление 
72 бара. Применялись картриджи на основе полипропилено-
вых шприцов объемом 3 мл с фторопластовыми фильтрами 
(Supelco, США), упакованные 30 мг сверхсшитого полисти-
рола (Purosep-200) по собственной технологии: готовили 30 
мг суспензии сорбента в 3 мл изопропанола, интенсивно 
перемешивали и быстро вводили в картридж. Упаковка осу-
ществлялась самотеком. ТФЭ проводилась с помощью мани-

фолда на 12 картриджей (Merck, Германия) и вакуумного на-
соса KNF Lab (США). Упаривание проводили в стеклянных 
стаканчиках объемом 5 мл Simax (Чехия) в электрошкафу с 
пассивной конвекцией СНОЛ-3.5 (“Рембыттермо”, Россия). 
Статистическая обработка результатов выполнена с помо-
щью GraphPad Prism 5.

Результаты и обсуждение. В банку для сбора суточной 
мочи добавляли 20 мл 6 М HCl и собранный биоматериал 
хранили в холодильнике [8]. Аликвоту из суточной мочи от-
бирали в полипропиленовую пробирку объемом 2 мл и до-
ставляли в лабораторию. Стабильна в холодильнике до 2 
нед.

Картриджи промывали 1 мл ацетона, 1 мл метанола и 
1 мл воды. К 1 мл аликвоты суточной мочи добавляли 0,2 
мл 0,25 М фосфатного буфера рН 8,0 и 10 мкл IS (100 нг/
мкл). Загружали в картридж самотеком, скорость не првы-
шала 2 мл/мин. Промывали сорбент картриджа 1 мл смеси 
метанол-вода (2:1, v/v), 1 мл воды с 10 мкл TFA и 1 мл воды. 
Высушивали под вакуумом в течение 1 мин и элюировали 
катехоламины и метанефрины 1 мл метанола с 10 мкл TFA. 
Упаривали в термостате при 60oC, сухой остаток растворяли 
в 100 мкл воды и 10 мкл вводили в петлю инжектора (содер-
жит 100 нг IS и эквивалентно 0,1 мл мочи). 

Типичные хроматограммы представлены на рис. 2.
Разработка метода включала оптимизацию экстракции 

(загрузка, промывка, элюирование) и хроматографического 
разделения. Загрузку оптимально проводить при слабоще-
лочном рН от 7 до 9. Промывка только водой дает “грязные” 
экстракты, потому целесообразнее проводить ее нейтраль-
ным водным метанолом (50–75%). Дополнительная промыв-

1Сорбент предоставлен проф. В.А. Даванковым, ИНЭОС РАН, Москва. 
2 Здесь и далее: volume/volume, т. е. объемные соотношения.

Рис. 1. Схема, иллюстрирующая пути метаболизма катехоламинов в свободные и 
сульфоконъюгированные метанефрины [4].

Рис. 2. Хроматограммы стандартных образцов и экстракта мочи.
NE – норадреналин, Е – адреналин, NMN – норметанефрин, DA – дофамин, MN – 
метанефрин, IS – внутренний стандарт (фенилэфрин).
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ка сильно разбавленной TFA устраняет большинство поляр-
ных урохромов. Элюирование можно проводить метанолом с 
1% TFA или ацетоном с 1% TFA. В последнем случае дости-
гается существенное сокращение времени упаривания, одна-
ко экстракция на 15–20% меньше в сравнении с метанолом. 

Хроматографическое разделение оптимально проводить 
на колонках, упакованных специализированным сорбентом, 
предназначенным для работы с “чисто” водными элюента-
ми, не содержащими органического компонента. Возможно 
разделение и на традиционных колонках с октадецилсилика-
гелем (С18), однако в этом случае часто наблюдается неста-
бильность времен удерживания, обычно в сторону укороче-
ния.

Выход из процедуры экстракции составил 77±4,4% (n = 
12, p = 0,05), что можно считать вполне удовлетворительным, 
особенно с учетом высокой чистоты экстрактов.

Предел количественного обнаружения составил 0,07 нг 
для норадреналина, 0,09 нг для эпинефрина и норметанеф-
рина, 0,2 нг для дофамина и метанефрина и 0,4 нг для IS на 
инъекцию при соотношении сигнал/шум = 10.

В литературе в основном приводятся сведения по содер-
жанию общих метанефринов, а данные по содержанию сво-
бодных катехоламинов и метанефринов в моче немногочис-
ленны (см. таблицу).

В целом наши результаты совпадают с литературными. 
Однако, даже несмотря на небольшое количество наблюде-
ний (здоровые нормотензивные добровольцы в возрасте от 
18 до 45 лет), вариабельность результатов заметно ниже в 
сравнении с данными литературы.

С учетом простоты, хорошей воспроизводимости и до-
статочной чувствительности предлагаемый метод может 
быть использован в клинической лабораторной практике для 
диагностики феохромоцитом.
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Свободные катехоламины и метанефрины в моче (данные лите-
ратуры и собственные наблюдения)

Показатель Концентрация, мкг/сут

[2] [3]* собственные данные  
(n = 12)**

Норадреналин 15–80 – 27,31 (10,33–44,27)
Адреналин 0–20 – 10,65 (5,02–17,18)
Норметанефрин – 39 (7–158) 57,7 (37,33–78,12)
Дофамин 65–400 – 286,1 (227,80–344,10)
Метанефрин – 16 (1,6–192) 38,5 (29,95–47,10)

П р и м е ч а н и е. * – в скобках разброс значений; ** – в скобках 
интерквартильный размах.
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Биохимическое исследование активности сывороточной холинэстеразы у работников промышленного предприятия про-
ведено на примере нефтехимического производства. Проанализированы показатели средней активности фермента и 
распространенность показателей, выходящих за пределы референтных значений, в зависимости от стажа работы на 
производстве, профессии и заболеваний, выявленных у работников. Установлены основные болезни, профессиональные и 
стажевые группы, в которых активность холинэстеразы значимо изменяется. Показано влияние стажа и профессии на 
уровень активности фермента в сыворотке крови.
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