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Разработана и валидирована биоаналитическая методика количественного определения малонового диальдегида (МДА) 
методом ВЭЖХ-МC/МС. Предложенный метод определения МДА включает стадию высвобождения связанного МДА 
без реакции дериватизации. Нижний предел количественного обнаружения составил 600 нмоль/л, объем необходимой 
пробы 10 мкл, время анализа 7 мин. Полученный в ходе исследования диапазон концентраций дает возможность исполь-
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Введение. Окислительный стресс – это типовой па-
тологический процесс, который характеризуется дисба-
лансом между активными формами кислорода (АФК) и 
емкостью антиоксидантных систем. В ходе ОС проис-
ходит генерация АФК, которые взаимодействуют с раз-

ными классами макромолекул: липиды, белки и нуклеи-
новые кислоты [1]. 

Самым активным процессом является перекисное 
окисление липидов (ПОЛ) – реакция кислорода с нена-
сыщенными жирными кислотами, в результате которой 
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образуется широкий спектр продуктов окисления. Ма-
лоновый диальдегид (МДА) является одним из наиболее 
известных продуктов ПОЛ [2]. 

Известно, что в небольших концентрациях (5-10 
мкМ) МДА проявляет свойства сигнальной молекулы, 
запуская экспрессию генов коллагена, белков Sp1 и 
Sp3 [3], регулирует секрецию инсулина, повышает со-
отношение АТФ/АДФ и уровень цитозольного Ca2+ [4]. 
Однако более высокие его концентрации являются ток-
сичными и определяются при патологических состо-
яниях: атеросклероз [5], диабет [6], преэклампсия [7], 
лимфедема нижних конечностей [8], эндотелиальная 
дисфункция [9]. МДА является химически стабильным 
веществом и обладает высокой биодоступностью, что 
позволяет определять его в плазме, моче, тканях, клет-
ках и использовать в качестве маркера ОС при различ-
ных патологических состояниях. 

Наиболее распространенным методом количествен-
ного определения МДА является фотометрический ана-
лиз, в основе которого лежит его способность  реагиро-
вать с тиобарбитуровой кислотой (ТБК) и образовывать 
окрашенный аддукт (МДА-(ТБК)2) [10]. 

Реакция с ТБК является удобным и простым мето-
дом, однако она имеет невысокую специфичность к 
МДА и требует большого объема пробы, что затрудня-
ет клинический анализ. ТБК может вступать в реакции 
с широким спектром компонентов, присутствующих в 
плазме, таких,  как альдегиды, сахара и мочевина [11]. 

За последнее десятилетие было разработано несколь-
ко технологий определения МДА, таких как газовая 
хроматографическая масс-спектрометрия (GC-MS/MS), 
жидкостная хроматографическая масс-спектрометрия 
(LC-MS/MS) [12]. Все эти методы требуют предвари-
тельной дериватизации (ТБК [13], 2,4-динитрофенилги-
дразин [14], пентафторбензилбромид в водном ацетоне 
[15], пентафторбензил [15, 16]) и не учитывают стадию 
высвобождения МДА из связанного состояния, на долю 
которого приходится до 90% [17].  

Таким образом, не вызывает сомнения, что количе-
ственное определение МДА имеет важное биологиче-
ское и клиническое значение, однако способ оценки тре-
бует оптимизации. 

Цель работы – разработать и валидировать методику 
количественного определения МДА методом ВЭЖХ-
МC/МС.

Материал и методы. Для исследования была ис-
пользована субстанция МДА в виде тетрабутиламмони-
евой соли («Sigma Aldrich», Германия). Для приготов-
ления хроматографической подвижной фазы были ис-
пользованы ацетонитрил специальный для градиентной 
хроматографии («Panreac», Испания), вода ультрачистая 
класса 1, полученная на деионизаторе Millipore («Sim-

plicity Water purification system и формиат аммония) 
(«Sigma Aldrich», Германия).

Методика разработана с использованием хроматогра-
фической системы «Dionex Ultimate 3000» («ThermoFisher 
Scientific», США), включающей в себя градиентный на-
сос, оснащённый системой дегазации; автосемплером, 
колоночным термостатом. В качестве детектора в данную 
систему включен тандемный масс-селективный детектор 
TSQ Fortis («ThermoFisher», США). Управление аналити-
ческой системой, запись показаний детектора и контроль 
инструментальных параметров осуществлялся с помо-
щью модулей программного обеспечения «Thermo Scien-
tific Xcalibur» (ver. 4.2.47).

Хроматографию проводили на колонке UCT Selectra 
C18 4,6 mm×100 mm, 3um, 100A в комплексе с пред-
колонкой Selectra C18 Guard Cartridges SLC-18GDC46-
3UM; температура колонки 35°С. Был использован изо-
кратический режим элюирования со скоростью потока 
300 мкл/мин подвижной фазой, состоящей из 20% аце-
тонитрила и 80% водного раствора формиата аммония с 
концентрацией 10 мМоль/л.

Детектирование МДА проводили при следующих 
условиях. Осуществлялась ионизация путём формиро-
вания электроспрея в негативном режиме при атмосфер-
ном давлении. Использовались указанные далее условия 
источника ионов: напряжение электроспрея 2700 В, обо-
лочечный газ (sheath gas) 50 отн. единиц (arb), вспомога-
тельный газ (aux gas) 10 отн. единиц (arb), продувочный 
газ (sweep gas) 1 отн. единица (arb), температура испари-
теля 350 °С, ион-транспортирующей трубки 300 °С. Для 
детектирования был использован режим SRM со следу-
ющими параметрами: разрешение Q1 и Q3 установлено 
на 0,7, скорость подачи аргона (CID gas) 1 мТорр. Опре-
деляемые переходы и дополнительные параметры пред-
ставлены в табл. 1. Для количественного определения 
использовался переход m/z 71.1 Да → 41 Да.

Объём вводимой пробы 5 мкл, время удерживания 
при указанных условиях составило 3,05 мин. Общее 
время анализа равно 7 мин.

Пробоподготовка. В качестве матрицы использова-
ли раствор Хэнкса после инкубирования с клетками ли-
нии Caco-2 в течение 3 часов. Выбор матрицы обуслов-
лен схожестью состава ионов и эндогенных веществ, в 
основном обусловливающих развитие матричного эф-
фекта,  с  биологическими жидкостями при отсутствии 
содержания МДА. 

С целью подготовки проб к хроматографирова-
нию проводилось осаждение белков путём смешива-
ния 10 мкл пробы с 90 мкл ацетонитрила, последую-
щим встряхиванием и дальнейшим центрифугирова-
нием при 10000g в течение 10 мин при температуре 
+4 °С. Полученный супернатант переносили в виалы 
(«ThermoFisher», США) со специальными вставками 
объёмом 300 мкл, после чего пробы помещали в авто-
семплер с поддерживаемой температурой +6 °С.

Приготовление сток-раствора (матричного рас-
твора) и калибровочных растворов. 1 мг тетрабутилам-
мониевой соли МДА растворяли в 1 мл метанола для по-
лучения раствора 1 мг/мл, после чего 100 мкл раствора 
разбавляли с 900 мкл воды деионизированной для полу-
чения концентрации 100 мкг/мл (стандартный раствор), 
что эквивалентно 320 мкМ малонового диальдегида в 
растворе. Из него готовили калибровочные растворы. 
Матричный и стандартный растворы хранили при тем-
пературе -80°С.

Т а б л и ц а  1
Условия определения переходов прекурсор-продукт малонового 

диальдегида

Прекурсор, 
m/z

Продукт, 
m/z

Энергия 
столкнове-

ния, V

Фрагмента-
ция источни-

ка, V

Напряжение 
линз, V

71.1 41 27 10 35

71.1 43 9 10 35

71.1 53.2 6 10 35
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В работе были использованы калибро-
вочные стандарты концентраций 600, 1000, 
2000, 6000, 10000, 16000 и 20000 нмоль/л.

Приготовление калибровочных стандар-
тов осуществлялось путём последовательно-
го разбавления стандартного раствора матри-
цей. Концентрация аналита определялась по 
методу абсолютной градуировки.

Валидация. Биоаналитическая методика 
была валидирована по параметрам [18-20]:

- селективность;
- линейность;
- нижний предел количественного опре-

деления;
- точность (внутрицикловая и межцикло-

вая);
- прецизионность;
- перенос пробы;
- стабильность образцов;
- матричный эффект.
Результаты. Селективность. Анализ 

пробы транспортной среды без добавления 
раствора МДА показал отсутствие хромато-
графических пиков на времени удерживания, 
соответствующем аналиту.

Предел обнаружения. По данной методи-
ке пределом обнаружения является концен-
трация малонового диальдегида 200 нмоль/л, 
при этом отношение сигнала к шуму состав-
ляет не менее 3.

Нижний предел количественного опреде-
ления (НПКО). В описанных ранее услови-
ях хроматографирования и детектирования 
уровень НПКО составляет 600 нмоль/л. При 
данной концентрации на хроматограмме от-
ношение сигнала к шуму больше 10, а точ-
ность и прецизионность ниже 20%, что соот-
ветствует современным требованиям.

Калибровочная кривая. Анализировали 
7 образцов холостой транспортной среды с 
добавлением матричного раствора малоно-
вого диальдегида до получения растворов с 
концентрацией 600, 1000, 2000, 6000, 10000, 
16000 и 20000 нмоль/л. Полученные с дан-
ных растворов хроматограммы были исполь-
зованы для построения калибровочных гра-
фиков зависимости концентрации МДА от 
площади пика. В результате было получено 
3 уравнения линейной регрессии: 

Y = -17,1959 + 31,9356*X, R2 = 0,9971; 
Y = -17,0241 + 33,4093*X, R2 = 0,9966; 
Y = -19,429 + 32,6500*X, R2 = 0,9968. 

Для построения графиков принималось значение 
веса концентраций 1/Х для более точного построения 
кривой в области низких концентраций в выбранном 
аналитическом диапазоне. Рассчитанные коэффициенты 
корреляции соответствовали принятой норме (не менее 
0,99). Отклонения концентраций калибровочных рас-
творов от номинального значения приведены в табл. 2.

Точность и прецизионность. Для оценки данных па-
раметров выполняли анализ образцов холостой транс-
портной среды с добавлением МДА до концентраций 
600, 2000 и 16000 нмоль/л. Анализ проводили в трёх 

циклах, в ходе первого из которых определяли внутри-
цикловую точность и воспроизводимость, а в рамках 
второго и третьего – межцикловую. Для определения 
внутрицикловых параметров анализировали по 5 об-
разцов каждой концентрации малонового диальдегида. 
Результаты данного теста представлены в табл. 3. Зна-
чения межцикловых параметров представлены в табл. 
4. Полученные величины точности и прецизионности 
соответствовали принятым нормам (не более 20% для 
нижнего предела количественного определения и не бо-
лее 15% для остальных точек).

Стабильность. Стабильность растворов МДА в 
концентрациях 600 и 16 000 нмоль/л в лизате клеток 

Т а б л и ц а  2
Отклонения концентраций малонового диальдегида в калибровочных 

 образцах от их номинальных значений

Концентра-
ция номи-
нальная, 
нмоль/л

График 1 График 2 График 3

Концен-
трация 
рассчи-
танная, 
нмоль/л

Точ-
ность, 

%

Концен-
трация 
рассчи-
танная, 
нмоль/л

Точ-
ность, 

%

Концентра-
ция рас-

считанная, 
нмоль/л

Точ-
ность, 

%

600 592 1,33 556 7,33 675 12,50

1000 1035 3,50 1069 6,90 1092 9,20

2000 1881 5,95 1830 8,50 1651 17,45

6000 6578 9,63 6570 9,50 5694 5,10

10000 9262 7,38 10214 2,14 9666 3,34

16000 16250 1,56 16385 2,41 16059 0,37

20000 20002 0,01 18976 5,12 20762 3,81

Т а б л и ц а  3
Точность и прецизионность методик количественного определения  

малонового диальдегида в транспортной среде  
внутри аналитического цикла

Концентра-
ция номи-
нальная, 
нмоль/л

Концентрация 
рассчитанная, 

нмоль/л

Точ-
ность, 

%

Средняя 
концентра-

ция, нмоль/л

Средняя 
точ-

ность, 
%

SD
Пре-

цизион-
ность, %

600 713 18,83 654 9,00 63,98 9,78

717 19,50

663 10,50

600 0,00

577 3,83

2000 2067 3,35 2071 3,53 171,86 8,29

2209 10,45

1834 8,30

2259 12,95

1984 0,80

16000 15655 2,16 16236 1,47 599,88 3,69

17197 7,48

16392 2,45

16040 0,25

15896 0,65
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Правильность для каждой концентрации 
(для средних значений) находилась в преде-
лах 15% от номинальных значений.

Матричный эффект. Определяли площа-
ди пиков образцов с добавлением исследуе-
мого вещества (МДА) в концентрациях 600 и 
16000 нмоль/л в присутствии лизата клеток 
(матрицы) и чистого раствора МДА в такой 
же концентрации в отсутствие матрицы (см. 
рисунок). Относительное стандартное откло-
нение матричного эффекта, рассчитанное для 
серии из 6 образцов, не превысило 15%.

Перенос пробы. При последовательном 
анализе пробы холостой транспортной среды 
после пробы с концентрацией 20 000 нмоль/л 
на хроматограмме транспортной среды от-
сутствовали пики, соответствующие по вре-
мени удерживания пику МДА. 

Разработанная биоаналитическая методика 
является чувствительной, селективной, точной, 
прецизионной и может быть использована для 

количественной оценки МДА при физиологиче-
ских и патологических состояниях.

Обсуждение. МДА является высокоре-
активным соединением [21], поэтому при 
проведении количественного анализа, стоит 
учитывать, что он может связываться с амино-
кислотами и белками, а значит присутствует 
в образце в свободном и связанном виде [22]. 
Свободный МДА легко вступает в реакцию с 
TБК (или другим агентом дериватизации), а 
связанный МДА должен вернуться в свою сво-
бодную форму перед вступлением в реакцию 
[23]. Некоторая часть связанного МДА стано-
вится свободной в процессе дериватизации, 
однако этот процесс не является контролиру-
емым и не имеет определенного процентного 
выхода, что будет отражаться на конечном ре-
зультате [23]. 

Предложенный метод определения МДА 
включает процесс предварительной обработки 
проб ацетонитрилом, что способствует осаж-
дению белка [24] и высвобождению связанно-
го МДА, таким образом, в результате анализа 
определяется его общее количество.

Кроме этого, методика отличается от су-
ществующих аналогов отсутствием стадии 
дериватизации с реагентами, что, во-первых, 
позволяет определять свободный МДА, во-
вторых, сокращает время анализа, исключая 
стадию кипячения (реакция с ТБК длится 45 
мин при 100 °С).

В сравнении с другими методами ВЭЖХ 
и ВЭЖХ-МС/МС определения концентрации 
МДА, в разработанной методике не исполь-
зуется дериватизация и твердофазная экстрак-
ция, что существенно упрощает процедуру 
анализа [25].

Заключение. Разработана и валидирована 
методика количественного определения МДА методом 
ВЭЖХ-МС/МС. Валидация выполнена по следующим 
параметрам: линейность, селективность, точность, пре-
цизионность, предел количественного определения, ста-
бильность образцов, перенос пробы, матричный эффект. 
Предложенная методика отличается стадией осаждения 

Т а б л и ц а  4
Точность и прецизионность методик количественного определения  

малонового диальдегида в транспортной среде между аналитическими циклами

Концентра-
ция номи-
нальная, 
нмоль/л

Концентра-
ция рассчи-

танная, 
нмоль/л

Точ-
ность, %

Средняя 
концен-
трация, 
нмоль/л

Средняя 
точность, 

%
SD

Прецизи-
онность, 

%

600 703 17,17 615 2,5 76,12 12,37

577 3,83

566 5,67

2000 2259 12,95 2103 5,15 141,05 6,7

1984 0,80

2067 3,35

16000 16040 0,25 15803 1,23 294,72 1,86

15473 3,29

15896 0,65

Хроматограмма матрицы с добавлением стандарта малонового диальде-
гида до конечной концентрации 600 нмоль/л.

оценивалась при краткосрочном хранении в условиях 
комнатной температуры, при хранении -80 °С в тече-
ние 60 сут, после пробоподготовки и нахождении в 
течение 24 ч в автосемплере. Анализировали по 3 об-
разца для каждой концентрации и каждого вида ста-
бильности.
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белка, в ходе которой высвобождается связанный МДА, 
и отсутствием реакции дериватизации. Нижний предел 
количественного обнаружения составил 600 нмоль/л, 
объем необходимой пробы 10 мкл, время анализа 7 ми-
нут. Полученный в ходе исследования диапазон концен-
траций дает возможность использовать данную биоана-
литическую методику для определения концентрации 
МДА в биологическом материале при оценке физиоло-
гических и патологических состояний. 
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