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Метаболомный анализ биологических образцов является актуальным направлением развития ме-
тодов диагностики хронической болезни почек (ХБП) у детей. Наиболее часто в метаболомике 
применяется метод гидрофильной хроматографии с масс-спектрометрическим детектированием 
(ГИХ-МС/МС), распространенной проблемой при использовании которого является матричный 
эффект. В рамках исследования была проведена оценка матричного эффекта (МЭ), возникающего 
при проведении анализа 9 низкомолекулярных полярных маркерных метаболитов ХБП в условиях 
гидрофильной хроматографии в образцах новой модельной мочи и реального образца. В качестве 
определяемых 9 биомаркеров были выбраны аминокислоты, их полярные метаболиты, участвую-
щие в патофизиологических процессах развития хронической болезни почек. Оценка матричного 
эффекта на первом квадруполе проводилась методом расчета отношения параметров коэлюирова-
ния низкомолекулярных кластеров, состоящих из формиат-анионов буфера и катионов солей, вхо-
дящих в состав мочи, и стандарта Л-валина-13C5. В реальной моче интенсивность сигнала стандарта 
Л-валина-13C5 снижалась более чем на 50% относительно метанола при наложении сигнала класте-
ра, тогда как в искусственной моче эффект подавления был сравним с реальным образцом во всех 
условиях элюирования. Также был применен метод добавок для оценки МЭ не меченных изотопами 
эндогенных маркеров в реальной и искусственной матрицах. Показано, что предварительная оценка 
тушения сигнала может быть изучена на модельной моче нового состава. Полученные результа-
ты демонстрируют важность оценки оптимального разрешения сигнала не только маркерных со-
единений, но и неорганических кластеров, что может существенно снизить погрешности анализа 
в условиях реальной матрицы. Оценка этого эффекта должна повысить точность анализа поляр-
ных метаболитов в реальных образцах в метаболомике ХБП. Примененные образцы искусственной 
мочи показали сопоставимый МЭ с реальным образцом, что подтверждает ее перспективность для 
оптимизации условий анализа методом ГИХ-МС/МС.
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Metabolomic analysis of biological samples is an important direction in the development of diagnostic 
methods for chronic kidney disease (CKD) in children. Hydrophilic interaction chromatography tandem 
mass spectrometry (HILIC–MS/MS) is widely used in metabolomics; however, this method is associat-
ed with the problem of matrix effect (ME). In this study, we evaluate the ME arising from the analysis 
of  nine low-molecular weight polar marker metabolites of CKD under HILIC conditions in samples 
of new model and real urine. Amino acids and their polar metabolites involved in the pathophysiologic 
processes of CKD development were selected as nine biomarkers to be determined. The ME on the first 
quadrupole was assessed by calculating the ratio of the coelution parameters of low-molecular weight 
clusters consisting of buffer formate anions and salt cations in urine and L-valine-13C5 standard. In real 
urine, the signal intensity of the L-valine-13C5 standard was reduced by more than 50% relative to metha-
nol when the cluster signal was superimposed, whereas in artificial urine, the suppression effect was com-
parable to the real sample under all elution conditions. The addition method was also applied to evaluate 
the ME of isotope-labeled endogenous markers in real and artificial matrices. It was shown that a prelim-
inary assessment of signal quenching can be studied on model urine of a new composition. The results 
demonstrate the importance of evaluating the optimal signal resolution of not only marker compounds 
but also inorganic clusters, which can significantly reduce the analysis errors under real matrix conditions. 
The evaluation of this effect should improve the accuracy of polar metabolite analysis in real samples 
in CKD metabolomics. The applied artificial urine samples showed comparable ME to the real sample, 
which confirms its promising potential for optimizing the HILIC–MS/MS analysis conditions.
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Введение
Хроническая болезнь почек (ХБП) яв-

ляется полиэтиологическим заболевани-
ем. Однако патогенез ХБП остается неиз-
менным вне зависимости от первичного 

фактора [2]. Одной из основных проблем 
в эффективной и своевременной терапии 
пациентов с ХБП является отсутствие на-
дежных методов раннего выявления пора-
жения почек [7, 8]. Метаболомный анализ 
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был предложен в качестве подхода, кото-
рый может улучшить оценку и стратифика-
цию риска ХБП [5].

Метаболиты ХБП могут быть проана-
лизированы в различных биологических 
жидкостях [3]. Анализ мочи имеет ряд пре-
имуществ с точки зрения диагностики бла-
годаря низкой стоимости и простоте сбора 
образца. Кроме того, как биологическая 
жидкость моча скапливается вблизи места 
воспаления тканей при ХБП, что также 
может способствовать более раннему вы-
явлению развития заболевания [6]. Для ме-
таболомного анализа биообразцов исполь-
зуются различные аналитические методы, 
но наиболее популярными остаются ме-
тоды, основанные на масс-спектрометрии  
[1, 4, 9]. Гидрофильная ионная хромато-
графия с тандемным масс-спектрометри-
ческим детектированием (ГИХ-МС/МС) 
в метаболомных исследованиях широко 
используется для определения полярных 
соединений. Однако при разделении ана-
лизируемых соединений необходимо так-
же учитывать влияние биологической ма-
трицы образца. Сложность этого вопроса, 
особенно в контексте метаболомики мочи, 
содержащей высокие концентрации раз-
личных полярных соединений, подчеркива-
ет необходимость исследований для оцен-
ки возможности применения ГИХ-МС/МС 
в метаболомном анализе.

В данном исследовании было проведе-
но сравнение уровня матричного эффекта 
для меченого Л-валина 13C5 и перспективных 
маркеров ХБП, включающих Л-изолейцин, 
Л-фенилаланин, цитруллин, гипоксантин, 
инозин, Л-триптофан, Л-валин, Л-треонин, 
Л-метионин, Л-лейцин, в искусственной 
моче нового состава и реальном образце 
мочи с помощью двух сорбентов методом 
ГИХ-МС/МС.

Цель работы — оценить возможность 
воспроизведения матричного эффекта, на-
блюдаемого в реальных биопробах, с помо-

щью искусственной мочи нового состава, 
для более корректного определения низко-
молекулярных маркеров при разработке ме-
таболомных методов диагностики.

Результаты и их обсуждение
В метаноле все исследуемые соединения, 

включая внутренний стандарт Л-валин-13C5, 
демонстрировали высокую стабильность 
сигнала и воспроизводимость при исполь-
зовании как изократического, так и гради-
ентного режима элюирования с формиат-
аммонийным буфером (CV<10%). Однако 
в реальной моче наблюдалось значитель-
ное снижение интенсивности сигнала, 
что свидетельствует о выраженном матрич-
ном эффекте, характерном для этой биоло-
гической жидкости. Подавление сигнала 
Л-валина-13C5 в реальной моче превышало 
61% по сравнению с метанольными раст-
ворами в градиентном режиме элюирова-
ния. При использовании искусственной 
мочи нового состава наблюдался схожий 
эффект подавления сигнала, сопоставимый 
с уровнем в реальных образцах при всех 
протестированных режимах элюирования 
(подавление сигнала — более 54% в гради-
ентном режиме элюирования).

Важно отметить, что степень матричного 
подавления была чувствительна к условиям 
хроматографического разделения. Особенно 
сильное подавление сигнала Л-валин-13C5 
происходило при наложении сигнала класте-
ров формиат-анионов и неорганических ка-
тионов, входящих в состав мочи. Наиболее 
выраженный эффект наблюдался при изо-
кратическом элюировании с содержанием 
70% органической фазы. Было показано, 
что данный эффект возникает при более ран-
нем выходе удерживаемых полярных кла-
стеров в ионизационный источник, что при-
водит к более сильному угнетению сигнала.

Дополнительно была оценена воспроиз-
водимость времён удерживания исследуе-
мых метаболитов и внутреннего стандарта 
в разных матрицах. В метаноле времена 
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удерживания были стабильными. В реаль-
ной моче наблюдалась вариабельность вре-
мен удерживания на 0,2–0,5 мин, связанная 
с взаимодействием компонентов биообраз-
ца и вследствие измененных условий удер-
живания. В искусственной моче нового типа 
эта вариабельность повторялась с аналогич-
ной тенденцией, что указывает на адекват-
ность модели с точки зрения сорбционно-
хроматографического поведения.

Для количественной оценки матрич-
ного эффекта эндогенных метаболитов 
(Л-изолейцин, Л-фенилаланин, цитруллин, 
гипоксантин, инозин, Л-триптофан, Л-ва-
лин, Л-треонин, Л-метионин, Л-лейцин) 
применялся метод добавок: калибровочные 
кривые строились в метаноле, искусствен-
ной и реальной моче. Вычисление угло-
вых коэффициентов позволило оценить 
снижение отклика, связанное с матрицей. 
Расчётный матричный эффект для искусст-
венной мочи оказался близок к значениям, 

полученным в реальной, что подтверждает 
её применимость для валидации аналити-
ческих условий и предварительного подбо-
ра параметров метода.

Заключение
Таким образом, проведённое исследова-

ние продемонстрировало, что искусствен-
ная моча нового состава может служить 
надёжной моделью реальной биологиче-
ской жидкости при оценке и компенсации ма-
тричного эффекта в условиях ГИХ-МС/МС.  
Это позволяет использовать её на этапе 
оптимизации и валидации аналитических 
методов в метаболомике мочи, снижая 
зависимость от труднодоступных и пере-
менных по составу реальных образцов. 
Применение такой модели повышает вос-
производимость и точность перспектив-
ного метаболомного анализа в контексте 
ранней диагностики хронической болезни 
почек и других областей диагностики.
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