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Проблеме определения 19NA в моче человека посвящен ряд работ, в которых используется как газо-
вая, так и жидкостная хроматография с масс-спектрометрическим детектированием (ГХ(ЖХ)-МС) [6–8]. 
Общая особенность многих описанных в литературе методов – применение в процессе подготовки проб 
стадии твердофазной экстракции. Однако данный способ пробоподготовки является более сложным, до-
рогостоящим, а иногда и более длительным. Часто применяют многократную экстракцию органическими 
растворителями в целях извлечения больших количеств вещества, что также усложняет и увеличивает 
процедуру пробоподготовки.

С учетом того что технический документ ВАДА предписывает проводить испытания, включающие 
один калибровочный образец с концентрацией 19NA 15 нг/мл [4], цель настоящей работы – разработка 
методики количественного определения и расчет правильности и повторяемости при испытаниях с ис-
пользованием одного калибровочного образца с концентрацией 19NA 15 нг/мл.

Материалы и методы
Стандартные образцы: 19-норандростерон, d4-19-норандростерон (D4-19NA) производства Natio-

nal Measurement Institute (США).
Вещества и реактивы: ацетон «ч. д. а.» (Россия), вода деионизированная MilliQ (тип 1), гелий газо-

образный очищенный марки «А», азот (чистота не менее 99,9 %); фермент β-глюкуронидаза из E. сoli 
(Roche Diagnostics, Германия); натрия дигидрофосфат (чистота больше 99,5 %) (SigmaAldrich, Германия), 
калия гидрокарбонат (чистота больше 99 %) (Fluka, Германия); динатрия гидрофосфат (чистота боль-
ше 98 %) (SigmaAldrich, Германия), калия карбонат (чистота больше 99 %) (SigmaAldrich, Германия), 
метанол (чистота больше 99,8 %) (Fisher Scientific, Германия), пентан (чистота не меньше 99 %) (Fisher  
Scientific, Германия), дитиотреитол (чистота больше 99 %) (SigmaAldrich, Германия), аммония иодид 
(SigmaAldrich, Германия); сульфат натрия (чистота не меньше 99 %) (SigmaAldrich, Германия), МСТФА 
(N-метил-N-триметилсилилтрифторацетамид, чистота не меньше 97 %) (Carl Roth, Германия).

Стандартные растворы анализируемых соединений готовились путем растворения стандартного 
образца (19NA и D4-19NA) в необходимом количестве метанола (1 мг/мл); последовательным разбав-
лением метанолом готовились рабочие растворы 19NA с концентрациями 3000; 2500; 2000; 1500; 1300; 
1000; 700; 500; 400; 200; 180; 140; 100; 80; 50 нг/мл и рабочий раствор D4-19NA (внутренний стандарт) 
с концентрацией 1000 нг/мл. Все образцы хранились при – 20 °С.

Биологический материал. Образцы мочи, используемые для валидационных испытаний, собраны 
у добровольцев разного возраста и пола, не принимавших медицинские препараты и проинструктиро-
ванных о недопустимости употребления каких-либо биологически активных добавок или стероидов, 
которые могли бы повлиять на метаболизм и стероидный профиль. Пробы хранились в полипропиле-
новых пробирках при – 20 °С.

Калибровочные образцы готовились путем смешения холостой мочи, заведомо не содержащей 
определяемое соединение, с рабочими растворами 19NA соответствующей концентрации. Например, 
для приготовления раствора мочи с концентрацией 19NA 15 нг/мл было взято 2,94 мл мочи, к которой 
последовательно прибавили 30 мкл рабочего раствора 19NA с концентрацией 1500 нг/мл и 30 мкл рас-
твора внутреннего стандарта D4-19NA с концентрацией 1000 нг/мл.

Пробоподготовка. К аликвоте мочи объемом 2,97 мл добавляли 30 мкл раствора внутреннего стан-
дарта D4-19NA с концентрацией 1000 нг/мл, 1 мл фосфатного буферного раствора (pH 6,3), 30 мкл 
фермента β-глюкуронидазы. Далее образец тщательно перемешивали и оставляли на водяной бане при 
56 °С в течение 70 мин. После гидролиза раствор охлаждали, добавляли 1 г Na2SO4, 1 мл карбонатного 
буферного раствора (pH 9,5) и 5 мл пентана. Экстракцию проводили на ротационном миксере в тече-
ние 10 мин. После центрифугирования органический слой отделяли и высушивали досуха при 40 °С 
в токе азота. К сухому остатку добавляли 30 мкл смеси МСТФА аммония иодида и дитиотреитола 
(2000 : 4 : 3) (объем/масса/масса) и дериватизировали при 70 °С в течение 20 мин. Далее дериватизиро-
ванные экстракты переносили в виалы для анализа ГХ-МС/МС.

Рис. 1. Структурные формулы нандролона (a), 19-норандростерона (б) и тестостерона (в)
Fig. 1. Chemical structures of nandrolone (a), 19-norandrosterone (b) and testosterone (c)


