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Возможность определения конечных и промежуточных продуктов стероидогенеза делает 
хроматографические методы анализа, особенно хромато-масс-спектрометрию, наи-
более ценными в комплексной диагностике заболеваний гипофизарно-адреналовой 
системы. В  обзоре описаны различные стратегии пробоподготовки биологических 
образцов перед проведением анализа методом газовой хромато-масс-спектрометрии 
(ГХ-МС). Рассмотрены стадии ферментативного гидролиза, экстракции и дериватиза-
ции. Вторая часть посвящена клиническому применению метода ГХ-МС для диагно-
стики различных форм эндогенного гиперкортизолизма, адренокортикального рака, 
врожденной дисфункции коры надпочечников, ферментативных нарушений метабо-
лизма стероидов.

Введение
Методы хроматографического анализа получили широ-
кое применение в различных отраслях знаний, в том числе 
и медицине. Они открывают широкие перспективы и боль-
шие возможности для изучения процессов метаболизма, 
ключевых звеньев патогенеза, прогнозирования и диагно-
стики заболеваний надпочечников  [1, 2]. Развитие совре-
менных медицинских технологий расширило возможности 
ранней доклинической диагностики по выявлению больных 
с  патологией коры надпочечников, как с  опухолями, так 
и  с  неопухолевыми формами. Несмотря на достигнутые 
успехи в  этой области, клиницисты сталкиваются с  труд-
ностями в оценке гормональной активности опухолей над-
почечников, дифференциальной диагностики органиче-
ского и  функционального эндогенного гиперкортицизма. 
Осложнена диагностика заболеваний, протекающих с суб-
клиническим течением: неклассических форм (НФ) врожден-
ной дисфункции коры надпочечников (ВДКН) и автономной 

секреции кортизола (АСК). Диагностика на данном этапе 
заболевания требует изучения промежуточных продуктов 
адреналового стероидогенеза и их метаболитов. Важное зна-
чение приобретают методы жидкостной и газовой хромато-
масс-спектрометрии, с помощью которых можно получать 
стероидные профили мочи (СПМ) и крови – ​наиболее ценные 
диагностические тесты заболеваний, связанных с наруше-
нием синтеза и  метаболизма стероидных гормонов  [2–4]. 
На сегодняшний день подобная практика уверенно входит 
в процесс лабораторной диагностики за рубежом и все проч-
нее укрепляет свои позиции в России. Более того, группа 
исследователей из университета Манчестера, проанали-
зировав данные из различных источников по определе-
нию стероидов методами иммуноанализа и хромато-масс-
спектрометрии, пришла к  выводу, что в  скором времени 
последние вытеснят иммуноферментные методы не только 
в  исследовательских, но и  клинико-биохимических лабо-
раториях [5].
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За последние годы появились работы в области диффе-
ренциальной диагностики адренокортикальной аденомы 
(АКА) и  адренокортикального рака (АКР)  [6–9], ранних 
признаков злокачественности инциденталом надпочеч-
ников (ИН) [10, 11], различных форм эндогенного гиперкор-
тицизма  [12, 13], первичного гиперальдостеронизма  [14], 
дефектов адреналового стероидогенеза [15, 16]. Среди хро-
матографических методов  для этих целей применяют высо-
коэффективную жидкостную хроматографию (ВЭЖХ) [17, 18], 
газовую и  жидкостную хромато-масс-спектрометрию 
(ЖХ-МС) [6–14]. Наиболее информативным для диагностики 
заболеваний надпочечников является исследование СПМ 
методом ГХ-МС, позволяющее за счет высокой разрешающей 
способности определять более 40 показателей (андрогенов, 
глюкокортикоидов, минералокортикоидов и  их предше-
ственников) за один цикл [4] (табл. 1).

Пробоподготовка
Физиологические жидкости, такие как кровь и моча, пред-
ставляют собой сложные биологические матрицы, содер-
жащие помимо аналитов другие биохимические ком-
поненты, соли или примеси, мешающие определению 
целевых веществ. «Матричные эффекты» приводят к  сни-
жению чувствительности при детектировании стероидов 
в биологической матрице по сравнению со стандартными 
образцами в чистом растворителе. Кроме того, стероиды – 
труднолетучие соединения, которые разлагаются при высо-
ких температурах, необходимых для проведения газо
хроматографического анализа. Все эти проблемы должна 
решить пробоподготовка образцов мочи перед ГХ‑анализом 
стероидных гормонов (стадии экстракции и  дериватиза-
ции).

Гидролиз. Стероидные гормоны в  моче находятся 
в  форме глюкуронидных, сульфатных и  глютатионовых 
конъюгатов. Перед проведением ГХ-МС-анализа конъю
гаты расщепляют путем ферментативного гидролиза 
с  β-глюкуронидазой или  смесью β-глюкуронидазы с  суль-
фатазой /арилсульфатазой, полученными, в основном, из 
Escherichia coli (E. сoli) и Helix pomatia. Последний фермент 
получил более широкое применение, поскольку, в отличие 
от E. Coli, он способен деконъюгировать не только глюкуро-
нидные формы, но и сульфатные [19]. Время и температура, 
необходимые для расщепления конъюгатов, приводятся 
разные, от 2 ч при 55 °C до 12–72 ч при «классической» тем-
пературе 37 °C [4, 20–22]. В то же время Helix pomatia имеет 
существенный недостаток: в  процессе гидролиза наблю-
даются различные явления трансформации стероидов, 
что приводит к узкому линейному диапазону определения 
некоторых стероидных гормонов  [23]. Добавка аскорбата 
натрия в ферментативный раствор предотвращает потери 
нестабильных соединений [3].

Экстракция. Для извлечения стероидов из био-
логических жидкостей применяют, в  основном, два 

варианта экстракции  – ​твердофазный (ТФЭ)  [6, 12, 16, 21, 
24] и  жидкостно-жидкостный (ЖЖЭ)  [4, 8–10, 14, 18, 24, 
25]. Возможна комбинация этих двух вариантов экстрак-
ции  [24]. Для ЖЖЭ применяют дихлорметан  [18, 25], три
хлорметан  [8], этилацетат  [9, 20]. Органический слой 
упаривают досуха током азота или воздуха. За последние 
годы появилось много вариантов ЖЖЭ стероидов. К ним 
относятся жидкофазная микроэкстракция с  использо-
ванием мембраны с  полым волокном  [26], ион-парная 
экстракция  [27], дисперсионная жидкостно-жидкостная 
микроэкстракция ионной жидкостью  [17]. Материалом 
для ТФЭ (или сорбционного концентрирования) служит 
силикагель с привитыми фазами [6, 12, 16, 21], полимерные 
сорбенты  [28] и  молекулярно-импринтированные поли-
меры [29]. Биологическую жидкость пропускают через кар-
тридж с сорбентом с последующим промыванием (водой 
и / или органическими растворителями) и элюированием 
стероидов этанолом [16], метанолом [21] или смесью рас-
творителей [24]. К недостаткам неполярных сорбентов на 
основе силикагеля Sep-Pak C18 и полярных NH2-сорбентов 
с амино-пропильными группами можно отнести их зависи-
мость от рН, что неизбежно приводит к частичной потере 
образца. Поэтому для ТФЭ‑стероидов предпочтительны 
сорбенты на основе сополимеров стирола и  дивинил-
бензола (XAD), дивинилбензола и  N‑винилпирролидона 
(OasisHLB)  [30]. На сегодняшний день нет однозначного 
ответа на вопрос, какой вариант экстракции стероидов 
является оптимальным. Важно то, что правильно подо-
бранная стратегия пробоподготовки позволяет избежать 
ошибки всего анализа.

Дериватизация. В  случае термически неустойчивых 
кортикостероидов необходимо получение более летучих 
и менее полярных производных. Наиболее широкое распро-
странение для этих целей получила реакция силилирова-
ния – ​превращение гидроксильных групп в триметилсилиль-
ные или трет-бутилдиметилсилильные эфиры. В качестве 
дериватизирующих агентов в чистом виде или в виде сме-
сей используют N-(триметилсилил)-имидазол (TSIM)  [4], 
N, O‑бис(триметилсилил)-трифторацетамид (BSTFA)  [21], 
N‑метил-N-(триметилсилил)-трифторацетамид (MSTFA) [31].  
Важно отметить, что в процессе дериватизации происхо-
дит енолизация кетогрупп с  образованием триметилси-
лиловых эфиров енольных форм. Спектры енол-TMS про-
изводных менее информативны для анализа структуры 
стероидов из-за меньшей фрагментации. В клинической 
практике перед силилированием проводят превращение 
кетогрупп в метоксимные (двойная дериватизация) [32]. 
Метоксиамин гидрохлорид, растворенный в  пиридине, 
дает полную реакцию при 60 °C в течение 1–1,5 ч за исклю-
чением карбонильной группы в  С‑11 положении, кото-
рая не образует оксима. Продолжительность реакции 
силилирования изменяется от 20 мин при 70 °C до 8–12 ч 
при 100 °C [4, 6].
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Таблица 1. Основные стероиды мочи и их метаболиты, определяемые методом газовой хромато-масс-спектрометрии

Название стероида Аббревиатура

5β-андростан‑3α,17β-диол 5β AD

Андростерон An

Этиохоланолон Et

Андростендиол‑17α dA2–17α

Андростендиол‑17β dA2–17β

Дегидроэпиандростерон DНEА

16α-гидроксидегидроэпиандростерон 16α-ОН-DНEА

11-оксоэтиохоланолон 11-oxo-Et

11β-гидроксиандростерон 11β-ОН-An

5β-андростан‑3α,11α,17β-триол А3

11β-гидроксиэтиохоланолон 11β-ОН-Et

5-андростен‑3β,16β,17α-триол dA3

16-оксоандростендиол 16-oxo-dA2

Тестостерон Т

16-гидрокситестостерон 16-ОН-Т

11-оксо-DНEА 11-охо-DНEА

17-гидроксипрегнанолон 17P

Прегнанолон P

Прегнандиол Р2

Прегнантриол Р3

Прегнан‑20-он‑3,11,17-триол 21-deoxy-ТНF

16-гидроксипрегнандиол 16P2

11-оксо-прегнандиол 11-oxo-P2

11-оксо-прегнантриол 11-oxo-P3

11-гидроксипрегнантриол 11P3

11-гидроксипрегнандиол 11P2

6β-гидроксипрегнанолон 6βP

Прегненолон dP

Прегнендиол dP2

5-прегнен‑3α,16α,20α-триол 3α,16,20-dР3
(16-ОН‑dP2)

Название стероида Аббревиатура

5-прегнен‑3α,17,20-триол dР3

5-прегнен‑3,17-диол,20-он 17dP

16-ОН‑прегненолон 16dP

5-прегнен‑3β,16α,20α-триол 3β,16,20-dР3

5-прегнен‑3β,17,20-триол 3β-dР3

21-ОН‑прегненолон 21dP

5-прегнен‑3,11,17,20-тетрол dP4 (11dP3)

11-оксо-прегнентриол 11-охо-dP3

5α-тетрагидро‑11-дезоксикортизол 5α-ТНS

5β-тетрагидро‑11-дезоксикортизол 5β-ТНS

Прегнан‑3,17,20,21-тетрол ННS

Тетрагидрокортизон ТНЕ

5α-тетрагидрокортизон 5α -ТНЕ

Тетрагидрокортикостерон THB

5α-тетрагидрокортикостерон 5α -ТНВ

Тетрагидрокортизол ТНF

5α -тетрагидрокортизол 5α -ТНF

Тетрагидро‑11-дегидрокортикостерон ТНА

5α-тетрагидро‑11-
дегидрокортикостерон 5α -ТНА

α-кортолон α-кортолон

β-кортолон β-кортолон

β-кортол β-кортол

α-кортол α-кортол

5β-прегнан‑3,11,20,21-тетрол 5β-ННВ

5α-прегнан‑3,11,20,21-тетрол 5α-ННВ

5β-прегнан‑11-оксо‑3,20,21-триол 5β-HHA

Дигидрокортизол DHF

Дигидрокортизон DHE

Кортизон Е

Кортизол F

Тетрагидро‑11-дезоксикортикостерон ТНDOC
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Газохроматографический анализ
Л. И. Великанова и др. (2016 год) исследовали СПМ на газовом 
хромато-масс-спектрометре Shimadzu GCMS – ​QP2010 Ultra. 
Авторы использовали капиллярную колонку Rtx‑5MS 
(30 м × 0,25 мм × 0,25 мкм; Restek, США), объем вводимой 
пробы – ​3 мкл; газ-носитель – ​гелий; температурный градиент 
в диапазоне: 50–​270 °C. Детектируемая масса: 100–900 m / z, 
время сканирования  – ​0,3 с  [4]. Другие исследователи 
использовали ГХ-МС-системы Agilent 5973 [7, 34]; HP 5973 
(Hewlett-Packard, Wilmington, Германия) [15]; газовый хрома-
тограф Hewlett Packard 5890 с масс-спектрометром Finnigan 
MAT SSQ 710 [12]; газовый хроматограф Agilent 7890A с масс-
селективным детектором Agilent 5975C (Agilent Technologies, 
SantaClara, CA, USA) [16, 31]; газовый хроматограф с масс-
селективным детектором Agilent 6890N‑5973I (Hewlett-
Packard, PaloAlto, США)  [26]. Для разделения стероидов 
применяли капиллярные колонки DB1 (15 м, J and W Scientific, 
Folsom, США) [15], Agilent HP‑5MS (30 м × 0,25 мм × 0,25 мкм; 
Agilent Technologies, Santa Clara,  США)  [16], Agilent 
HP1-Ultra (17  м  ×  200  мкм  ×  0,11  мкм; Agilent  Technolo
gies, США) [31], DB‑5MS (30 м × 0,25 мм × 0,25 мкм, Agilent 
Technologies) [26].

Возможность определения широкого спектра стероид-
ных гормонов методом ГХ-МС увеличивает точность диа-
гностики «гормонально-неактивных» аденом (ГНА) коры 
надпочечников, адренокортикального рака на доопера-
ционном этапе, различных форм врожденной дисфункции 
коры надпочечников (ВДКН) [6–11, 15, 16, 32].

«Гормонально-неактивные» аденомы коры надпочеч-
ников. Ряд ученых провели анализ 28 образцов пациентов 
с ГНА, и с помощью иерархического кластерного анализа 
и метода главных компонент выявили потенциальные био-
маркеры (α-кортол, THE, THF, 5α-THF и Et), которые могут 
указывать на возрастающую активность ИН и  возможное 
субклиническое течение заболевания [21]. На основании 
сочетания методов иммуноанализа и ГХ-МС Л. И. Великанова 
и  др. (2015 год) диагностировали ГНА коры надпочечни-
ков у 8,6% пациентов с ИН, АСК – ​у 22,9%, ранние признаки 
злокачественности опухоли коры надпочечников установ-
лены у 7,6%, недостаточность ферментов 21-гидроксилазы 
и 11β-гидроксилазы – ​у 16,2%  [33]. Методом ГХ-МС были полу-
чены дополнительные признаки АСК: снижение экскреции 
с  мочой DHEA и  его метаболитов, увеличение экскреции 
с мочой 5β-ТНF и 5β-ТНВ (признаки снижения активности 
5α-редуктазы), соотношений THF / THE и THB / THA (признаки 
снижения активности 11β-гидроксистероиддегидрогеназы 
2 типа) [33].

Диагностика адренокортикального рака. Метод ГХ-МС 
приобретает особую роль в  дифференциальной диагно-
стике АКА и АКР. В отличие от альдостерон- или кортизол-
продуцирующих аденом, стероидный биосинтез при АКР 
является многонаправленным и характеризуется большим 
количеством метаболитов предшественников андрогенов, 

кортизола и альдостерона. Контроль содержания биомар-
керов АКР, которые не определяются методами иммуно
анализа и ЖХ-МС, позволяет диагностировать АКР на ранней 
стадии до проявления клинической прогрессии заболева-
ния [10].  В 2011 году было проведено крупное исследование 
по изучению методом ГХ-МС экскреции с мочой 32 стероидов 
у 102 пациентов с АКА и 45 – ​с АКР [7]. Было выделено 9 наи-
более информативных стероидов. Самым дискриминацион
ным стероидом был признан THS, уровень которого был 
значительно повышен у больных АКР.

В 2015 году группа исследователей из Голландии предста-
вила свои данные о независимой когорте пациентов с АКР 
и AКA. Из 22 проанализированных метаболитов стероидов 
15 были выделены в качестве отдельных стероидных марке-
ров с чувствительностью более 90% при обнаружении АКР, 
а уровень экскреции с мочой ТНS снова оказался наиболее 
значимым критерием [34]. Другие информативные маркеры, 
идентифицированные в этом исследовании, включали Р2, 
Р3, Et, An, ТНF и THE, что согласуется с данными, получен-
ными ранее [7].

Л. И. Великанова и  др. (2016 год) исследовали СПМ 
52 пациентов с  ГНА и  31 больного АКР методами ГХ-МС 
и ВЭЖХ [8]. Методом ГХ-МС было исследовано 66 стероидов. 
Выделено четыре типа СПМ, характерных для АКР, у больных 
синдромом Кушинга (СК) и у пациентов без АСК, которые раз-
личались по глюкокортикоидной и андрогенной функции 
коры надпочечников. Получены 22 биомаркера АКР: DHEA 
и  его метаболиты (16-OH-DHEA, dA2-17β, dA3, 16-oxo-dA2), 
метаболиты андростендиона (Еt, 11 β-OH-Et), ТНS, метабо-
литы прогестерона и  17-ОН‑прогестерона (17P, 6βР, Р2, Р3, 
11-oxo-P3), метаболиты прегненолона и 17-ОН‑прегненолона 
(dP2, dP3–3α, 3α, 16, 20-dP3). У больных АКР были определены 
«неклассические» 5-еne-прегнены, не обнаруженные у здо-
ровых лиц и у пациентов с новообразованиями надпочеч-
ников без злокачественного потенциала: 3β, 16, 20-dP3, 3β, 
17, 20-dP3, 16dP, 21dP, 11dP3, 21dP2. Основными биомаркерами 
АКР оказались DHEA (>1 500 мкг / 24 ч) и THS (>1 000 мкг / 24 ч), 
которые в  сочетании с  определением «неклассических» 
5-еne-прегненов позволили получить 100%-ную чувствитель-
ность и  специфичность дифференциальной диагностики 
АКА и АКР [8].

Ранние признаки малигнизации надпочечников были 
установлены при исследовании СПМ методом ГХ-МС у боль-
ных с  аденомой коры надпочечников и  злокачественным 
потенциалом (ЗП) 1–3 балла по шкале L. M. Weiss, а  также 
у пациентов с феохромоцитомой (ФХ) с агрессивным тече-
нием опухоли (больше четырех баллов по шкале PASS) [10]. 
Для этих больных было характерно увеличение экскреции 
с мочой андрогенов (Et, DHEA и его метаболитов), метабо-
литов их предшественников (P2, P3, dP3, 16-OH-dP2) и THS. 
У  данных пациентов, как и  у  больных АКР, были обнару-
жены «неклассические» 5-еne-прегнены. У больных СК и ЗП 
1–3 балла по шкале L. M. Weiss 100%-ная чувствительность 
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и  специфичность были получены для экскреции с  мочой 
ТНS более 500 мкг / 24 ч [11].

Врожденные дисфункции коры надпочечников. 
В настоящий момент стероидное профилирование играет 
ключевую роль в  изучении наследственных нарушений 
синтеза, метаболизма и  оказываемого действия стероид
ных гормонов. Генетически выявленные биосинтетиче-
ские дефекты, встречающиеся, в  основном, в  детском 
возрасте, обусловлены наличием ферментативной недо-
статочности надпочечников и / или избыточной продук-
цией дефектных субстратов энзима. Наиболее частая 
причина ферментативной недостаточности коры надпо-
чечников у младенцев – ​ВДКН, которая в 95% случаев свя-
зана с дефектом 21-гидроксилазы (21-Г), 5% приходятся на 
недостаточность 11β-гидроксилазы (11β-Г), 17α-гидроксилазы 
(17а-Г) и 3β-гидроксистероиддегидрогеназы (3β-ГСД).

В 2002 году M. P. Caulfield и др. изучили профили 34 сте-
роидов больных ВДКН, обусловленной в 31 случае дефектом 
21-Г, два случая приходилось на дефект 11β-Г, двое пациентов 
имели недостаточности 17α-Г или 3β-ГСД [15]. Определены 
референсные значения для 3β-гидрокси‑5-еne-стероидов 
и  метаболитов DHEA и прегненолона, а  также диагно-
стические соотношения прекурсор / метаболит, отражаю-
щие активность соответствующих ферментов. Полученные 
результаты позволили дифференцировать все четыре вида 
недостаточности. В  другом исследовании СПМ методом 
ГХ-МС авторы получили одновременно признаки НФ ВДКН 
вследствие дефектов 21-Г и 11β-Г [35].

В работе Н. В. Ворохобиной и др. (2016 год) были иссле-
дованы СПМ методом ГХ-МС у  54 женщин с  гиперандро-
генией (ГА)  [36]. НФ ВДКН вследствие дефекта 21-Г уста-
новлена у  14,8% пациентов с  ГА, синдром поликистозных 
яичников (СПКЯ)  – ​у  33,3%. У больных НФ ВДКН с  дефек-
том 21-Г авторы получили увеличение экскреции с  мочой 
17Р, Р3, 11-охо-Р3, DHEA, 16-охо-dA2, 21-deoxy-THF и  опре-
делили «неклассические» 5-еne-прегнены. Для диагно-
стики НФ ВДКН с дефектом 21-Г были получены пороговые 
значения соотношений:  (THF + 5α-THF + THE) / 11-охо-P3 < 30 
и  (THF + 5α-THF + THE) / P3 < 3. Четыре признака увеличе-
ния активности 5α-редуктазы были получены у  больных 
СПКЯ, два признака – ​у пациентов с НФ ВДКН вследствие 
дефекта 21-Г.

В 2016 году исследователи провели анализ суточной мочи 
87 детей с ожирением [37]. Данные были Z‑преобразованы 
на основании половой и  возрастной принадлежности. 
Примененный метод главных компонент позволил выде-
лить пять кластеров. В  первом не было обнаружено зна-
чительных отличий от референсной группы, тогда как 
для образцов из второго кластера было выявлено неспец-
ифическое увеличение С19 и С21 стероидов. В третьем кла-
стере  были обнаружены различия для P3, 17Р, β-кортола, 
11-OH-An, 11-oxo-P3, THS, увеличение экскреции которых 
с мочой могло свидетельствовать о наличии дефекта 21-Г. 

При сравнении Z‑преобразованных величин значительные 
различия были обнаружены для 17β-dA2, 17β-dA3, P2, F, THE, 
THF, β-кортолона, α-кортола, 6β-OH-F, DHF, 11-oxo-An, 11-OH-
Et, THB в четвертом кластере. Для пациентов из четвертой 
группы были характерны заметное повышение уровня С21-
стероидов и дисбаланс в 11β-гидроксистероиддегидрогеназн
ой системе. Больные из пятого кластера оказались склонны 
к повышенной секреции метаболитов DHEA и 17-гидрокси-
прегненолона, что могло указывать на недостаточность 
3β-гидроксистероиддегидрогеназы. Авторы уверены, что 
стероидное профилирование позволяет уточнить поня-
тие «ожирение», а применение кластерного подхода будет 
полезным в развитии персонализированной медицины.

Заключение
Хроматографические методы анализа в  сочетании 
с  масс-спектрометрическим детектированием широко 
применяются в  диагностике различных заболеваний за 
рубежом. За последнее десятилетие наблюдается тенденция 
к возрастанию интереса к проведению подобных исследо-
ваний и в России. Сочетание классических методов имму-
ноанализа с исследованием СПМ методом ГХ-МС позволило 
внести значительный вклад в дифференциальную диагно-
стику инциденталом надпочечников, различных форм эндо-
генного гиперкортицизма и нарушений адреналового сте-
роидогенеза, в диагностику адренокортикального рака.
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