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Предложена экспрессная методика определения в моче запрещенного ВАДА андарина (S-4), 
относящегося к классу селективных модуляторов андрогенных рецепторов, фитостероида лаксо-
генина и некоторых представителей класса ноотропов (унифирам (DB-232), NSI-189), являющихся 
когнитивными энхансерами. Для подготовки проб к анализу использовали процедуру «разбавил и 
вколол», оптимальное разделение аналитов достигалось применением обращенно-фазового ва-
рианта ультра-высокоэффективной жидкостной хроматографии с тандемным масс-спектрометри-
ческим детектированием (УВЖХ-МС/МС) с применением источника высокотемпературной электро-
распылительной ионизации в режиме регистрации положительных и отрицательных ионов. Предел 
обнаружения аналитов лежит в диапазоне 0.25-5 нг/мл, предел количественного определения со-
ставляет 2.5-10 нг/мл. Оценены матричные эффекты, составляющие 104-122 %. Методика приме-
нена для анализа реальных образцов мочи после однократного перорального употребления 15 мг 
действующего вещества. Во всех пробах мочи спустя 12 часов после употребления были выявле-
ны определяемые аналиты, их концентрации лежат в линейном диапазоне калибровочных кривых.
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A procedure for the determination in the urine of a prohibited by WADA doping agent Andarine (S-4), 
which is related to the class of the selective androgen receptor modulators (SARMs), drugs that could be 
potentially abused by athletes to develop physical characteristics like phytosteriod Laxogenin and several 
nootropic compounds (Unifiram (DB-232), NSI-189), which improve cognitive function, has been proposed. 
The “dilute-and-shoot” procedure was used for the sample preparation. Good resolution of peaks was 
achieved by the reversed-phase ultra-high-performance liquid chromatography / tandem mass-spectrometry 
with heated electrospray ionization for the detection of both positive and negative ions. The limit of detection 
of the analytes was between 0.25-5 ng/ml, limit of quantification – 2.5-10 ng/ml, matrix effects – 104-122%. 
The proposed method was applied for the analysis of real samples after single 15 mg oral administration 
of the analytes. All analytes were positively detected in urine samples and their concentrations were in the 
linear range of the calibration curves.

Key words: UHPLC-MS/MS, SARM, Andarine, Laxogenin, nootropic, “dilute-and-shoot”, doping control.
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ВВЕДЕНИЕ
Злоупотребление спортсменами новыми пре-

паратами, способными привести к улучшению до-
стигаемых результатов, приводит к ежегодному 
расширению списка запрещенных веществ Все-
мирного антидопингового агентства (ВАДА). Как 
правило, новые препараты или очень близки, или 
более эффективны по сравнению со своими из-
вестными аналогами. Так, например, селективные 
модуляторы андрогенных рецепторов (САРМ) про-
являют анаболическое действие и обладают мень-
шими побочными эффектами по сравнению с тра-
диционными стероидными гормонами [1-3], что и 
послужило причиной их внесения в перечень за-
прещенных ВАДА к употреблению веществ в 2008 
году [4]. Учитывая их популярность на рынке, на се-
годняшний день под видом САРМов зачастую ре-
ализуют препараты, в действительности относя-
щиеся к другим классам.  В частности, лаксогенин, 
декларируемый как САРМ, на самом деле являет-
ся фитостероидом [5]. 

Вместе с тем, в последнее время происходит 
широкое распространение ноотропов нового поко-
ления – препаратов, являющихся усилителями ког-
нитивных функций. В частности, унифирам (DB-232) 
усиливает концентрацию внимания, усвоение и за-
поминание информации [6, 7], а NSI-189 обладает 
антидепрессантными свойствами и повышенной 
нейрогенной активностью [8, 9], что обусловлива-
ет их немедицинское применение и указывает на 
необходимость разработки методик их контроля.

В настоящее время уже известны способы 
определения андарина. Так, широко применяется 
методика ферментативного гидролиза мочи с по-
следующей жидкость-жидкостной экстракцией для 
определения деконъюгированных метаболитов ан-
дарина [10, 11] методом ВЭЖХ-МС/МС. Несмотря 
на то, что указанная методика позволяет устано-
вить факт приема андарина спустя довольно про-
должительный промежуток времени, длительность 
и трудоемкость данной процедуры являются ли-
митирующими факторами при ее использовании. 

Стремление сократить длительность и слож-
ность подготовки биопроб к анализу привело к по-
явлению процедуры «dilute and shoot ‒ разбавил 
и вколол», заключающейся в разбавлении образ-
цов растворителем и последующим анализом ме-
тодом ВЭЖХ-МС. Разбавление пробы позволяет 
уменьшить матричные эффекты [12], но оно так-
же ведет и к потере чувствительности определе-
ний [13]. К тому же, отсутствие стадии гидролиза 
существенно затрудняет определение метаболи-
тов, однако данная методика вполне может быть 
использована для скрининга соединений, способ-
ных частично выводиться из организма в неизмен-
ной форме. Однозначным преимуществом способа 
«разбавил и вколол» является отсутствие потерь 
аналита, возникающих при проведении экстракции 
или упаривания. Принимая во внимание постоянно 

возрастающую чувствительность приборов, а так-
же возможность одновременного определения со-
единений различных классов, данный способ на-
ходит все более широкое распространение [14, 15]. 

Ранее для андарина уже было описано успеш-
ное применение процедуры «разбавил и вколол» 
[14, 16], в обоих случаях проводилось детектирова-
ние [M + H]+ иона, однако некоторые авторы указы-
вают, что чувствительность возрастает при опре-
делении [M - H] ̄  иона [17, 18].

Для лаксогенина и исследуемых ноотропов 
на сегодняшний день не описаны процедуры опре-
деления в биологических жидкостях. 

Таким образом, целью данной работы явля-
лась разработка экспрессной и надежной методики 
определения в моче человека некоторых препара-
тов с распространенным немедицинским примене-
нием методом УВЭЖХ-МС/МС.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реагенты и материалы

Образцы андарина ((2S)-3-(4-ацетамидо-
фенокси)-2-гидрокси-2-метил-N-[4-нитро-3-
трифторметилфенил]пропионамид), лаксогенина 
((25R)-3β-гидрокси-5α-спиростан-6-он), унифира-
ма (2-[(4-фторфенил)сульфонил]гексагидропирро-
ло[1,2-a]пиразин-6(2H)-он), NSI-189 ((4-бензилпипе-
разин-1-ил)-[2-(3-метилбутиламино)пиридин-3-ил]
метанон) (рис. 1) и индапамида (3-(аминосульфо-
нил)-4-хлор-N-(2,3-дигидро-2-метил-1Н-индол-1-ил) 
бензамид) были приобретены у Shanghai Soyoung 
Biotech. Inc. (Китай). Использовали ацетонитрил и 
метанол квалификации «для ВЭЖХ-МС» (Biosolve, 
Израиль), муравьиную кислоту (Acros Organics, 98 %) 
и 18.2 MΩ воду, полученную при помощи системы 
Milli-Q. 

Головные растворы аналитов с концентраци-
ей 1 мг/мл готовили растворением навески веще-
ства в ацетонитриле и хранили при температуре 
-20 ºС. Рабочие растворы, полученные разбавле-
нием головных растворов ацетонитрилом, храни-
ли при температуре 4 ºС.

При построении градуировочных кривых ис-
пользовали образцы мочи, полученные от добро-

Рис. 1. Структуры определяемых аналитов
Fig. 1. Structures of target analytes
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вольцев (мужчин и женщин в возрасте от 20 до 45 
лет). Добровольцы заранее были проинформирова-
ны о деталях эксперимента, после чего каждым до-
бровольцем было подписано письменное согласие 
на участие в исследовании. Пробы хранили при 
температуре -20 ºС после консервации азидом на-
трия. Образцы, полученные от добровольцев по-
сле употребления исследуемых соединений, нахо-
дились в аналогичных условиях. Установлено, что 
трехкратная разморозка с последующей замороз-
кой не приводит к существенному изменению ре-
зультатов анализа.

Приборы и оборудование

Для разделения и детектирования аналитов 
использовали систему, состоящую из жидкостного 
хроматографа Ultimate 3000 с колонкой Phenomenex 
Kinetex C18 (100 × 2.1 мм, 1.7 мкм) и тройного квадру-
польного масс-спектрометра Thermo TSQ Quantum 
Access Max с источником электрораспылительной 
ионизации в режиме регистрации положительных 
и отрицательных ионов. 

Оптимизация методики

Подготовку проб к анализу проводили следу-
ющим образом: в пробирку Эппендорф объемом 1.5 
мл вносили 100 мкл анализируемой мочи и 900 мкл 
смеси ацетонитрил – дистиллированная вода (70 : 
30, по объему), содержащей внутренний стандарт 
индапамид, центрифугировали в течение 10 минут 
при 10000 оборотов/мин. Надосадочныый слой пе-
реносили в виалу для анализа. 

Для построения градировочной кривой в хо-
лостую пробу мочи вносили исследуемые веще-
ства для получения проб с конечной концентраци-
ей аналитов 250, 500 и 750 пг/мл, 1, 2.5, 5, 7.5, 10, 25, 
50, 75, 100 и 250 нг/мл и внутренний стандарт с фик-
сированной концентрацией 50 нг/мл. Каждую точку 
градуировочной кривой измеряли дважды, экспери-
мент повторяли 6 раз с использованием холостых 
образцов мочи, полученных от разных доброволь-

цев. Градуировочный график строили как отноше-
ние площадей пиков аналит/внутренний стандарт 
от концентрации аналита, коэффициенты корреля-
ции составили 0.995-0.999. 

Разделение аналитов проводили в режиме 
градиентного элюирования, в качестве подвижной 
фазы использовали 0.1 % об. раствор муравьиной 
кислоты в воде (элюент А) и 0.1 % об. раствор му-
равьиной кислоты в метаноле (элюент B). Условия 
элюирования представлены в табл. 1. Скорость по-
тока подвижной фазы составила 0.45 мл/мин при 
температуре термостата 40 ºС.

Условия масс-спектрометрического детекти-
рования в режиме регистрации положительных и 
отрицательных ионов приведены в табл. 2. Детек-
тирование как протонированного, так и депротони-
рованного молекулярного иона возможно только 
для андарина, для всех остальных аналитов про-
водилось детектирование [M + H]+-ионов. Параме-
тры детектирования в режиме мониторинга выбран-
ных реакций (MRM) показаны в табл. 3.

Применение источника электрораспылитель-
ной ионизации при анализе биологических образ-
цов сопряжено с возможным появлением матрич-
ных эффектов из-за коэлюирующихся компонентов, 
в частности с изменением эффективности иониза-
ции, поэтому их необходимо оценивать при прове-
дении количественного анализа. Оценку матричных 
эффектов проводили в соответствии с рекоменда-
циями [19, 20].

Таблица 1
Условия градиентного элюирования при скорости 
потока 0.45 мл/мин

Table 1
Gradient elution conditions, flow rate 0.45 mL/min

Время, мин Элюент A, % об. Элюент B, % об.
0 95 5

1.0 95 5
1.7 40 60
3.5 40 60
6.5 10 90
9.0 10 90
9.0 95 5
10.5 95 5

Таблица 2
Условия масс-спектрометрического детектирова-
ния с источником нагреваемой электрораспылитель-
ной ионизации

Table 2
Conditions of the mass-spectrometric detection with 
heated electrospray ionization 

Параметр Значение
Режим регистрации 
ионов

Положитель-
ный

Отрицатель-
ный

Температура 
испарителя

400 ºС

Температура 
трансферного 
капилляра

320 ºС

Напряжение 
на источнике 
ионизации

4000 В - 3000 В

Расход газа-
распылителя

60 усл. ед.

Расход 
вспомогательного 
газа

10 усл. ед.

Давление газа-
мишени в ячейке 
соударений

1.5 мторр
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В описанных условиях на хроматограммах 

отсутствуют пики с временами удерживания или 
MRM-переходами, аналогичные определяемым 
веществам и мешающие их определению. Это оз-
начает, что в подобранных условиях матрица мочи 
не оказывает мешающего влияния при применении 
процедуры «разбавил и вколол» [12].  

В табл. 4 приведены найденные экспери-
ментально аналитические характеристики разра-
ботанной методики. Как видно из данной таблицы, 
для андарина детектирование депротонированно-
го иона приводит к увеличению чувствительности 
в два раза, однако уменьшение линейного диапа-
зона, а также значительное влияние компонентов 
матрицы мочи на аналитический сигнал привели к 

выбору [M + H]+-иона в качестве целевого для де-
тектирования.

Для установления точности анализа готови-
ли растворы контроля качества (QC) с низкой (10 
нг/мл), средней (50 нг/мл) и высокой (100 нг/мл) кон-
центрациями. Растворы контроля качества ана-
лизировали в течение одного дня по три раза, и в 
разные дни (табл. 5). Результат признавали удов-
летворительным, если погрешность не превыша-
ла 15 % [21]. 

Разработанная методика была использована 
для анализа проб мочи спустя 12 часов после од-
нократного перорального употребления 15 мг дей-
ствующих веществ. Во всех образцах мочи были 
выявлены исследуемые соединения (рис. 2), при 
этом концентрации всех аналитов лежат в линей-
ном диапазоне калибровочных кривых.

Таблица 3
Условия детектирования аналитов в режиме мониторинга выбранных реакций 

Table 3
Conditions of the mass-spectrometric detection in multiple reaction monitoring mode

Аналит
Ион-предшественник, 

m/z
Ион-про-
дукт, m/z

Энергия соударе-
ний, эВ

tR, мин
Напряжение на экстра-

гирующей линзе, В

Андарин

442
190 23

3.25

101148 29
108 32

440
150 23

- 63261 24
205 31

Лаксогенин 445
283 18

6.70 65191 19
145 36

Унифирам 299
159 20

2.49 8795 33
98 34

NSI-189 367
191 20

2.28 75135 28
108 41

Индапамид 366
132 16

2.66 7591 34
117 36

Таблица 4
Аналитические характеристики методики

Table 4
Analytical characteristics of the procedure

Аналит
Предел обнаружения, 

нг/мл
Предел определения, 

нг/мл
Диапазон линейности, 

нг/мл
Матричные эффекты, 

%
Андарин* 0.25 2.5 2.5-75 125
Андарин** 0.5 2.5 2.5-250 104
Лаксогенин 2.5 5.0 5.0-250 111
Унифирам 5.0 7.5 7.5-250 104

NSI-189 1.0 10 10-250 122
Примечания: * ‒ в режиме регистрации отрицательных ионов; ** ‒ в режиме регистрации положительных ионов.
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Fig. 2. Chromatograms of urine samples after single oral drug administration: a – Andarine; b – Laxogenin; c – Unifiram; 
d – NSI-189

Таблица 5
Валидационные характеристики методики (n = 18)

Table 5
Validation characteristics of the procedure (n = 18)

Аналит
Введено, 

нг/мл

В один день В разные дни
Найдено, 

нг/мл
Погрешность, 

%
Воспроизводи-

мость, %
Найдено, 

нг/мл
Погрешность, 

%
Воспроизводи-

мость, %
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10 10.8 ± 0.3 7.9 3.1 10.7 ±  0.9 7.2 10.2
50 54 ± 1 7.0 2.4 54 ± 3 7.0 7.5
100 99 ± 2 -0.7 2.7 99 ± 5 -1.1 6.9
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10 10 ± 1 -2.5 10.4 9.9 ± 0.8 -1.0 14.7
50 51 ± 2 1.4 4.0 51 ± 3 2.0 7.0
100 105 ± 2 4.5 2.8 105 ± 6 5.1 8.2

NSI-189
10 9.4 ± 0.2 -5.7 3.0 9 ± 1 -6.1 13.9
50 52 ± 1 4.4 2.3 52 ± 6 4.4 12.2
100 105 ± 2 4.9 2.4 105 ± 11 5.0 11.8
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