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Представлен новый метод количественного определения 16:0/18:2 фосфатидилэтанола (ФЭ) в цельной 

крови, основанный на обработке образца 2-пропанолом и последующим анализе методом жидкостной 

хроматографии – тандемной трехквадрупольной масс-спектрометрии с предварительным разделением 

на хроматографической колонке C18. Диапазон определяемых концентраций 16:0/18:2 фосфатидилэта-

нола 1-2000 нг/см3 (0,0014-2,7588 мкмоль/дм3). 
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В настоящее время ведется активная 

разработка методов лабораторной диагно-

стики хронической алкогольной интоксика-

ции с использованием биохимических мар-

керов [1]. Фосфатидилэтанол (ФЭ) представ-

ляет собой группу гомологов глицерофосфо-

липидов, где фосфолипазой-D этанол присо-

единен в положение, обычно занимаемое 

аминоспиртом [2]. Данный фосфолипид син-

тезируется при неокислительном метаболиз-

ме этанола и накапливается в составе мем-

бран эритроцитов. Поскольку ФЭ образуется 

только в присутствии этанола, диагностиче-

ская специфичность ФЭ в теории составляет 

100% [3].  

Содержание ФЭ повышается даже при 

разовом употреблении алкоголя (tmax ~ 8 ч), 

при этом период его полувыведения состав-

ляет 4-10 дней [3-5]. В случае хронического 

злоупотребления алкоголем ФЭ накаплива-

ется в крови и может быть определен в тече-

ние 28 дней после последнего приема алко-

голя [6]. Имеющиеся данные говорят о пре-

имуществе ФЭ по сравнению с другими био-

химическими маркерами в детекции хрони-

ческого злоупотребления алкоголем, по-

скольку он обладает большей чувствитель-

ностью и специфичностью [1, 6, 7]. 

Наиболее чувствительные методы опре-

деления ФЭ в настоящее время основаны на 

хроматографическом разделении с детекцией 

на масс-анализаторе [2]. При этом различные 

модификации методов различаются по чув-

ствительности (0,7-280 нг/мл) [8]. В качестве 

исследуемого материала применяется цель-

ная кровь в том числе и принципу «сухая 

капля» (DBS-карты) для автоматизирован-

ных систем. Большинство описанных мето-

дов подготовки образца основаны на жид-

кость-жидкостной экстракции гексаном или 

гептаном при предварительной обработке 

изопропанолам, часто применяет твердофаз-

ную экстракцию [11]. Для контроля степени 

извлечения и корректировки ошибок на эта-
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пе пробоподготовки используют внутренний 

стандарт (дейтерированный ФЭ или фосфа-

тидилбутанол). Разделение анализируемой 

матрицы чаше производят на обратно-

фазных (RP) колонках, таких как Luna RP-

C5, Bonus-RP, Synergi Polar-RP, встречаются 

модификации и с Acquity UPLC BEH C8, 

ACE C4 [7-12].  

Зачастую возникают ситуации коммер-

ческой недоступности дейтерированных 

внутренних стандартов и необходимости за-

купки хроматографической колонки под 

внедряемый метод. В то же время, хромато-

графическое оборудование часто в базовом 

комплекте поставляется с колонками C18 

(октадецилсилан) как самыми универсаль-

ными и востребованными под большинство 

методов.  

Целью настоящей  работы  являлась 

разработка и адаптация метода определения 

16:0/18:2 фосфатидилэтанола без использо-

вания внутреннего стандарта на этапе подго-

товки образца и его определение на распро-

страненной хроматографической колонке с 

октадециловой фазой (С18) в режиме обрат-

но-фазного градиентного элюирования.  

1. Принцип метода 

Метод основан на предварительной экс-

тракции анализируемого вещества из крови 

изопропанолом (2-пропанолом), его разделе-

ние методом обращенно-фазной жидкостной 

хроматографии на аналитической колонке 

ZORBAX Eclipse Plus C18 RRHD, 1,8 μm, 

2,1x50 мм в режиме градиентного элюирова-

ния и последующим массспектрометриче-

ском анализе в режиме мониторинга множе-

ственных реакций с использованием перехо-

да 701,5→281,2 m/z.  

Нижний предел определения составляет 

– 0,1 нг/см3 (0,0001 мкмоль/дм3) в пробе.  

Нижний предел измерения составляет – 

1,0 нг/см3 (0,0014 мкмоль /дм3) в пробе. 

Диапазон определяемых концентраций: 

1–2000 нг/см3 (0,0014-2,7588 мкмоль/дм3). 

Присутствующие в экстракте коэкстра-

гирующиеся вещества определению не ме-

шают. Время определения, включая подго-

товку одного образца, составляет 30-50 мин. 

2. Средства измерений, вспомогатель-

ное оборудование, реактивы  

2.1. Средства измерений: 

– Жидкостной хроматограф Agilent 1260 

Infinity II в паре с трехквадрупольным масс-

анализатором Agilent 6420 LC/TQ, (Agilent 

Technologies, США). 

– Весы лабораторные электронные, пре-

дел взвешивания 0,01-210 г, погрешность 

взвешивания 0,3 мг до 200 г. (Ohaus 

Adventurer RV214, Китай). 

– Колбы мерные: 2-25-2; ГОСТ 1770-74 

– Колбы конические 1000 см3 ГОСТ 

1770-74 

– Стаканы химические ГОСТ 1770-74. 

– Автоматические дозаторы вместимо-

стью 0,002-0,020 см3, ТУ 9452-003-33189998-

2007. 

– Автоматические дозаторы вместимо-

стью 0,200-1 см3, ТУ 9452-002-33189998-

2007. 

– Цилиндры мерные 1000,0 см3, 25,0 см3 

ГОСТ 1770-74. 

2.2. Вспомогательное оборудование: 

– Колонка хроматографическая 

ZORBAX Eclipse Plus C18 RRHD, 1,8 μm, 

2,1x50 мм, (Agilent Technologies, США).  

– Защитная предколонка ZORBAX 

Eclipse Plus C18, 1,8 μm, 2,1x5 мм, (Agilent 

Technologies, США). 

– Фильтры мембранные, d=47 мм, dпор 

0,22 мкм PTFE (Millipore, США).  

– Установка для мембранной вакуум-

фильтрации растворителей. 

– Насос водоструйный или электриче-

ский вакуумный для установки фильтрации. 

2.2.6. Вортекс (V-1plus и V-32, Biosan, 

Литва). 

– Центрифуга c охлаждением, для мик-

ропробирок, с ускорением на дне пробирки 

15000 g (Heraeus Biofuge Stratos, США).  

2.2.8. Микропробирки однократного 

применения, 1,5 см3, с крышкой, ТУ 9464-

015-29508133-2014. 

2.3. Реактивы: 

– 16:0/18:2 фосфатидилэтанол, 99,7% 

чистоты (840514P-25mg, AvantiPolarLipids, 

США).  

– Формиат аммония, осч/для UHPLC 

(10221-25G-F, LiChropur, США). 

– Муравьиная кислота, осч/для UHPLC 

(G2453-85060-1, Agilent Tech., США). 
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– Вода деионизированная ГОСТ ISO 

3696-2013. 

– Метанол, осч/для UHPLC (412722, Car-

loErba, Франция). 

– 2-пропанол осч/для UHPLC (P/7508/17, 

Fisher Chemicals, Бельгия). 

Могут быть использованы другие сред-

ства измерения и вспомогательное оборудо-

вание, а также реактивы, по точности или 

квалификации чистоты не ниже указанных в 

методике. 

3. Приготовление растворов 

3.1. Приготовление элюирующих рас-

творав 

Приготовление элюирующего раствора 

«А»: в отдельную коническую колбу на 

1000 см3 отмерят мерным цилиндром на 

1000 см3 400 см3 метанола, затем 100 см3 

бидистиллированной воды. Взвешивают 

0,3153 г формиата аммония, добавляют его 

в колбу с водой и метанолом, растворяют 

круговыми движениями, далее пипеткой на 

1 см3 вносят 1 см3 муравьиной кислоты, 

снова перемешивают. Цилиндром на 1000 

см3 отмеряют 500 см3 2-пропанола и вносят 

в колбу с предыдущей смесью.  

Полученный раствор тщательно пере-

мешивают и фильтруют через мембранный 

фильтр с размером пор 0,22 мкм.  

Приготовление элюирующего раствора 

«В»: в отдельную коническую колбу на 

1000 см3 мерным цилиндром на 25 см3 от-

меряют 10 см3 бидистиллированной воды, 

пипеткой вносят 1 см3 муравьиной кислоты 

и 0,3153 г формиата аммония. Мерным ци-

линдром на 1000 см3 отмеряют 990 см3 2-

пропанола и вливают его в коническую 

колбу примерно 1/3 цилиндра, круговыми 

движениями перемешивают содержимое 

колбы до полного растворения соли, после 

чего доливают оставшийся 2-пропанол из 

цилиндра. Полученный раствор тщательно 

перемешивают и фильтруют через мем-

бранный фильтр с размером пор 0,22 мкм.  

Полученные растворы используют в ка-

честве подвижной фазы. 

3.2. Приготовление растворов для под-

готовки проб 

Для подготовки проб используют хи-

мически чистый 2-пропанол (95-100%) 

3.3. Приготовление градуировочных 

растворов 

Приготовление основных стандартных 

растворов 16:0/18:2 фосфатидилэтанола:  

Для приготовления первичных стан-

дартных растворов 16:0/18:2 фосфатидил-

этанола готовят смесь метанола 50 % и 2-

пропанола 50%. 

Вскрывают ампулу с аналитическим 

стандартом, содержащую 25 мг 16:0/18:2 

фосфатидилэтанола, пипеткой вносят в ам-

пулу 2 см3 смеси метанол-2-пропанол и 

осторожно растворяют содержимое ампулы 

с использованием вортекса. После раство-

рения добавляют еще 3 см3 смеси метанол–

2-пропанол, перемешивают пипеткой. По-

лученный раствор с концентрацией 5 мг/мл 

хранят от -80 до -20 °С на протяжении года. 

Готовят второй раствор, содержащий 

200 мкг/см3, для этого 1 см3 раствора 5 

мг/см3 вносят в мерную колбу на 25 см3 и 

доводят до метки смесью метанол–2-

пропанол 

Растворы устойчивы при хранении в 

холодильнике в течение 1 года. 

Приготовление смеси градуировочных 

растворов  

Для приготовления градуировочных 

растворов 16:0/18:2 фосфатидилэтанола ис-

пользуют цельную кровь лабораторных жи-

вотных (крыса, мышь, морская свинка, кро-

лик) с ЭДТА или гепарином, не содержа-

щую 16:0/18:2 фосфатидилэтанола. 

Готовят и маркируют 11 полипропиле-

новых микропробирок на 1,5 см3. В пробир-

ку №11 вносят 10 мкл градуировочного рас-

твора №2 с концентрацией 16:0/18:2 фосфа-

тидилэтанола 200 мкг/см3 и 990 мкл цель-

ной крови, пробирку закрывают и переме-

шивают 10 минут на вортексе (2000 

об/мин).  

В пробирки 10–2 вносят по 500 мкл 

крови. Далее выполняют серию последова-

тельных разведений, для этого пипеткой 

отбирают из пробирки №11 500 мкл крови с 

16:0/18:2 фосфатидилэтанолом и вносят в 

пробирку №10, перемешивают 10 минут на 

вортексе (2000 об/мин), из пробирки №10 

отбирают 500 мкл и переносят в пробирку 

№9, и так далее до пробирки №2. Пробирка 
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№1 остается с чистой кровью. Полученная 

серия разведений соответствует указанным 

в таблице 1 концентрациям 16:0/18:2 фос-

фатидилэтанола. Для перерасчета значений 

из нг/см3 в мкмоль/дм3 используют умноже-

ние на коэффициент 0,001379. 
Таблица 1 

Соответствие номера градуировочного раствора  

с концентрацией в нем фосфатидилэтанола 
 

№ градуирово 

чного раствора 

(пробирки) 

Концентрация 

фосфатидилэтано-

лав градуировоч-

ном растворе, 

нг/см3 

Концентрация фос-

фатидилэтанолав 

градуировочном 

растворе, 

мкмоль/дм3 

1 0 0,0000 

2 3,91 0,0054 

3 7,81 0,0108 

4 15,63 0,0216 

5 31,25 0,0431 

6 62,50 0,0862 

7 125,00 0,1724 

8 250,00 0,3448 

9 500,00 0,6897 

10 1000,00 1,3794 

11 2000,00 2,7588 

 

Для проведения градуировки используют 

свежеприготовленные растворы. Готовят и 

маркируют второй ряд из 11 полипропилено-

вых микропробирок на 1,5 мл. В каждую 

пробирку вносят 100 мкл крови из соответ-

ствующего разведения, прибавляют 400 мкл 

2-пропанола, закрывают и перемешивают в 

течении 10 минут на вортексе (2000 об/мин). 

Далее пробирки центрифугируют при 15000 

g 10 минут (комнатная температура), после 

чего пипеткой осторожно отбирают 200 мкл 

надосадочной жидкости и переносят в 300 

мкл вставку в хроматографическую виалу. 

4. Установление градуировочной харак-

теристики 

Для определения рабочего – диапазона 

концентраций и линейности функции гра-

дуировки выполняют начальную градуи-

ровку масс-спектрометра. Её выполняют по 

одиннадцати рабочим растворам стандарта 

фосфатидилэтанола, каждый градуировоч-

ный раствор хроматографируют не менее 

двух раз, начиная с самой низкой концен-

трации, принимая за результат измерения 

среднее арифметическое параллельных из-

мерений. Условия хроматографирования 

при разделении 16:0/18:2 фосфатидилэтано-

ла: 

– Хроматографическая колонка 

ZORBAX Eclipse Plus C18 RRHD, 1,8 μm, 

2,1x50 мм с предколонкой ZORBAX Eclipse 

Plus C18, 1,8 μm, 2,1x5 мм 

– Температура колонки 50°С 

– Температура термостата сэмплера 

10°С 

– Объём вводимой пробы 0,005 см3 

– Тип сканирования «Dynamic MRM» 

– Ион-прекурсор 701,5 m/z 

– Ион-продукт 281,2 m/z 

– Режим ионизации ESI (negative polari-

ty) 

– Температура источника (Gas Temp) 

300°С 

– Напряжение капилляра (Capillary 

Voltage) -4000B 

– Поток газа (Gas Flow)11 л/мин 

– Небулайзер (Nebulizer)15 psi 

– Напряжение фрагментора 

(Fragmentor) 180 В 

– Коллизионная энергия (Collision 

Energy) 30 В 

– Напряжение ускорителя ячейки (Cell 

Accelerator Voltage) 7 В 

Параметры разделения (бинарного 

насоса) и скорость потока представлены в 

таблице 2. 
Таблица 2 

Параметры работы бинарного насоса  

при определении фосфатидилэтанола 
 

Время 
Элюент 

«А» % 

Элюент «В» 

% 

Скорость пото-

ка мл/мин 

0,00 100,0 0,0 0,350 

1,00 100,0 0,0 0,300 

2,00 70,0 30,0 0,300 

3,00 25,0 75,0 0,300 

7,00 5,0 95,0 0,300 

9,00 0,0 100,0 0,300 

10,00 0,0 100,0 0,350 

12,00 

(Stop time) 
100,0 0,0 0,350 
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–  Время удержания 6,5±0,1 мин. 

Для построения градуировочного гра-

фика измеряют площади пиков, соответ-

ствующие концентрациям фосфатидилэта-

нола в градуировочных растворах. Функ-

цию градуировки рассчитывают путем ана-

лиза линейной регрессии скорректирован-

ных площадей пиков. 

5. Подготовка анализируемых образцов 

Отбирают 100 мкл образца цельной крови 

в полипропиленовую микропробирку на 1,5 

см3, прибавляют 400 мкл 2-пропанола, закры-

вают и тщательно перемешивают в течении 10 

минут на вортексе (2000 об/мин). Далее про-

бирки центрифугируют при 15000 g 10 минут 

(комнатная температура), после чего пипеткой 

осторожно отбирают 200 мкл надосадочной 

жидкости и переносят в 300-мкл вставку в 

хроматографическую виалу. Отобранный в 

виалу образец должен быть полностью про-

зрачным (может быть желтоватым) и не со-

держать посторонних твердых включений или 

мути. 

6. Проведение измерений 

Изопропанольные экстракты, получен-

ные при подготовке проб крови в соответ-

ствии п.5 анализируют согласно п.4 насто-

ящей методики. Определяют содержание 

анализируемого вещества, используя про-

граммный пакет MassHunter Workstation 

Software – LC/MS Data Acquisition версии 

B.09.00 или выше для сбора данных и Mas-

sHunter Workstation Software – Quantitative 

Analysis версии B.09.00 или выше (анало-

гичной) для автоматической обработки сиг-

налов детекторов. 

Для контроля степени чистоты реактивов 

и правильности работы оборудования, а так-

же для предотвращения появления ложно по-

ложительных пиков проводят измерение ди-

стиллированной воды, прошедшей процедуру 

пробоподготовки. Если в контрольном образ-

це обнаруживают любое из анализируемых 

веществ, выявляют причину и устраняют ис-

точники загрязнения. Контроль чистоты си-

стемы проверяют в начале работы и после 

анализа проб. 

7. Обработка результатов измерений 

Содержание 16:0/18:2 фосфатидилэтано-

ла в пробах определяют, с помощью про-

граммного пакета ChemStation A.10.01 и 

выше для автоматической обработки сигна-

ла детекторов, по методу внешнего стандар-

та. 

 

 
Рис. 1. Типичная хроматограмма ионного тока разделения 16:0/18:2 фосфатидилэтанола в крови. 
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Рис. 2 Градуировочный график определения 16:0/18:2 фосфатидилэтанола. 
 

Программное обеспечение MassHunter 

Workstation Software – Quantitative Analysis 

рассчитывает концентрации 16:0/18:2 фос-

фатидилэтанола в пробе, используя модель 

невзвешенной линейной регрессии, 

На рис. 1 представлена типичная хрома-

тограмма ионного тока разделения 16:0/18:2 

фосфатидилэтанола в крови в режиме мони-

торинга множественных реакций с использо-

ванием перехода 701,5→281,2 m/z. 

Как видно из хроматограммы, время 

удержания целевого аналита составляет 

6,555 мин., при этом наблюдается интерфе-

рирующий пик с таймингом выхода около 

6,845 мин, который относительно удален от 

основного соединения и не мешает анализу. 

На рисунке 2 показан пример градуировоч-

ного графика определения 16:0/18:2 фосфа-

тидилэтанола с использованием для приго-

товления градуировочный растворов цель-

ной крысиной крови. 

Таким образом, нами предложен метод 

определения 16:0/18:2 фосфатидилэтанола 

без использования внутреннего стандарта 

на этапе подготовки образца и его опреде-

ление на распространенной хроматографи-

ческой колонке с октадециловой фазой 

(С18) в режиме обратно-фазного градиент-

ного элюирования. Представленный режим 

изопропанольной экстракции с 10-

минутным перемешиванием позволяет до-

стичь установления равновесной концен-

трации целевого аналита в экстрагируемом 

материале и растворителе с коэффициен-

том разбавления – 5. Для приготовления 

калибровочных (градуировочных) раство-

ров нами предложено использовать кровь 

животных, не содержащую фосфатидил-

этанол, которая в дальнейшем проходит 

аналогичную обработку, как и исследуе-

мый образец, что не требует в последую-

щем применять поправочные коэффициен-

ты на разбавление образца при экстракции. 
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METHOD FOR THE DETERMINATION OF PHOSPHATIDILETHANOL IN THE BLOOD 
 

A.V. Shuriberko, Y.E. Razvodovsky Institute of Biochemistry of Biologically Active Compounds  

of the National Academy of Sciences of Belarus, Grodno, Belarus 

 

Abstract:  

 

A new method for the quantitative determination of 16:0/18:2 phosphatidylethanol (PhE) in whole blood is pre-

sented, based on the treatment of the sample with 2-propanol and subsequent analysis by liquid chromatog-

raphy - tandem triple quadrupole mass spectrometry with preliminary separation on a C18 chromatographic 

column. The range of determined concentrations of 16:0/18:2 phosphatidylethanol is 1-2000 ng/cm3 (0.0014-

2.7588 µmol/dm3). 

Keywords: phosphatidylethanol, liquid chromatography – tandem mass spectrometry 

 
Вклад авторов:  
 

 

А.В. Шуриберко: анализ полученных данных, написание и редактирование текста рукописи; 

Ю.Е. Разводовский: обзор и перевод публикаций по теме статьи. 
 

Authors’ contributions: 
 

 

A.V. Shuriberko: analysis of material, writing and editing the text of the manuscript; 

Y.E. Razvodovsky: review of publications on the topic of the article. 

 

Финансирование :  Данное исследование не имело финансовой поддержки. 

F inancing :  The study was performed without external funding. 

 

Конфликт интересов:  Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов. 

Confl ic t  o f  interest :  The authors declare no conflict of interest. 

 

Статья поступила / Article received: 22.10.2022. Принята к публикации / Accepted for publication: 19.11.2022. 

 

 

Для цитирования: Шуриберко А.В., Разводовский Ю.Е. Метод определения фосфатидилэтанола в крови. Академиче-

ский журнал Западной Сибири. 2022; 18 (4): 36-42. DOI: 10.32878/sibir.22-18-04(97)-36-42 

  

For citation: Shuriberko A.V., Razvodovsky Y.E. Method for the determination of phosphatidilethanol in the blood. 

Academic Journal of West Siberia. 2022; 18 (4): 36-42. DOI: 10.32878/sibir.22-18-04(97)-36-42 (In Russ) 
 

 

 

 

 

 


