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Дериватизация – это направленная модификация определяемых соединений с целью улучшения 
их разделения. Применение дериватизации распространено при пробоподготовке во многих обла-
стях аналитической химии – допинг-контроле, криминалистике, клинической диагностики, анали-
тической токсикологии, экологическом мониторинге, пищевой безопасности. Ключевым требова-
нием к дериватизирующим агентам являются полнота протекания реакции с аналитами, короткое 
время реакции, отсутствие побочных процессов, специфических условий и подготовки реагентов. 
Выбор подходящих реагентов в этом методе пробоподготовки является нетривиальной задачей.

Основные цели дериватизации в  хроматогра-
фии  –  перевод аналитов в  форму, пригодную для  ана-
лиза, сокращение времени, увеличение интенсивно-
сти пика и  повышение чувствительности обнаружения. 
Главными требованиями к  дериватизирующим реаген-
там являются количественный выход и короткое время 
реакции и устойчивость к широкому спектру биологиче-
ских матриц в требуемых пределах обнаружения. 

Для  отдельных типов аналитов и  условий хромато-
графии используют соответствующие дериватизирующие 
агенты. Например, в газовой хроматографии (ГХ) для ком-
понентов с  высокой температурой кипения (аминокис-
лоты, углеводы) необходимо получение легколетучих 

производных. Дериватизация блокирует высокополяр-
ные карбоксильные, гидроксильные, тио- и аминогруппы, 
замещая активный водород неполярными алкильными, 
ацильными, триалкилсилильными остатками, в  резуль-
тате чего не образуются сильные межмолекулярные 
водородные связи и обеспечивается необходимая для ГХ 
летучесть получаемых продуктов при более низких темпе-
ратурах без термического разложения [1]. 

Реакции дериватизации, используемые для  ГХ, 
делятся на  три основных типа: алкилирование, аци-
лирование и  силилирование. В  результате реакций 
алкилирования образуются простые эфиры, тиоэфиры, 
н-алкиламины, амиды и  сульфонамиды. Силилирова-
ние является наиболее распространенным методом 
дериватизации, подходит для  нелетучих образцов 
для анализа ГХ [2–4]. 

Среди дериватизирующих агентов для  ВЭЖХ-МС наи-
большую популярность получили флуоренилметило
ксикарбонилхлорид (FMOC-Cl), дансилхлорид (DNS-Cl) 
и гидроксиламин. Первые два реагента зарекомендовали 
себя как эффективные флуоресцентные метки, а  также 
агенты, приводящие к  существенному увеличению вре-
мени удерживания аналитов в режиме обращенно-фазо-
вой жидкостной хроматографии.

Помимо большого количества реагентов, за послед-
ние годы было предложено несколько типов процедур 
дериватизации, основными являются предколоноч-
ная, на  колонке и  постколоночная (рис.1). Предколо-
ночная дериватизация технически более проста, чем 
постколоночная [5, 6] и позволяет точнее контролиро-
вать выход производных и  их стабильность  [7]. В  кон-
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Рис.1. Основные методы дериватизации
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тексте зеленой аналитической химии в  последние 
годы приобрели популярность твердофазная дери-
ватизация  [8], дериватизация в  водной среде, фер-
ментативная дериватизация и  различные миниатю-
ризированные методики [9–11]. Для снижения расхода 
органических растворителей, уменьшения трудоза-
трат или объединения нескольких аналитических эта-
пов (экстракция и  дериватизация) были внедрены 
такие методы, как анализ в  волокне, в  половолокне, 
в капле и мембране (см. рис.1).

Основной проблемой дериватизации является 
разложение продуктов и  образование более чем 
одного производного, что делает реакцию неколи-
чественной. Другие недостатки  –  длительное время 
и жесткие условия, необходимые для полной конвер-
сии [12]. Эти проблемы решаются путем подбора под-
ходящего реагента и  оптимизации условий реакции. 
Особенно труден подбор дераватизирующего агента 

при анализе стероидных гормонов и  аминокислот 
в биологических матрицах [13], содержащих большое 
количество аналитов с  высокой вариабельностью 
физико-химических свойств и множество мешающих 
веществ в широком диапазоне концентраций [14].

ОПРЕДЕЛЕНИЕ СТЕРОИДНЫХ ГОРМОНОВ
Стероидные гормоны необходимы для  регулятор-
ных функций, они участвуют в  гомеостазе, молеку-
лярной сигнализации, неврологических процессах, 
в  развитии дыхательной системы, головного мозга 
и  сердечно-сосудистой системы плода  [15]. Специ-
фические изменения стероидного профиля связаны 
с  развитием онкологических заболеваний  [16], функ-
ционированием иммунной и  репродуктивной систем, 
метаболическим статусом  [17]. Их определение явля-
ется важной аналитической задачей в биологических 
исследованиях, клинической практике и допинг-кон-

Рис.2. Основные типы стероидных гормонов 
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троле. Стероиды образуются из  своего биосинтетиче-
ского предшественника  –  холестерина, построенного 
на  основе четырех конденсированных колец перги-
дроциклопентенофенантрена. Большинство стерои-
дов представлены эстрогенами (C18), андрогенами 
(C18), прогестогенами, глюкокортикоидами и  минера-
локортикоидами (C21) (рис.2) [18–20]. 

Основная трудность анализа стероидов связана 
с  широким диапазоном их эндогенных концентра-
ций. Так, концентрации этиохоланолона и  андростен-
диола в  моче могут быть относительно высокими 
(>1000 нг/мл), в  то время как содержание тестосте-
рона может составлять всего несколько нг/мл. Кон-
центрации альдостерона, эстрона и  эстриола в  моче 
еще ниже  [21]. Другая трудность заключается в  том, 
что стероидные гормоны генерируют менее интен-
сивный масс-спектрометрический сигнал по  сравне-
нию с  обычными низкомолекулярными аналитами 
из-за отсутствия легко ионизируемых групп. Поэтому 

активно разрабатываются различные способы повы-
шения эффективности ионизации. Одним из  вариан-
тов является добавление фторида аммония в  под-
вижную фазу (0,2–6  мМ). Это позволяет повысить 
чувствительность до  двух порядков. Однако подход 
используется редко из-за образования HF при кон-
такте с  донорами протонов (например, муравьиной 
или уксусной кислотами). Это приводит к  быстрой 
деградации как хроматографической системы, так 
и компонентов масс-спектрометра. 

Другим способом определения стероидов явля-
ется химическая дериватизация реагентами, исполь-
зуемыми в  ГХ и  ЖХ/МС [22,  23]. В  этом случае проис-
ходит замещение полярных групп и, с  одной стороны, 
облегчается переход аналитов в  газовую фазу, с  дру-
гой  –  ввод легко ионизируемых групп увеличивает 
отклик (рис.3). 

В  отличие от  ГХ-МС дериватизация в  ВЭЖ Х-МС 
часто применяется для  увеличения эффективности 

Рис.3. Примеры дериватизации для ЖХ-MС и ГХ-MС анализа стероидов
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ионизации аналитов и, следовательно, чувствитель-
ности методики определения, например эстрогенов 
(табл.1) [24]. 

Достоинства и  недостатки наиболее часто исполь-
зуемых дериватизующих агентов для стероидов будут 
рассмотрены ниже.

Гидразины и гидроксиламины
Широко известными дериватизующими реагентами 
для  ЖХ/МС являются стабильные в  водных средах 
гидразины [26,  27]. Однако они имеют серьезный 
недостаток  –  склонность к  образованию син- и  анти-
форм, что снижает чувствительность из-за расщепле-
ния пиков. Для  ограничения образования полизаме-
щенных продуктов в  реагенты на  основе гидразина 
вводят стерически затрудненные группы, но это 
часто приводит к  усложнению процедуры их получе-
ния и очистки.

Для  дериватизации стероидных гормонов, содер-
жащих кето-группу, успешно применяется гидрокси-
ламин, в  этом случае реакция получения производных 
протекает быстро и  количественно и  не требует спе-
циальных условий. Однако аналогично гидразинам 
остается побочный процесс формирования син- и  анти-
форм определяемых веществ, которые часто элюиру-
ются разными хроматографическими пиками. Для  сме-
сей изомерных соединений, например тестостерона 
и  эпитестостерона, соотношение которых является 
диагностически важным, а  физико-химические свой-
ства – крайне близкими, это приводит к их коэлюирова-
нию и искажению результатов.

Сравнительно новым подходом к  дериватизации 
стероидов является это введение новых заместите-

лей через N-гетероциклические карбены  [28]. Однако 
стерические факторы в этом случае приводят к увели-
чению времени реакции, неполной конверсии и  необ-
ходимости проведения синтеза при высоких темпера-
турах. В  случае ESI-MС предпочтительными являются 
реагенты с  фиксированным зарядом, например реак-
тив Жирара. Реакция с ним протекает быстро и обычно 
приводит к  количественному выходу. Если требуется 
дальнейшее повышение скорости и  полноты дери-
ватизации, используют твердофазную аналитиче-
скую дериватизацию (SPAD). Она проводится со сте-
роидами, иммобилизованными на  твердой подложке 
(например, картридж C18) после удаления матрицы 
и  позволяет достичь очень высокой концентрации 
дериватизирующего реагента [29, 30].

Координационная распылительная ионизация 
(CIS-MС) 
Традиционная жидкостная хроматография с  источ-
ником электрораспылительной ионизации демон-
стрирует высокую надежность и  воспроизводимость 
по  сравнению с  жидкостной хроматографией, соеди-
ненной с вариантом координационного спрея (CIS-MС) 
с  использованием нитрата серебра в  качестве легиру-
ющей добавки. 

Известно, что соли лития, серебра, калия и натрия 
образуют комплексы с  органическими молекулами, 
содержащими жесткие или мягкие основные цен-
тры Льюиса. В  результате такой координации с  ана-
литами положительно заряженные и  стабильные 
комплексы успешно обнаруживают с  помощью масс-
спектрометрии. В  сочетании масс-спектрометрии 
с  высокоэффективной жидкостной хроматографией, 

Табл.1. Дериватизирующие реагенты, используемые при определении стероидных гормонов методом ВЭЖХ-МС [25] 

Функциональная группа Дериватизующий реагент Реакция

Карбонильная

Реактив Жирара Т R=O → R-C7H8N3O

2-гидразинопиридин R=O → R-C5H5N3

4-(N,N – диметиламиносульфонил)-7-гидразино-
2,1,3-бензоксазол

R=O → R-C8H9N5O3S

2-гидразино-1-метилпиридин R=O → R-C6H8N3

Гидроксиламин R=O → R-NOH

Гидроксильная

Дансилхлорид R-OH → R-OC12H12NO2S

П-нитробензоилхлорид R-OH → R-OC7H4NO3

Пиколиновая кислота R-OH → R-OC6H4NO

Пиридин-3-сульфонилхлорид R-OH → R-OC5H4NO2S
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такая методика позволяет быстро установить состав 
даже сложных смесей благодаря высокой скорости 
образования комплексов. 

Основная схема экспериментов CIS-MС показана 
на  рис.4, где представлена постколоночная дерива-
тизация пептидов с  введением в  качестве допанта 
нитрата серебра.

Введение нитрата серебра в подвижную фазу может 
привести к  хелатированию сорбента, изменению его 
свойств и  потере воспроизводимости результатов [25–
27]. Для  стабильной воспроизводимости необходимо 
контролировать несколько факторов: поток от  допол-
нительного насоса и  давление в  системе должны быть 
строго управляемыми, а  длина капилляра  –  минималь-
ной длины, чтобы избежать размытия пиков вне колонки. 

Существенным недостатком подобного варианта 
является модификация ионами металла оптики при-
бора, что приводит к резкому падению сигнала в ходе 
аналитического цикла из-за его постоянного попа-
дания через трансферный капилляр. В  результате 
назвать подобный вариант дериватизации робастным 
и воспроизводимым – нельзя.

Использование катионов лития или калия для обра-
зования интенсивных ионных аддуктов вместо серебра 
позволяет избежать таких трудностей, но эффектив-
ность их ниже, и  возникает сложность определения 
точной концентрации в  подвижной фазе. Для  созда-
ния подходящей концентрации легирующей добавки 
необходим предварительный анализ воды и  органиче-
ского растворителя (ацетонитрила или метанола). Но 
и  в этом случае концентрации могут отличаться из-за 
вымывания ионов из стекла, что приводит к нестабиль-
ным результатам. Каждое изменение концентрации 
легирующей добавки на  10–15% приводит к  значитель-
ным изменениям выхода молекулярного иона, которые 
невозможно предсказать при рутинном анализе. 

Наиболее высокое и  воспроизводимое соотноше-
ние между площадью пика и  площадью внутреннего 
стандарта было получено с  использованием серебра. 
В  этом случае удалось достичь отклонения менее 
15%, для  лития или калия отклонение увеличивалось 
до  20%, что не соответствует критериям FDA для  био-
аналитических методов. 

Использование серебра в  качестве легирующей 
добавки приводит к  быстрому загрязнению ионной 
оптики и быстрой потере чувствительности, требуется 
многократное выключение прибора для технического 
обслуживания, что неприемлемо для  рутинных при-
менений. Литий и  калий требуют гораздо меньшего 
обслуживания прибора. Таким образом, если иссле-
дования допускают расширенные диапазоны погреш-
ности определения и  не требуют определения ультра-
микроколичеств, то в  качестве легирующей добавки 
целесообразно использовать литий или калий. 

Цианоацетогидразид (САN)
Основная проблема использования гидроксиламина 
заключается в  возможности образования сложных 
метаболитов в  результате реакции перегруппировки 
Бекмана в подкисленных растворах, что делает гидра-
зиды гораздо более удобными реагентами для дерива-
тизации в  ЖХ-МС. Хорошо зарекомендовал себя циа-
ноацетогидразид (рис.5). 

Главным преимуществом этого дериватизиру-
ющего реагента является уменьшение количества 
множественных пиков, соответствующих различным 
комбинациям син- и  анти-форм, которые наблюда-
ются с  оксимами, но эффективность этого реагента 
чуть ниже. CAN повышает эффективность ионизации 
в  положительном режиме, устраняя необходимость 
в  дополнительных высокоразрешающих анализах, 
необходимых для  положительного и  отрицательного 
режимов [31].

Рис.4. Схема CIS-MС эксперимента
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Однако наличие нескольких пиков, представ-
ляющих одно и  то же соединение на  хромато-
грамме, например в  случае оценки соотношения 
тестостерон:эпитестостерон в  допинг-контроле, 
усложняет интерпретацию результатов в  рутинных 
задачах.

Другой проблемой является появление повторя-
ющихся фрагментов производных, наличие которых 
может быть использовано в  качестве потенциального 
маркера присутствия аналитов. Так, фрагмент с  m/z 
204,1122  может быть использован в  качестве потенци-
ального маркера, поскольку его образование связано 
с образованием производных CAN (рис.6). 

Оценка стабильности CAN показала, что снижение 
интенсивности сигналов производных происходит 
примерно через одну неделю, что указывает на потен-
циальную деградацию реагента. 

По  результатам сравнительных исследований, 
предел обнаружения для  стероидов при примене-
нии CAN составляет 2,5 нг/мл, что значительно выше, 
чем для  оксимов стероидов. Однако предел количе-
ственного определения для аналитов был установлен 
на уровне 5 нг/мл, что ближе к диапазону для оксимов. 

3-(2-гидразинил-2-оксоэтил)-1-метил-1H-
имидазол-3-иум хлорид ([HOMI]Cl) 
Одним из  перспективных вариантов дериватизующих 
реагентов являются ионные жидкости. Они термо- 
и  химически стойки, обладают низкой токсичностью, 
летучестью и  воспламеняемостью. Ионные жидко-
сти обычно сохраняют жидкое состояние в  широком 
диапазоне температур  [32]. В  литературе представ-
лено достаточно большое количество доказательств 
эффективности их использования в органическом син-
тезе и аналитической химии [33, 34]. В качестве нового 
дериватизирующего реагента для определения стеро-
идов был изучен 3-(2-гидразинил-2-оксоэтил)-1-метил-

1H-имидазол-3-иум хлорид ([HOMI]Cl), содержащий 
положительный заряд (рис.7). 

В  ходе проведения оценки эффективности приме-
нения нового реагента и  гидроксиламина в  анализе 
стероидов методом ВЭЖХ-ВРМС было установлено, что 
полученный реагент обеспечивает чувствительность, 
сопоставимую с  реактивом Жирара Т, наиболее часто 
применяющегося для  анализа стероидных гормонов 
в  биологических жидкостях и  превосходящего гидрок-
силамин. Пределы количественного определения тесто-
стерона при использовании [HOMI]Cl составляют 0,15–
7,5 нг/мл (рис.8). Хроматограмма реального образца мочи, 
полученного с использованием реагента Жирара Т и ион-
ной жидкости, показана на  рис.7. Как видно, для  обоих 
реагентов наблюдается присутствие син- и  анти-форм, 
а общий вид хроматограмм практически идентичен.

Причиной высокой чувствительности [HOMI]Cl 
является наличие фиксированного заряда, что спо-

Рис.5. Цианоацетогидразид (САN) Рис.6. MС/MС-спектры САN - производного 11α-гидроксипрогестерона

Рис.7. Схема синтеза 3-(2-гидразинил-2-оксоэтил)-1-метил-
1H-имидазол-3-иум хлорид ([HOMI]Cl)
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собствует повышению эффективности ионизации ана-
литов. Существенным ограничением, как и  в случае 
других гидразин-подобных веществ, стало наличие 
син- и  анти- форм, дающих несколько хроматографи-
ческих пиков на хроматограмме. Это усложняет интер-
претацию данных, особенно при проведении нецеле-
вого скрининга.

Тем не менее главным преимуществом реактива 
Жирара является высокая скорость реакции по  срав-
нению с  исследуемой ионной жидкостью. Учитывая 
наличие постоянно заряженной группы в производных 
[HOMI] Cl, ожидалась более высокая интенсивность 
сигнала по  сравнению с  аналогами гидроксиламина. 
Однако результаты в  некоторых случаях оказались 
значительно хуже. Причиной является более низкая 

десольвационная способность источника ионизации 
Apollo масс-спектрометра Bruker Impact. Произво-
дные [HOMI] обладают более сольвофильным харак-
тером благодаря введению высокополярного мотива. 
Поэтому их ионы в  растворе находятся ближе к  цен-
тру микрокапель в  процессе электрораспыления, что 
естественным образом ограничивает перенос ионов 
в  газовую фазу, если испарение растворителя неэф-
фективно  [35]. Для  проверки этой гипотезы оба типа 
производных ([HOMI] и  гидроксиламин) были непо-
средственно введены в  тройной квадрупольный масс-
спектрометр Thermo TSQ Quantum Access Max со ско-
ростью потока 10 мкл/мин для облегчения образования 
более мелких капель и  лучшего испарения благодаря 
его нагреваемому источнику ESI. В  этом эксперименте 

Рис.8. Схема дериватизации тестостерона с помощью [HOMI]Cl и хроматограмма реального образца мочи после деривати-
зации с использованием (а) [HOMI]Cl и (б) реактива Жирара T
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температура газа-носителя поддерживалась на уровне 
420  °C, температура капилляра переноса  –  320  °C, 
а  потоки газа были установлены на  уровне 10/5/0  а.е. 
(газ-носитель/вспомогательный газ/продувка). В  этих 
условиях отклик стероидов, дериватизированных 
[HOMI], был в среднем на 15% выше по сравнению с про-
изводными гидроксиламина (рис.9). Таким образом, 
для  [HOMI]Cl необходима тщательная оптимизация 
условий ионизации и  возможная модификация ее 
структуры с целью улучшения электрораспылительных 
свойств получаемых производных.

Еще одним достоинством [HOMI]Cl является воспро-
изводимость полученных результатов, так как полно-
стью отсутствует деградация аналитов во время реакции. 
В целом полученные результаты демонстрируют высокую 
степень сходимости с  гидроксиламином, а  наличие фик-
сированного заряда упрощает процесс ионизации. 

ДЕРИВАТИЗИРУЮЩИЕ РЕАГЕНТЫ 
ДЛЯ АМИНОКИСЛОТ
Наиболее часто для  определения аминов и  амино-
кислот в  рутинной практике используют дериватиза-
цию с  помощью FMOC-Cl или DNS-Cl с  последующим 
УФ-, флуоресцентным или масс-спектрометрическим 
детектированием [36] (рис.10). FMOC-Cl и DNS-Cl часто 
приводят к  неспецифичной фрагментации в  масс-
спектрометре, производные чувствительны к  свету, 
а побочные продукты реакции часто затрудняют про-
ведение анализа и интерпретацию результатов [37]. 

Фталилглицилхлорид (PG-Cl) в  качестве дери-
ватизирующего реагента использовался только 
для определения катехоламинов, однако в последних 
исследованиях была продемонстрирована высокая 
чувствительность определения PG-производных ами-
нокислот (рис.11) [38]. 

Полученная чувствительность PG-производных 
сопоставима с  FMOC-производными, но ниже, чем 
для  DNS-производных. Основное преимущество 
использования PG-Cl заключается в  высокой скоро-
сти реакции с  аминокислотами и  различными дру-
гими аминами, присутствующими в  биологиче-
ских матрицах, высокой стабильностью результатов 
и  отсутствием необходимости использования допол-
нительных реагентов для  остановки реакции в  слу-
чае хранения образцов в  охлажденном автосамплере. 
Таким образом, основной эффект дериватизирую-
щего реагента заключается в улучшении удерживания 

Рис.10. Основные дериватизующие агенты для аминокислот

Рис.9. Сравнение сигналов производных гидроксиламина 
(HA) и [HOMI]-производных с источником ионизации Thermo 
HESI-II

PP-Cl DNS-ClAS-ClPG-Cl FMOC-Cl
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Рис.11. MC/MC-спектры PG-аргинина (a), PG-фенилаланина (б), PG-серина (в) и PG-валина (г) 
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в  обращенно-фазовой жидкостной хроматографии, 
что может быть полезно для  унификации систем раз-
деления различных классов соединений, когда коли-
чество доступных аналитических приборов ограни-
чено. Стоит отметить, что PG-Cl является недорогим 
и  доступным реагентом, и это играет важную роль 
в  дальнейшей оценке его пригодности в  качестве 
дериватизирующего реагента. 

Однако он также не лишен ряда существенных 
недостатков. Главная проблема при работе с  ним 
заключается в  необходимости использования свеже-
приготовленного реагента, в  то время как дансил- 
и FMOC-Cl стабилен в течение недели. Это объясняется 
высокой скоростью гидролиза дериватизирующего 
реагента из-за его активного участия в побочных реак-
циях с  другими реакционноспособными компонен-
тами. Вследствие этого необходимо использование 
больших избытков для  достижения полноты реак-
ции по  сравнению с  реагентами, известными в  рутин-
ной практике. Высокие концентрации не только нега-
тивно влияют на колонки, но и создают значительную 
нагрузку на  масс-спектрометрический детектор. При 
использовании масс-спектрометрии высокого разре-
шения в  момент элюирования продукта гидролиза 
будет наблюдаться значительная перегрузка детек-
тора. При систематическом использовании это приве-
дет к его преждевременному выходу из строя, а также 
к искажению данных по соэлюирующим компонентам 
из-за насыщения. Кроме того, PG-Cl не обладает свой-

ствами флуоресцентной метки, в  отличие от  DNS-Cl 
и  FMOC-Cl, что делает невозможным использование 
доступных, недорогих и  воспроизводимых методов 
обнаружения при работе с  ним. В  то же время, в  отли-
чие от  FMOC-Cl, реакцию PG-Cl с  аминокислотами не 
нужно ингибировать, и  результаты остаются стабиль-
ными даже через сутки после подготовки образца, 
что, несомненно, является преимуществом при работе 
с  ним, но делает его использование удовлетворитель-
ным только при детектировании с  помощью масс-
спектрометрии [38].

* * * *
Выбор подходящего реагента для  деривати-

зации стероидов и  родственных соединений явля-
ется непростой задачей, в  том числе из-за сложных 
матриц, множества аналитов и  широкого диапазона 
концентраций. Основные ценные свойства, кото-
рые создают дериватизирующие агенты для  стерои-
дов,  –  летучесть и  способность к  ионизации, однако 
нужно учитывать их возможные недостатки. Напри-
мер, летучие реагенты часто создают изомеры, кото-
рые усложняют анализ, а  эффективные ионизиру-
ющие агенты вызывают проблемы с  поддержанием 
колонки. Кроме того, важно оценивать примени-
мость реагента для  рутинных анализов. Только все-
сторонний анализ всех этих факторов позволит подо-
брать оптимальные реагенты для  обнаружения той 
или иной группы соединений. 
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