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Настоящая инструкция по применению (далее инструкция) раз-

работана с целью улучшения результатов лечения пациентов с ише-

мической болезнью сердца (ИБС) с проявлениями хронической сер-

дечной недостаточности (ХСН). Поставленная цель достигается бла-

годаря оценке риска развития желудочковых нарушений ритма 

(ЖНР) по показателям фонда свободных аминокислот, в том числе 

уровня общего гомоцистеина, в плазме крови. 

В инструкции изложены методы определения показателей ами-

нокислотного фонда, триптофана и его производных и серусодер-

жащих соединений, содержащих свободную сульфгидрильную груп-

пу, соответствующие методы пробоподготовки, метод оценки и ин-

терпретации результатов. Инструкция предназначена для врачей-

кардиологов стационарных лечебных учреждений, а также специа-

листов клинико-лабораторной службы биохимического профиля. 

ПЕРЕЧЕНЬ  

НЕОБХОДИМОГО ОБОРУДОВАНИЯ И МАТЕРИАЛОВ 

1. Высокоэффективный жидкостный хроматограф с 4-

канальной градиентной системой подачи растворителей и детекто-

ром флуоресценции. 

2. Лабораторная центрифуга для микропробирок Эппендорфа 

1,6 мл с охлаждением, развивающая не менее 13000 g. 

3. Термостатируемая водяная баня до 60°С. 

4. Лабораторное оборудование: весы аналитические с точно-

стью взвешивания до 0,1 мг, магнитная мешалка, рН-метр, набор ав-

томатических дозаторов от 2 до 1000 мкл. 

5. Реактивы:  

натрия дигидрофосфат; ЭДТА динатриевая соль; 

натрия ацетат 7-водный; натрия борат 10-водный; 

кислота уксусная ледяная; хлорная кислота; 

о-фталевый альдегид; трихлоруксусная кислота; 

3-меркаптопропионовая кислота; дельта-аминовалериановая  

кислота; 

метанол для градиентной ВЭЖХ; ванилиновая кислота; 

ацетонитрил  

для градиентной ВЭЖХ; 

N-ацетилцистеин; 

натрия октилсульфонат; натрия метабисульфит; 

аммоний-7-фторбензол-2-оксо-1,3-

диазола-4-сульфонат (SBD-F); 

трис-(карбоксиэтил)фосфин 

гидрохлорид (TCEP). 
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6. Стандарты для хроматографических определений следующих 

веществ: триптофан, 5-оксииндолуксусная кислота, серотонин, 5-

окситриптофан; смесь стандартов физиологических аминокислот 

(основных, кислых и нейтральных), глутамин, аспарагин, цистеин, 

гомоцистеин, глутатион. 

7. Колонки для ВЭЖХ размером 2,1х150 мм с неподвижной фа-

зой типа С18 (диметил-n-октадецилсилан) с двойным эндкэппирова-

нием, стабильной в диапазоне pH 2–9, размер частиц 3,5 мкм (2 шт.) 

и предколонки размером 2,1x12,5 мм с тем же сорбентом, размер ча-

стиц 5 мкм.  

ПОКАЗАНИЯ К ПРИМЕНЕНИЮ 

ИБС с признаками хронической сердечной недостаточности 

(ХСН) I ст. (по классификации NYHA), ФК II и выше, либо имею-

щие уровень мозгового натрийуретического пептида (BNP) выше  

50 пг/мл. 

ПРОТИВОПОКАЗАНИЯ 

 Метод не имеет противопоказаний.  

УСЛОВИЯ ПРИМЕНЕНИЯ МЕТОДА 

Применение метода возможно у всех пациентов с ИБС, у кото-

рых клинически или лабораторными методами доказано наличие 

ХСН.  

Необходимые исследования перед применением метода: общий 

анализ крови, биохимический анализ крови (белок, уровни мочевины 

и креатинина, активности трансаминаз). 

ТЕХНОЛОГИЯ ПРИМЕНЕНИЯ МЕТОДА 

После стандартного клинического и лабораторного обследова-

ния, включающего вышеуказанные анализы (см. условия примене-

ния метода) определяют индекс соотношения концентраций амино-

кислот и родственных им соединений в плазме крови пациента. Ве-

личина этого индекса имеет связь с наличием желудочковых нару-

шений ритма (ЖНР). 

1. Забор материала 

Для выполнения метода производится забор венозной крови по 

общепринятым правилам как для лабораторных биохимических ис-

следований. Кровь забирают в гепаринизированные пробирки и не-

медленно получают плазму центрифугированием при 3000 об/мин в 
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течение 10 мин. Плазму крови осторожно отделяют аспирацией в две 

отдельные пробирки, которые могут храниться до исследования до 

14 суток при –18°С или неограниченное время – при –78°С. Одна из 

проб используется для определения свободных аминокислот, другая 

– для определения общего гомоцистеина.  

Время от момента отделения плазмы до замораживания или 

начала пробоподготовки должно быть как можно короче; при стоя-

нии плазмы при комнатной температуре более 30 мин содержание в 

пробе глутамата будет завышено, а глутамина и 5-

оксииндолуксусной кислоты – занижено. 

Для исследования пригодна венозная кровь через 14 часов по-

сле последнего приема пищи. 

2. Пробоподготовка 
Пробы плазмы крови для определения свободных аминокислот 

и метаболитов триптофана депротеинизируют раствором хлорной 

кислоты. Для этого образец смешивают с 1 М раствором хлорной 

кислоты, содержащим 0,2 мM -аминовалериановой кислоты 

(dAVA), а также 50 мг/л ЭДТА, 50 мг/л Na2S2O5 и 1 мкМ ванилино-

вой кислоты, в соотношении 1:1. После тщательного перемешивания 

пробы центрифугируют при 4°С в течение 15 мин при 16 000g, после 

чего супернатант (хлорнокислый экстракт) немедленно отделяют ас-

пирацией и хранят до исследования при –18°С не более 15 суток. 

После размораживания экстракты повторно центрифугируют, при 

выпадении осадка супернатант отделяют. Полученные хлорнокислые 

экстракты используют для анализа. Растворы стандартов, использу-

емые для отработки разделения и калибровки хроматографической 

системы, обрабатывают аналогичным способом. 

3. Определение метаболитов триптофана  

Метод определения основан на ион-парной ВЭЖХ хлорнокис-

лых экстрактов плазмы крови с детектированием по природной флу-

оресценции.  

Разделение триптофана и его производных в плазме проводят с 

помощью ион-парной ВЭЖХ с детектированием по флуоресценции. 

Колонку 2,1х150 мм термостатируют при 28°С. Подвижная фаза: 0,1 

М NaH2PO4, 0,029 M CH3COOH, pH 3,5; 110 мг/л октилсульфоната 

натрия, 50 мг/л ЭДТА, 4,3% (об.) ацетонитрила. Скорость потока 0,2 

мл/мин. Детектирование по флуоресценции при длинах волн: воз-

буждения 280 нм, излучения – 340 нм. Объѐм ввода проб (хлорно-
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кислых экстрактов) 20 мкл. Идентификацию определяемых соедине-

ний и количественную обработку хроматограмм проводят с исполь-

зованием метода внутреннего стандарта. Смесь стандартов должна 

включать тирозин (Tyr), 5-окситриптофан (5-HTP), 5-

оксииндолуксусную кислоту (5-HIAA), триптофан (Trp) и серотонин 

(5-HT) в концентрациях 1 мкмоль/л, которую готовят из запасных 

растворов отдельных соединений (10 ммоль/л). Данную смесь стан-

дартов обрабатывают как пробы плазмы, начиная с этапа депротеи-

низации (см. Пробоподготовка). Типичная хроматограмма приведе-

на на рис. 1 (стандарты), 2 (хлорнокислый экстракт плазмы крови). 

На хроматограмме стандартов также имеются пики следующих ве-

ществ: 3,4-диоксифенилаланина (DOPA), норадреналина (пик после 

пика тирозина), 3-метокси-4-оксифенилэтиленгликоля (MHPG), ад-

реналина (Е), норматанефрина (NM), 3,4-диоксифенилуксуснной 

кислоты (DOPAC), дофамина (DA), сальсолинола (Sal), гомованили-

новой кислоты (HVA), 3-метокситирамина (3-MT). 

Для определения величины диагностического индекса необхо-

димо количественное определение триптофана. Другие вещества, 

перечисленные выше, необходимы в смеси стандартов для контроля 

качества хроматографического разделения. Критически важным яв-

ляется разрешение пиков 5-оксииндолуксусной кислоты и внутрен-

него стандарта, а также внутреннего стандарта и триптофана. Это 

разрешение может ухудшаться при погрешностях в приготовлении 

подвижной фазы (неправильная величина рН или концентрация аце-

тонитрила). 

4. Определение свободных аминокислот и их производных 

 Для определения используют те же хлорнокислые экстракты, 

что и для определения триптофана и его метаболитов. Определение 

проводят с помощью градиентной обращенно-фазной ВЭЖХ после 

предколоночной дериватизации аминокислот с о-фталевым альдеги-

дом и 3-меркаптопропионовой кислотой.  

 Предколоночную дериватизацию проводят непосредственно 

перед вводом проб в хроматограф путем смешивания пробы (0,2-0,5 

мкл) с 5-кратным объѐмом 0,4% о-фталевого альдегида и 0,3% 3-

меркаптопропионовой кислоты в 0,4М Na-боратном буфере, pH 9,4, 

затем пробы нейтрализуют смешиванием с 0,2 М раствором HClO4 

до слабокислой среды и немедленно вводят в колонку. 
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Рисунок 1 – Хроматограмма стандартной смеси биогенных аминов, их пред-

шественников и метаболитов, 100 мкмоль/л. Обозначения пиков в тексте 

 

Рисунок 2 – Типичная хроматограмма хлорнокислого экстракта плазмы крови  

  

Подвижная фаза: 0,1 М Na-ацетатный буфер, pH 7,05, содер-

жащий 20 мг/л ЭДТА (A); ацетонитрил/вода 7/3 (об./об.) (B), мета-

нол/вода 7/3 (об./об.) (С), 0,1 М Na-ацетатный буфер, pH 5,85, со-

держащий 20 мг/л ЭДТА (D). Градиентное элюирование от 2 до 
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100% В, с изменением соотношения B/C и A/D в ходе анализа, за 74 

мин; температура колонки 35°С. Соотношение компонентов по-

движной фазы в процентах приведено в таблице. 

Порядок элюирования: О-фосфосерин (PSer), аспарагиновая 

кислота (Asp), глутаминовая кислота (Glu), аспарагин (Asn), серин 

(Ser), -аминоадипиновая кислота (-AAA), глутамин (Gln), гисти-

дин (His), глицин (Gly), 3-метилгистидин (3MHis), треонин (Thr), 1-

метилгистидин (1MHis), цитруллин (Ctr), аргинин (Arg), аланин 

(Ala), таурин (Tau), γ-аминомасляная кислота (GABA), тирозин (Tyr), 

-аминомасляная кислота (α-ABA), этаноламин (EA), dAVA (внут-

ренний стандарт), валин (Val), метионин (Met), цистатионин (Ctn), 

триптофан (Trp), фенилаланин (Phe), изолейцин (Ile), лейцин (Leu), 

орнитин (Orn), лизин (Lys). 

Таблица – Профиль градиентного элюирования 

Время, мин %A %B %C %D 

0 89,3 2,0 0,0 8,7 

3 82,0 10,0 0,0 8,0 

16 80,6 11,5 0,0 7,9 

17 24,7 5,5 13,5 56,3 

23 22,8 5,5 19,5 52,2 

26 22,4 8,3 18,0 51,3 

27 71,6 12,0 13,0 3,4 

39 67,3 17,0 12,5 3,2 

43 65,7 24,0 7,2 3,1 

55 46,4 40,0 9,0 4,6 

65 44,6 49,0 2,0 4,4 

70 27,4 70,0 0,0 2,6 

74 0,0 100,0 0,0 0,0 

82 0,0 100,0 0,0 0,0 

85 89,3 2,0 0,0 8,7 

 

Детектирование по флуоресценции (231/445 нм). Возможно ис-

пользование длины волны возбуждения 338 нм, что может давать 

лучшую стабильность базовой линии при использовании некоторых 

партий ацетонитрила и метанола. 

Обработка хроматограмм по методу внутреннего стандарта. 

Смесь аминокислот для калибровки должна содержать равные коли-

чества определяемых соединений 100–500 мкмоль/л и обрабатывает-

ся так же, как соответствующие пробы плазмы крови. Используют 

концентрат стандартной смеси физиологических аминокислот (кис-
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лых, нейтральных и основных), в которую дополнительно вносят L-

глутамин и L-аспарагин. Хроматограмма стандартной смеси амино-

кислот для калибровки представлена на рисунке 3, хлорнокислого 

экстракта плазмы крови – на рисунке 4.  

 

Рисунок 3 – Хроматограмма стандартной смеси аминокислот их производных. 

Каждый пик соответствует концентрации 467 мкмоль/л.  

Обозначения пиков в тексте 

 

Рисунок 4 – Типичная хроматограмма свободных аминокислот и  

их производных плазмы крови  
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Для вычисления диагностического индекса необходимо коли-

чественное определение концентраций следующих аминокислот: 

глицин, гистидин и аспарагин. Однако, все вышеперечисленные 

компоненты (см. порядок элюирования…) должны входить в смесь 

стандартов для контроля качества хроматографического разделения. 

Если не используется процедура определения триптофана и его ме-

таболитов, концентрацию триптофана допустимо брать из анализа 

свободных аминокислот и их производных, в этом случае необходи-

мо обращать особое внимание на разрешение пика триптофана в 

пробах и его концентрацию в стандарте. 

5. Определение общего гомоцистеина в плазме крови 

Определение проводят в плазме крови (для этого используют 

отдельные образцы плазмы).  

Метод основан на предколоночной дериватизации  

SH-содержащих соединений (цистеина, гомоцистеина, цистеинилг-

лицина и глутатиона) с аммоний-7-фторбензол-2-оксо-1,3-диазола-4-

сульфонатом (SBD-F) с последующим разделением полученных 

производных методом обращенно-фазной ВЭЖХ с изократическим 

элюированием. В качестве внутреннего стандарта используют  

N-ацетилцистеин, который добавляют в плазму до конечной концен-

трации 50–100 мкмоль/л. Для восстановления тиолов из дисульфи-

дов и высвобождения связанных с белками тиолов используют трис-

(карбоксиэтил)фосфин гидрохлорид (TCEP).  

 Пробы плазмы крови (50 мкл) смешивают с 10 мкл 0,5 ммоль/л 

раствора N-ацетилцистеина и 5 мкл раствора TCEP (100 мг/мл), 

оставляют при комнатной температуре на 30 мин. Затем осаждают 

белки добавлением 50 мкл 10% раствора ТХУ и центифугируют при 

4°С 15 мин при 16 000 g.  

 В микропробирку на 200 мкл, содержащую 2 мкл 1,55 М NaOH, 

12,5 мкл 0,125 М Na-боратного буфера, содержащего 200 мг/л 

ЭДТА, pH 9,5, и 5 мкл раствора SBD-F (1 мг/мл) в таком же буфере, 

вносят 10 мкл супернатанта и инкубируют 1 час при 60°С.  

 В хроматографическую систему вводят 10 мкл реакционной 

смеси.  

Подвижная фаза: 0,05 М NaH2PO4, 8,5 мМ CH3COOH, pH 3,65, 

40 мг/л ЭДТА, 1,8% ацетонитрила. Скорость потока 0,2 мл/мин, тем-

пература колонки 25°С. Детектирование по флуоресценции,  

379/510 нм.  
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 Калибровка системы: смесь растворов цистеина, гомоцистеина 

и глутатиона по 10-100 мкмоль/л каждого в 0,1 M хлорной кислоты 

обрабатывают как пробы плазмы крови. Обработка хроматограмм по 

методу внутреннего стандарта. 

 Использование N-ацетилцистеина в качестве внутреннего стан-

дарта при определении L-гомоцистеина приводит к реальному 

улучшению воспроизводимости результатов, а также позволяет вы-

явить аналитические ошибки на этапе пробоподготовки, когда осу-

ществляется предколоночная дериватизация (при инкубации проб 

при 60°С в течение 60 мин в случае негерметичности микропробирок 

возможно существенное завышение результатов определения). При 

расчете по внешнему стандарту такие ошибки практически не под-

даются обнаружению, в то время как применение внутреннего стан-

дарта позволяет их автоматически учесть. Пик цистеинилглицина на 

хроматограммах идентифицируют как наиболее высокий пик на 

хроматограммах плазмы крови, следующий за пиком гомоцистеина.

 Хроматограмма смеси стандартов приведена на рисунке 5, ти-

пичная хроматограмма плазмы крови человека – на рисунке 6.  
 

 

Рисунок 5 – Хроматограмма стандартов гомоцистеина, цистеина и глутатиона. 

Пики Cys, Hcy и GSH соответствуют концентрации в плазме 100 мкМ.  

Обозначения пиков в тексте 
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Рисунок 6 – Хроматограмма общего гомоцистеина, цистеина и глутатиона 

плазмы крови при разделении их методом обращенно-фазной хроматографии  

с предколоночной дериватизацией и детектированием по флуоресценции 

 

Коэффициент чувствительности для него условно принимают рав-

ным таковому для гомоцистеина. 

В описанных хроматографических определениях необходимо 

использовать реактивы для приготовления подвижных фаз квалифи-

кации не ниже хч, трижды дистиллированную воду (или воду, подго-

товленную в соответствии со спецификацией «для ВЭЖХ»).  

При обработке хроматограмм требуется проверка и ручная кор-

рекция базовой линии, так как полностью автоматическая обработка 

хроматограмм такой сложности (особенно при определении свобод-

ных аминокислот) приводит к ненадежным результатам. При рутин-

ном применении описанных методов возможно использование одно-

уровневой калибровки. 

Результаты всех определений выражают в мкмоль/л. 

6. Обработка и интерпретация результатов 

На основании определения показателей обмена свободных амино-

кислот рассчитывают индекс соотношения их концентраций в плаз-

ме крови: 
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0,6 HCy 0,8 Asn 0,5 Trp
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    
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Arg – концентрация аргинина 

Trp – концентрация триптофана 

Asn – концентрация аспарагина 

HCy – концентрация общего гомоцистеина 

His – концентрация гистидина 

GSH – концентрация общего глутатиона  

Величина GSH должна быть взята из результатов определения 

общего гомоцистеина. Концентрация глутатиона, определяемая в 

анализе свободных аминокислот и их производных, является кон-

центрацией восстановленного глутатиона и еѐ использование для 

расчета индекса недопустимо. 

Значение индекса ниже 1,42 при уровне гомоцистеина ниже 12,8 

мкмоль/л или уровень гомоцистеина в крови выше 12,8 мкмоль/л рас-

ценивают как наличие существенного риска развития ЖНР. 

Прогностически благоприятным является факт повышения ве-

личины данного индекса в процессе лечения. 

ВОЗМОЖНЫЕ ОСЛОЖНЕНИЯ И ОШИБКИ 

Осложнений, связанных с применением метода, не существует. Од-

нако, возможны затруднения с интерпретацией результатов оценки 

риска ЖНР (диагностического индекса), которые могут возникать в 

следующих случаях: 

1. Прием триптофана пациентом в дозе 2,0 в сутки и более в те-

чение 3 сут до забора крови для исследования; 

2. Выраженные проявления печеночной недостаточности с ги-

перферментемией, стойкое повышение активности гамма-

глутамилтранспептидазы; 

3. Заболевания почек с выраженной протеинурией, аминоаци-

дурией, нарушением выделительной функции почек; 

4. Цистинурия, гомоцистинурия;  

5. Наличие гематологических признаков B12-

фолиеводефицитной анемии; 

6. Заболевания органов пищеварения с мальабсорбцией, состо-

яние после операций на органах брюшной полости; 

7. Кардиохирургическое или интервенционное лечение в 

анамнезе; 

8. Введение препаратов аминокислот (в том числе энтеральное), 

полное и частичное парентеральное питание за 7 суток до исследо-

вания. 
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Приложение 

к инструкции по применению 

Приготовление среды для депротеинизации плазмы крови 

 217,5 мл H2O + 25 мл 57% хлорной кислоты + 10 мг динатрие-

вой соли ЭДТА + 10 мг метабисульфита натрия + 500 мкл раствора 

ванилиновой кислоты (2 мг/мл в воде, готовится непосредственно 

перед приготовлением среды) + 6 мг дельта-аминовалериановой 

кислоты. 

Приготовление стандартов 

 Навески веществ: триптофана 20,4 мг, 5-оксииндолуксусной 

кислоты 19,1 мг, серотонина креатинин сульфата 38,7 мг, 5-

окситриптофана 22 мг растворяют каждую в 10 мл 0,1 М хлорной 

кислоте; по 10 мкл полученных растворов смешивают с 0,96 мл во-

ды, смесь разбавляют водой в 100 раз (1 мкмоль/л). Водные раство-

ры глутамина (14,6 мг в 10 мл), аспарагина (13,2 мг в 10 мл) добав-

ляют в смесь стандартов физиологических аминокислот 0,5 ммоль/л 

(основных, кислых и нейтральных) по 50 мкл на 1 мл смеси, концен-

трация всех веществ в растворе 476 мкмоль. 

Приготовление реагента для дериватизации аминокислот 

 3 мг о-фталевого альдегида растворить в 60 мкл метанола, до-

бавить 0,65 мл 0,4 М Na-боратного буфера рН 9,5, затем добавить 2,5 

мкл 3-меркаптопропионовой кислоты. Готовится непосредственно 

перед использованием, должен быть защищен от света, контакта с 

кислородом воздуха, хранить при 4°С не более 14 дней. 

Приготовление подвижной фазы для определения триптофана 

 6 г NaH2PO4, 0,8 мл ледяной уксусной кислоты, 55 мг октил-

сульфоната натрия, 25 мг ЭДТА, 24,5 мл ацетонитрила на 500 мл 

H2O 

Приготовление подвижных фаз для определения аминокислот 

 A: 12,48 г ацетата натрия 7-водного, 0,16 мл ледяной уксусной 

кислоты на 1000 мл H2O (A);  

 B: 700 мл ацентонитрила для градиентной ВЭЖХ + 300 мл H2O; 

 C: 700 мл  метанола для ВЭЖХ + 300 мл H2O;  

 D: 12,48 г ацетата натрия (7-водного), 0,6 мл ледяной уксусной 

кислоты на 1000 мл H2O. 
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Приготовление подвижной фазы для определения гомоцистеина 

 6 г NaH2PO4, 0,4 мл ледяной уксусной кислоты, 25 мг ЭДТА, 19 

мл ацентонитрила для ВЭЖХ на 1000 мл H2O. 

Приготовление реактивов для определение гомоцистеина 

 Внутренний стандарт: 4 мг N-ацетилцистеина + 0,98 мл H2O, 

затем 0,1 мл полученного раствора + 0,9 мл H2O (400 мкг/мл) 

 Раствор TCEP: 100 мг в 1 мл H2O (используется свежеприго-

товленным)  

 10% раствора ТХУ: 10 г ТХУ на 100 мл H2O + 30 мг Na2ЭДТА 

 1,55 М NaOH: 6,2 г NaOH, до 100 мл H2O 

 0,125 М Na-боратный буфер: 788 мг борной кислоты + 50 мл 

H2O, оттитровать 5M (200 г/л) NaOH до pH 9,5 + 120 мг Na2ЭДТА, 

довести до 100 мл 

 Раствор SBD-F (1 мг/мл) 1 мг в 1 мл боратного буфера (исполь-

зуется свежеприготовленным) 

 Стандарты: цистеин 1,22 мг + 1 мл H2O, гомоцистеин 1,35 мг + 

1 мл H2O, глутатион (восстановленный) 3,07 мг + 1 мл H2O 
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