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Введение.  Фосфатидилэтанол  (PEth)  представляет  собой  фосфолипид,  медленно  образующийся  в
клеточных  мембранах  в  результате  ферментативной  реакции  между  фосфатидилхолином  и  этанолом,
катализируемой  фосфолипазой  D.  Опубликованные  в  литературе  методики  определения
фосфатидилэтанола  применяют  высокоэффективную  жидкостную  хроматографию  с  масс-
спектрометрическим  детектированием  как  метод,  обладающий  высокой  специфичностью,  точностью,
прецизионностью  и  возможностью  определения  веществ  в  минимальных  концентрациях,  что  является
основополагающим  для  клинической  лабораторной  диагностики  при  осуществлении  мониторинга
злоупотребления алкоголем населением. Цель. Цель исследования заключалась в разработке и валидации
методики количественного определения прямого маркера злоупотребления алкоголем фосфатидилэтанола
в крови человека. Материалы и методы. Количественное определение фосфолипида проводили методом
высокоэффективной  жидкостной  хроматографии  с  тандемной  масс-спектрометрией.  Результаты
исследования  и  их  обсуждения.  Разработанная  методика  была  валидирована  по  параметрам:
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селективность,  нижний  предел  количественного  определения,  линейность,  перенос  пробы,  точность,
прецизионность, эффект матрицы, стабильность.  Аналитический диапазон составил 0.0025 мкмоль/л – 3.0
мкмоль/л;  уровень НПКО  PEth 16:0/18:1 был равен 0.0025 мкмоль/л.  Выводы.  Разработанная методика
количественного определения фосфатидилэтанола пригодна для применения в лабораторной диагностике
с целью проведения популяционного мониторинга при анализе злоупотребления алкоголем. 

Ключевые слова: биомаркеры злоупотребления алкоголем, фосфатидилэтанол, ВЭЖХ-МС/МС, валидация

doi: 10.29234/2308-9113-2022-10-3-1-12   

Для цитирования:  Петухов А. Е., Мельник Е. В., Надеждин А. В., Тетенова Е. Ю., Суханова А. М., Панкратенко
Е. П., Кошкина Е. А. Разработка и валидация методики количественного определения фосфатидилэтанола в 
цельной крови. Медицина 2022; 10(3): 1-12.

Введение

На сегодняшний день проблема высокой летальности  по причине острой алкогольной
интоксикации  и  хронического  алкоголизма  занимает  одну  из  лидирующих  позиций  в
России [1]. В связи с этим актуальным и перспективным является определение прямого
биомаркера  злоупотребления  алкоголем,  фосфатидилэтанола  (PEth),  благодаря  его
высокой чувствительности и специфичности среди других биомаркеров злоупотребления
алкоголем (прямых и непрямых) в рамках лабораторной диагностики [2]. 

Потребление  этанола  приводит  к  появлению  PEth  в  тканях  вследствие  образования
фосфатидилового спирта в результате реакции трансфосфатидилирования под действием
фермента фосфолипазы D на фосфатидилхолин и воду в качестве субстратов [3]. В норме
фосфатидилхолин превращается в фосфатидную кислоту [4]. 

Средний  период  полураспада  PEth  варьируется  от  3  до  12  дней.  Концентрация
фосфатидилэтанола  в  крови  ≥211  нг/мл  (300  нмоль/л)  указывает  на  злоупотребление
алкоголем,  тогда как концентрация PEth ≤21 нг/мл (≤30 нмоль/л)  указывает  на низкое
потребление алкоголя [5].

В  настоящее  время  определение  фосфатидилэтанола  в  крови  проводят  с  помощью
метода  высокоэффективной  жидкостной  хроматографии  (ВЭЖХ)  с  тандемным  масс-
спектрометрическим  детектированием  благодаря  высокой  чувствительности  и
специфичности метода. В литературных источниках описаны методики определения PEth
методом жидкостной хроматографии – тандемной масс-спектрометрии (ВЭЖХ-МС/МС) с
электроспрейной  ионизацией  как  способ  идентификации  различных  гомологов
исследуемого  фосфолипида  [6].  Кроме  того,  используют  методы  жидкостной
хроматографии  с  масс-спектрометрией  высокого  разрешения,  ультра-ВЭЖХ-МС/МС,
метод неводного капиллярного электрофореза [7-12].

Как  правило,  основным  методом  пробоподготовки  является  жидкость-жидкостная
экстракция (ЖЖЭ) с использованием в качестве растворителей изопропанола и гексана,

2



Журнал «Медицина» № 3, 2022 3

также описаны методики, использующие осаждение белков и твердофазную экстракцию
[12-14]. Описан метод 96-ти лунок для быстрого получения более чистых экстрактов [15]. 

Цель исследования

Цель  исследования  состояла  в  разработке  и  валидации  методики  количественного
определения  фосфатидилэтанола  в  цельной  крови  для  применения  в  лабораторно-
диагностической  практике  с  целью  контроля  лиц  групп  риска  по  злоупотреблению,
ремиссии алкоголизма и рецидивов.

Материалы и методы

Хроматографирование и детектирование проводили на высокоэффективном жидкостном
хроматографе  Agilent  1260  (Agilent  Technologies,  Калифорния,  США),  оснащенном
градиентным насосом G1312B, дегазатором G4225A, автосамплером G1329B, термостатом
колонок  G1316A  и  тандемным  масс-селективным  детектором  Agilent  6460  (Agilent
Technologies,  Калифорния,  США)  с  источником  ионизации  Jet  Stream  Electrospray
Ionization. 

Для исследования были использованы следующие реактивы:  PEth 16:0/18:1 (Avanti Polar
Lipids, Алабастер, Алабама, США), PEth 16:0/18:1-d5 – внутренний стандарт (ВС) данного
исследования  (Echelon  Biosciences,  Солт-Лейк-Сити,  США).  Метил-трет-бутиловый  эфир
(MTBE, Merck, Дармштадт, Германия), метанол (HPLC-grade, Scharlau, Сентменат, Испания),
ацетонитрил  (ACN,  HPLC-grade,  Acros  Organics,  Гел,  Бельгия),  кислота  муравьиная,  2-
пропанол  (IPA)  и  аммония  формиат  были  приобретены  в  Sigma-Aldrich  (HPLC-grade,
Штайнхайм,  Германия).  Вода  высокого  качества  была  получена  в  лаборатории  при
помощи системы очистки воды Milli-Q, Merck KGaA (Дармштадт, Германия). 

Исходные стандартные растворы PEth и ВС готовили растворением навесок в метаноле;
рабочие  стандартные  растворы  –  разведением  и  смешиваем  исходных  стандартных
растворов. 

Исходные стандартные растворы хранили при температуре -50° C, а рабочие стандартные
растворы при +4° C.

Пробоподготовка

Для  определения  фосфатидилэтанола  в  цельной  крови,  100  мкл  крови  помещали  в
пробирку типа Эппендорф, добавляли 100 мкл деионизированной воды, 50 мкл смеси 2-
пропанола  и  ацетонитрила  1:1  (IPA:ACN 1:1),  25  мкл  внутреннего  стандарта  PEth-D5с
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концентрацией 1129 нг/мл, 500 мкл смеси метил-третбутилового эфира и 2-пропанола 4:1
(MTBE/IPA 4:1),  встряхивали на Вортексе в течение 30 секунд. Затем центрифугировали
при 14500 об/мин в течение 10 минут при температуре 4° С. Надосадочный органический
слой  объемом  450  мкл  переносили  в  виалу  на  2  мл,  выпаривали  в  шкафу  для
выпаривания  при  температуре  не  выше  40°  С,  затем  добавляли  100  мкл  смеси  2-
пропанола и ацетонитрила 1:1 (IPA:ACN 1:1), переносили в коническую вставку, закрывали
виалу для проведения дальнейшего анализа.

Условия хроматографического разделения и детектирования

Условия хроматографирования и детектирования были подобраны экспериментально. 

Для проведения исследования использовали хроматографическую колонку Zorbax Eclipse
Plus C18 RRHD (1.8 мкм, 2.1 x 50мм) с предколонкой Zorbax Eclipse Plus C18 (1.8 мкм, 12,5 x
2.1мм)  (Agilent  Technologies,  Калифорния,  США).  Температура  термостата  колонок
составляла  50°  С.  В  качестве  подвижной  фазы  применяли  элюент  А  (10  мМ  водный
раствор  формиата  аммония/ацетонитрил,  (20:80,  v:v))  и  элюент  В  (2-пропанол)  в
градиентном режиме элюирования (табл. 1) со скоростью потока 0,4 мл/мин и объемом
вводимой пробы 5 мкл. Время анализа для каждого образца составило 11 минут. ВЭЖХ-
МС/МС параметры для PEth и внутреннего стандарта PEth-d5 указаны в таблице 2.

Таблица 1. Градиент состава подвижной фазы

Время анализа, мин Объемная доля элюента А, % Объемная доля элюента В, %

0.00 90.0 10.0

0.01 50.0 50.0

2.00 50.0 50.0

3.00 0.0 100.0

5.00 0.0 100.0

6.00 90.0 10.0

Таблица 2. ВЭЖХ-МС/МС параметры

Аналит
Время

удерживан
ия (мин)

MRM
переходы

Напряжение на
фрагменторе (В)

Энергия в
ячейке

соударения (В)

Время
выдержки (мс)

PEth 16:0/18:1 3.6

701.8 →
281.3

239

29

200
701.8 →

255.3
37

PEth 16:0/18:1-d5

(ВС)
3.6

706.8 →
281.3

239

29

200
706.8 →

255.3
37
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Результаты и обсуждение

Валидация методики

Валидация биоаналитической методики была проведена на основе руководства FDA по
следующим параметрам:  селективность;  нижний предел количественного определения
(НПКО);  линейность;  перенос  пробы,  точность,  прецизионность,  эффект  матрицы,
стабильность (внутри- и межлабораторная) [17]. 

Селективность

Селективность  оценивалась  путем  сравнения  хроматограмм  образца  холостой
биологической матрицы с хроматограммой образца НПКО, содержащего  PEth 16:0/18:1
(0.0025 мкмоль/л) и PEth 16:0/18:1-d5 (1.6 мкмоль/л) (рис. 1,2).

Рис. 1. Хроматограмма PEth 16:0/18:1 и PEth 16:0/18:1-d5 в цельной крови – холостой биологической 
матрице.

Рис. 2. Хроматограмма PEth 16:0/18:1 и PEth 16:0/18:1-d5 в цельной крови – биологическая матрица с 
прибавлением растворов рабочего и внутреннего стандартов. 

ISSN 2308-9113 5



Журнал «Медицина» № 3, 2022 6

Нижний предел количественного определения и линейность

Линейность  подтверждалась  в  диапазоне  концентраций  от  0.0025  мкмоль/л  до  3.0
мкмоль/л.  По  полученным  значениям  был  построен  калибровочный  график  в
координатах  отношение  площади  пика  аналита  соответственно  к  площади  пика ВС  от
отношения  концентрации  аналита.  НПКО  методики  определяли  на  основании  данных
линейности, точности и прецизионности. За НПКО методики принималась минимальная
концентрация  PEth 16:0/18:1  в  цельной  крови  в  диапазоне  линейной  зависимости,
которую  можно  было  количественно  определить  с  приемлемой  прецизионностью  и
точностью,  которая  составила 0.0025 мкмоль/л.  Отношение сигнал/шум по пикам  PEth
16:0/18:1, рассчитанное при помощи программного обеспечения Mass Hunter, составило
более 10:1. 

Калибровочная  кривая  носила  линейный  характер  во  всем  диапазоне  определяемых
концентраций 0.0025 мкмоль/л  – 3.0  мкмоль/л.  Полученный коэффициент корреляции
соответствовалкритерию  пригодности  (не  менее  0,99)  (рис.  3).  Относительная
погрешность измерений для калибровочных образцов составила не более 20% для НПКО
и не более 15% для остальных точек от номинальных значений.

Рис. 3. Калибровочный график №1 зависимости отношения площади пика PEth 16:0/18:1 к площади 
пика PEth 16:0/18:1-d5 от концентрации PEth 16:0/18:1.

Отклонения  концентраций  калибровочных  образцов,  рассчитанные  по  уравнению
линейной зависимости от номинальных значений, приведены в таблице 3. 
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Таблица 3. Отклонения концентраций PEth 16:0/18:1 в калибровочных образцах от их номинальных 
значений, калибровочный график №1

Концентрация, номинальная,
мкмоль/л

Концентрация, 
рассчитанная, мкмоль/л

Е, % Норма,
не более %

0,0025 0,0029 16,00 20

0,005 0,0054 8,00 15

0,01 0,0093 -7,00 15

0,05 0,0469 -6,20 15

0,1 0,0971 -2,90 15

0,5 0,4492 -10,16 15

1 0,9153 -8,47 15

3 3,0567 1,89 15

Перенос пробы

Перенос PEth 16:0/18:1 оценивался при последовательном анализе проб с концентрацией
PEth  16:0/18:1  3  мкмоль/л  и  чистой  цельной  крови.  В  результате  последовательного
анализа  на  хроматограмме  чистой  крови  отсутствовали  пики,  соответствующие  по
времени удерживания PEth 16:0/18:1. Таким образом, перенос пробы не наблюдался.

Точность и прецизионность

Анализ точности и прецизионности методики внутри цикла проводили с использованием
пяти  образцов  холостой  цельной  крови  (n=5)  с  добавлением  рабочих  стандартных
растворов  PEth 16:0/18:1 до получения концентраций 0.0025, 0.0075, 1.5, 2.25 мкмоль/л
(QCA,  QCB,  QCC,  QCD).  Анализ  точности  и  прецизионности  методики  между  циклами
проводили  на  этих  же  4  уровнях  концентрации  PEth 16:0/18:1  между циклами за  три
различных дня (n=15).  Полученные величины относительного стандартного отклонения
(RSD, %)  и  относительной погрешности  (Е,  %)  соответствуют нормам (не более 20% на
уровне НПКО, не более 15%  – для остальных точек). Полученные результаты позволяют
считать  методику  точной  и  прецизионной  при  определении  PEth 16:0/18:1  в  цельной
крови (табл. 4,5).

Таблица 4. Прецизионность и точность методики определения PEth 16:0/18:1 в цельной крови внутри 
аналитического цикла (n=5)

Концентрация,
номинальная, мкмоль/л

Концентрация,
рассчитанная, мкмоль/л

RSD, % E, %

0,0025 0,0030 ± 0,0001 4,38 19,20

0,0075 0,0072 ± 0,0000 0,00 -4,00

1,5 1,6203 ± 0,0051 0,31 8,02

2,25 2,2403 ± 0,0061 0,27 -0,43
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Таблица 5. Прецизионность и точность методики определения PEth 16:0/18:1 в цельной крови между 
аналитическими циклами (n=15)

Концентрация,
номинальная, мкмоль/л

Концентрация,
рассчитанная, мкмоль/л

RSD, % E, %

0,0025 0,0029 ± 0,0001 5,00 14,93

0,0075 0,0072 ± 0,0001 1,72 -4,44

1,5 1,5518 ± 0,0523 3,37 3,46

2,25 2,2883 ± 0,0408 1,78 1,70

Эффект матрицы

Эффект матрицы (МЕ) был оценен на нижнем и верхнем уровнях диапазона линейности
PEth 16:0/18:1  (0.0075  мкмоль/л  и  2.25  мкмоль/л).  Значения  МЕ,  а  также  МЕ,
нормализованного  по  ВС,  для  нижнего  уровня  концентраций  составили  95%  и  102%,
соответственно;  для  верхнего  уровня  –  91%  и  98%,  соответственно.  Рассчитанные
значения ME удовлетворяют критериям приемлемости.

Стабильность

Проведенные  исследования  на  образцах  цельной  крови  показали,  что  PEth  16:0/18:1
стабилен при различных условиях хранения. Была показана стабильность PEth 16:0/18:1
при  хранении  в  течение  6  часов  при  комнатной  температуре.  Помимо  этого,  было
подтверждено, что хранение при температуре -20° С в течение 4 недель, а также 3 цикла
заморзки-разморозки не влияют на стабильность PEth 16:0/18:1. 

Заключение

Разработана  и  валидирована  методика  количественного  определения
фосфатидилэтанола  в  плазме  крови  методом  ВЭЖХ-МС/МС.  Аналитический  диапазон
методики составил 0.0025 мкмоль/л – 3.0 мкмоль/л;  уровень НПКО  PEth 16:0/18:1 был
равен 0.0025 мкмоль/л.  Данная методика пригодна для использования  в лабораторно-
диагностической  практике  с  целью  контроля  лиц  групп  риска  по  злоупотреблению,
ремиссии алкоголизма и рецидивам.
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Abstract

Introduction.  Phosphatidylethanol (PEth) is a phospholipid slowly forming in cell membranes as a result of the
phospholipase D enzymatic reaction between phosphatidylcholine  and ethanol.  As  a  result  of  the analysis  of
published scientific papers, high performance liquid chromatography with mass spectrometric detection is used to
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determine phosphatidylethanol as a method with high specificity, accuracy, precision and the ability to determine
substances at minimum concentrations, which is fundamental for clinical laboratory diagnostics when monitoring
alcohol  abuse  in  the  population.  Aim. The  aim of  the  study  was  to  develop  and  validate  a  method  for  the
quantitative determination of a direct marker of alcohol abuse, phosphatidylethanol, in human blood.  Materials
and  methods. Phospholipid  was  quantified  by  high  performance  liquid  chromatography  with  tandem  mass
spectrometry.  Results of the study and their discussion. The developed method was validated for the following
parameters: selectivity, lower limit of quantitation, linearity, sample transfer, accuracy, precision, matrix effect,
stability. The analytical range was 0.0025 µmol/L – 3.0 µmol/L; LPCO level PEth 16:0/18:1 0.0025 was equal to
µmol/l. Conclusions. The developed method for the quantitative determination of phosphatidylethanol is suitable
for use in laboratory diagnostics in order to monitor the population in the analysis of alcohol abuse. 

Keywords: alcohol abuse biomarkers, phosphatidylethanol, HPLC-MS/MS, validation
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