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Обобщен опыт определения химических форм микроэлементов в биологических объ-
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дические подходы к определению форм микроэлементов в биологических средах. В качестве 
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объектах обсуждены на примере определения форм селена, мышьяка, ртути и хрома. Би-
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Чем совершеннее техника
исследования состава организмов,

тем большее число химических
элементов находим мы в них

А.Е. Ферсман

Введение
Сравнительно недавно возникло, а в настоящее 

время интенсивно развивается новое междисци-
плинарное научное направление – металломика. 

Металломика объединяет области биологии, химии 
и медицины, связанные с определением химических 
форм элементов в живых клетках, изучением их 
функций и распределения в организме, выяснением 
молекулярных механизмов металлозависимых био-
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логических процессов [1-4]. В рамках металломики 
изучают функции и распределение химических 
элементов в биологических системах, а также 
молекулярные механизмы металлозависимых 
биологических процессов. Важнейшая область 
металломики – методы элементного, веществен-
ного и структурного анализа, поскольку только 
достоверное определение химических форм эле-
ментов в биологических средах может обеспечить 
успешное развитие этого научного направления.

Интерес к этому направлению связан с тем, 
что различные химические формы одного и того 
же элемента имеют разную биологическую актив-
ность. Согласно рекомендациям IUPAC термин 
«химическая форма» относится к изотопному со-
ставу элемента, его электронному состоянию, 
степени окисления, а также к молекулярному и/
или комплексному строению его соединений [5].

В клетках живых организмов эссенциальные 
и токсичные металлы могут присутствовать в виде 
ионных и молекулярных неорганических форм, ал-
килированных форм, соединений с аминокислотами, 
углеводами, нуклеиновыми кислотами, белками и 
другими биогенными соединениями [6]. Результаты 
определения содержания форм элементов, полу-
чаемые при выполнении вещественного анализа 
биологических объектов, позволяют не только 
оценить источники и пути поступления элемен-
тов в организм, но и установить закономерности 
транспорта, распределения, биотрансформации 
элементов в организме, что важно при решении 
задач токсикологии, фармакологии, биохимии, 
клинической и экологической химии.

Информативность результатов определения 
химических форм элемента в биологических объ-
ектах значительно выше по сравнению с информа-
тивностью величины его общего содержания [7-9]. 
Например, данные о содержании комплекса кадмия 
с металлотионеином в плазме крови или моче несут 
большую диагностическую информацию о длитель-
ном воздействии кадмия на организм, чем общая 
концентрация кадмия [3]. Увеличение концентрации 
этого комплекса свидетельствует о депонировании 
кадмия в почках. От химической формы элемента 
непосредственно зависят процессы абсорбции 
[10], транспорта, распределения [11, 12], депониро-
вания, биотрансформации, выведения элементов 
из организма и т.д. [13]. Так, например, абсорбция 
паров элементарной ртути в альвеолах легких осу-
ществляется практически полностью, в то время 
как в желудочно-кишечном тракте ее абсорбция 
незначительна [10, 14, 15]. Транспорт липофильных 
соединений и незаряженных низкомолекулярных 
комплексов в основном осуществляется неспец-
ифически, а гидрофильные и заряженные частицы 
проникают через клеточные мембраны посредством 
специфических транспортных систем: через ионные 
каналы или в виде комплексов с соответствующим 
белком-переносчиком [10]. Более высокая нейроток-

сичность алкильных производных ртути, свинца и 
олова по сравнению с неорганическими формами 
[10, 15] связана с их липофильными свойствами, 
обесчивающими большую возможность для проник-
новения в организм и отдельные жизненно важные 
органы. Липофильные формы легко проникают через 
гематоэнцефалический барьер и накапливаются в 
богатой липидами нервной ткани. В свою очередь, 
токсичность ионов металлов во многом определяется 
степенью окисления элемента. Шестивалентный хром 
обладает выраженным канцерогенным действием, 
в то время как трехвалентный хром участвует в 
метаболизме углеводов и липидов [16].

Химические формы металлов в организме 
можно условно разделить на две большие группы – 
экзогенные и эндогенные формы [17]. К экзогенным 
формам относятся неорганические формы металлов 
и металлоорганические соединения, образовавши-
еся ещё до поступления в живые организмы и не 
претерпевшие в них существенных изменений. К их 
числу относятся, например, алкилртуть, алкилсви-
нец, бутил- и фенилолово. Формы данной группы в 
большинстве случаев идентифицированы и доступ-
ны или в виде готовых препаратов, или существует 
возможность их синтеза. Эндогенные химические 
формы – это соединения, присутствующие в орга-
низме и образующиеся в результате деятельности 
живых клеток в результате трансформации экзоген-
ных форм, вследствие взаимодействия элементов с 
макромолекулами (протеины, нуклеиновые кислоты, 
полисахариды) и низкомолекулярными органиче-
скими лигандами (цитрат, тартрат, оксалат, фитат, 
аминокислоты и олигопептиды). Включение атомов 
микроэлементов в биомолекулы происходит раз-
личными путями. Халькофильные элементы Cu, Zn, 
Cd, Hg и Ag чаще всего связываются с белками и их 
составными частями (металлотионеины, альбумин, 
фитохелатины, цистеин, метионин) через атомы серы. 
Mo, Mn, Fe, Co и Ni в большинстве металлоферментов 
координируют биомолекулы преимущественно через 
атомы кислорода и азота. По этой же схеме иногда 
координируют биолиганды Cu и Zn. Неметаллы As, 
Se и I образуют связь элемент-углерод (арсеноса-
хара, селеноаминокислоты, тиреоидные гормоны). 
Основная сложность определения эндогенных форм 
связана с недостаточной информацией о формах 
нахождения микроэлементов в конкретной биологи-
ческой системе и высокой лабильностью этих форм.

Общей проблемой идентификации и опре-
деления как экзогенных, так и эндогенных форм 
является контроль качества измерений, так как 
наиболее надежным способом доказательства 
правильности полученных результатов является 
анализ стандартного образца состава исследуемого 
объекта [18-20]. Однако стандартные образцы со-
става клинических образцов, важных с точки зрения 
диагностики и изучения метаболизма элементов в 
живых организмах (моча, кровь, спинномозговая 
жидкость, ткани, волосы и др.), с аттестованными 
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значениями концентрации химических форм эле-
ментов практически отсутствуют. Авторам обзора 
удалось найти сведения о стандартных образцах 
состава таких объектов, как рыба и донные отло-
жения, с аттестованными значениями концентра-
ции некоторых экзогенных форм ртути, олова и 
мышьяка [21]. Что касается клинических образцов, 
то известно о существовании только контрольного 
образца мочи с известным содержанием 5 форм 
мышьяка и образцов состава волос с известной 
концентрацией ртути (II) и метилртути. Существую-
щих на рынке стандартных образцов состава явно 
не достаточно для решения задач вещественного 
анализа биологических объектов. В результате 
этого, на сегодняшний день для оценки правиль-
ности результатов анализа суммарное содержание 
всех форм элемента, как правило, сравнивают с 
его общим содержанием в анализируемом образце.

Наличие подобных метрологических про-
блем, не снижает интереса к определению форм 
существования микроэлементов в различных био-
логических объектах. Согласно данным рефератив-
ных баз Scopus и Web of Science по этой тематике 
опубликовано большое количество оригинальных 
и обзорных статей. Только за последние 5 лет по-
явилось свыше десятка обзоров [15, 16, 22-31], а 
также несколько специализированных монографий 
[32-34]. Тем не менее, в отечественной аналити-
ческой практике этой области исследований пока 
уделяется ограниченное внимание. Особенно это 
касается определения химических форм микроэле-
ментов в клинических образцах. В сравнительно 
редких публикациях по тематике вещественного 
анализа объектами исследования преимущественно 
являются экологические объекты – вода [35-39], 
почвы и донные отложения [40].

Авторам удалось найти всего одну обзорную 
статью на русском языке [8], в которой с меди-
ко-биологической точки зрения обосновывается 
важность определения форм микроэлементов в 
клинических объектах анализа, но аналитические 
аспекты этой проблемы авторами практически не 
обсуждаются.

1. Химико-аналитические аспекты 
определния химических форм 
микроэлементов в биологических 
объектах
1.1. Общие методические подходы к 
исследованию форм в биологических 
объектах

Исследование форм существования хими-
ческих элементов в биологических объектах на-
чинали с биогенных элементов, присутствующих в 
живых организмах в макроколичествах. При этом 
на начальных этапах развития бионеорганической 
химии исследование комплексов макроэлементов 
с биологическими лигандами проводили путем их 

выделения в виде индивидуальных веществ [6]. 
Для определения структур использовали спек-
троскопию ЯМР [41], рентгеновские методы [22, 
42-45] методы мессбауэровской [46], электронной 
или инфракрасной спектроскопии [6]. Подобный 
подход к решению проблемы определения форм 
оказался неприемлемым для элементов, присут-
ствующих в объектах исследования в микро- и 
ультрамикроколичествах.

К настоящему времени в организме человека 
обнаружено до 80 химических элементов. При этом 
все они в той или иной степени участвуют в процес-
сах жизнедеятельности. Кроме того, практически 
каждый из микроэлементов, присутствующих в 
организме, распределяется между нескольки-
ми химическими формами, поэтому проблема 
определения в биологических объектах форм 
нахождения микроэлементов начинается с поис-
ка общеметодических подходов к ее решению. В 
настоящее время предложено два общих подхода. 
Первый – разработка методов непосредсвенного 
количественного анализа определённых химиче-
ских форм микроэлементов на принципе создания 
чувствительных к ним биосенсоров. Однако успехи 
в развитии этого направления пока достаточно 
скромные. Поэтому основное внимание уделяется 
развитию гибридных методов  анализа [47], селек-
тивность которых по отношению к определённым 
формам обеспечивается их предварительным 
разделением в сочетании с последующим детек-
тированием индивидуальных форм с помощью 
элементоспецифичных детекторов.

Элементоселективные биосенсоры создаются 
на основе специальных культур клеток микро-
организмов. Биосенсоры используют для оценки 
биооступности и токсичности определенных форм 
микроэлементов (например, Al, As, Cu, Hg, Ni и 
Zn) при совместном присутствии в анализируе-
мом образце и лишь иногда для количественного 
определения химических форм [46-49]. Например, 
в работе [48] помимо определения биодоступности 
мышьяка, авторам удалось провести количественное 
определение отдельной его формы – арсенита – в 
водных экстрактах из почв и донных отложений. 
Сообщений об определении с применением био-
сенсоров отдельных форм элементов в клиниче-
ских объектах анализа авторам данного обзора 
найти не удалось.

Проведение количественного анализа с ис-
пользованием биосенсоров возможно только при 
условии, что матрица образца и нецелевые микро-
компоненты не вызывают необратимых изменений 
иммобилизированного биологического материала 
(денатурацию ферментов и мембранных протеинов, 
лизис клеток и т.п.), не препятствуют воспроизво-
димому детектированию аналитического сигна-
ла сенсора, а также не вызывают значительной 
стимуляции роста культур за счет избыточного 
питательного материала. В работах обзорного 
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характера [49, 50] изложены общие принципы 
устройства и работы биосенсоров, примеры их 
применения в аналитической практике, а также 
перспективы и ограничения данных аналитических 
систем как для измерения групповых параметров 
(биодоступность, токсичность), так и при анализе 
индивидуальных химических соединений. Как 
правило, эти условия, в той или иной степени, со-
блюдаются только в случае сравнительно простых 
объектов анализа, таких как природные и сточные 
воды [51] и вытяжки из почвы [52-55].

При интерпретации данных по оценке токсич-
ности и биодоступности отдельных форм микроэле-
ментов, полученных с использованием биосенсоров, 
необходимо учитывать, что восприимчивость разных 
групп микроорганизмов к определенным формам 
значительно отличается и тот факт, что воспри-
имчивость микроорганизмов может существенно 
отличаться от восприимчивости высших животных 
[48]. Кроме того, применение биосенсоров затруд-
нительно для анализа биологических объектов, 
богатых органическим углеродом и, особенно, кли-
нических образцов, в которых велика вероятность 
присутствия агентов иммунной системы. Нельзя 
не согласиться с высказанным в [50, 56] мнением, 
что для того, чтобы сделать подобные аналити-
ческие методы применимыми для повседневного 
количественного определения микроэлементов, 
необходимы дополнительные исследования.

Как уже было отмечено выше, в настоящее время 
признано, что наиболее перспективным направлением 
в методологии определения форм микроэлементов 
являются гибридные методы, целесообразность 
применения которых впервые обоснована в конце 
1970-х годов в работах Ван Луна и Сузуки (Van Loon, 
Suzuki) [57, 58]. Основу таких гибридных методов 
составляют различные сочетания хроматографи-
ческого или электрофоретического разделения 
форм элементов с их последующим селективным 
элементоспецифичным детектированием. При вы-
полнении вещественного анализа биологических 
сред с применением гибридных методов одной 
из важнейших стадий является подготовка проб, 
обязательным требованием к которой является со-
хранение естественного распределения химических 
форм микроэлемента в объекте анализа.

1.2. Подготовка проб при определении форм 
микроэлементов в биологических объектах

Операции, выполняемые на стадии подго-
товки проб, зависят от агрегатного состояния объ-
екта анализа. В случае биологических жидкостей 
– это разбавление проб для их гомогенизации и 
снижения вязкости, иногда – экстракция аналитов 
в органический растворитель [23, 24, 59-68]. Из-
влечение целевых компонентов из твёрдофазных 
образцов на стадии пробоподготовки проводят во-
дными буферными смесями [64, 69, 70], водой [71-73], 
водно-метанольными смесями [43, 74-80], индиви-

дуальными органическими растворителями [81-88]. 
При этом необходимо отметить, что применение 
органических растворителей возможно только в 
случае относительно инертных форм и недопустимо 
при определении лабильных компонентов, таких 
как комплексы металлов с белками. Органические 
растворители вызывают денатурацию протеинов 
и нарушение естественного распределения форм. 
При определении форм, присутствующих в твердо-
фазных образцах, одной из существенных проблем 
является низкая степень извлечения аналитов из 
образца в силу невозможности применения высоко-
эффективных методов, включающих деструкцию 
матрицы. Для увеличения степени извлечения при 
выделении форм из образца используют ультразвук 
[75, 89-91], микроволновое излучение [67, 76, 90-95], 
ферментативный гидролиз белков [70, 73, 74, 83, 84, 
96-103]. Однако при определении, например, селено-
протеинов необходимо исключить любой гидролиз и 
окислительную деградацию аналитов. Для сохране-
ния нативности химических форм всегда требуется 
строгое соблюдение условий кислотности среды и 
окислительного потенциала системы [27], а также 
исключение деградации биомолекул микроорганиз-
мами и собственными ферментами. Для уменьше-
ния деградации белков вводят ингибиторы протеаз 
[104]. В случае легко окисляемых форм операции с 
пробой проводят в инертной атмосфере [105]. Все 
растворы перед введением в систему разделения, 
как правило, фильтруют через мембранные фильтры. 
Методические промахи, допущенные на стадии из-
влечения форм из образца, делают бессмысленным 
самое эффективное разделение и использование 
чувствительных и селективных детекторов.

1.3. Методы разделения форм 
микроэлементов, присутствующих в 
биологических объектах

При анализе сложных многокомпонентных 
проб, когда одного метода разделения оказывается 
недостаточно, применяют многомерное разделение 
(ММР), реализуемое, как правило, комбинированием 
различных вариантов хроматографии и электро-
фореза [74, 106-108]. Однако использование ММР 
значительно усложняет анализ и практически ис-
ключает работу в on-line режиме.

Универсальным методом разделения форм 
микроэлементов является высокоэффективная 
жидкостная хроматография (ВЭЖХ). Большое 
разнообразие стационарных и подвижных фаз 
позволяет использовать ВЭЖХ для разделения 
химических форм большинства элементов. При 
выборе конкретного варианта ВЭЖХ учитывается 
возможность взаимодействия компонентов пробы 
с подвижной и стационарной фазами. Одним из 
наиболее распространенных вариантов ВЭЖХ 
при определении форм микроэлементов является 
обращеннофазовая жидкостно-абсорбционная 
хроматография (ОФЖАХ), с использованием в 
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качестве стационарных фаз силикагеля, модифи-
цированного прививкой силанольных групп C18 [109]. 
ОФЖАХ обеспечивает разделение неполярных 
и малополярных форм элементов. Элюирование 
проводят водными буферными растворами (аце-
татный буфер [96, 102, 110-112], 0.1 % трифторук-
сусная кислота [99, 112, 113] и др.), в которые в 
качестве регулятора элюирующей способности 
вводят смешивающийся с водой органический 
растворитель, преимущественно метанол [99, 100, 
112, 114-117], реже ацетонитрил [118, 119]. ОФЖАХ 
используют для разделения селеноаминокислот 
[99, 100, 112-117] и форм ртути, стабилизированных 
в виде комплексов с тиолсодержащими лигандами 
– меркаптоэтанолом [94, 95, 110, 120, 121], пирро-
лидиндитиокарбаматом аммония или натрия [122, 
123], цистеином [111, 120].

Из других вариантов ВЭЖХ для разделения 
форм микроэлементов, присутствующих в био-
логических объектах, чаще всего применяется 
ионная (ИХ) и ионпарная хроматография (ИПХ). 
Первая обеспечивает возможность разделения 
непосредственно ионных форм микроэлементов, 
присутствующих в биологических жидкостях. Вариант 
ИПХ позволяет повысить селективность разделения 
форм элементов за счет использования ион-парных 
реагентов, образующих электронейтральные, как 
правило, неполярные ассоциаты только с одной 
из определенных форм, которые далее опреде-
ляют методом ОФЖАХ. Вместе с тем применять 
ИПХ необходимо с отсторожностью, поскольку 
ион-парный реагент может являться дополни-
тельным фактором, влияющим на естественное 
распределение форм элементов и искажающим 
результаты анализа.

В ИПХ применяют такие же стационарные и 
подвижные фазы, как и в ОФЖАХ. Отличие заклю-
чается во введение в состав элюента ион-парного 
реагента, к которому предъявляются следующие 
требования: зарядовая совместимость с анали-
зируемыми формами, однозарядность, апротон-
ность, хорошая растворимость в подвижной фазе 
и отсутствие разрушающего действия на материал 
хроматографической системы и аналиты. Широкий 
выбор ион парных реагентов обеспечивает ИПХ 
большую гибкость по сранению с ОФЖАХ. В качестве 
ион-парного реагента при разделении форм наи-
более часто применяют соли тетрабутиламмония 
[86, 93, 109, 122, 124-128] и других четвертичных 
аммониевых оснований [129], сульфокислоты [78, 
89], перфторкарбоновые кислоты [99, 101, 114, 
130-132]. Подвижные фазы – водно-метанольные 
растворы малоновой кислоты [74, 92, 93, 127], 
фосфатные [90, 119, 124, 125, 129] и цитратные 
буферные растворы [89], растворы щелочей [133], 
трифторуксусной кислоты [84], различных комплек-
сообразователей [126]. С помощью ИПХ разделяют 
формы As (арсенит, арсенат, мышьякорганические 
кислоты) [78, 89, 90, 92, 93, 125, 127-129], неоргани-

ческие и органические формы Se [74, 84, 100, 101, 
113, 114, 131-133] и Hg [67, 86]. ИПХ обеспечивает 
хорошое разделение для большого количества 
химических форм элементов, так как условия раз-
деления обычно можно тонко оптимизировать под 
конкретную задачу.

Наиболее часто используемый вариант хро-
матографического разделения и определения 
форм элементов – ионная хроматография. Для 
разделения форм чаще применяют колонки с ани-
онообменными ионитами, однако возможно ис-
пользование и катионообменного разделения. В 
анионообменной ИХ применяют элюенты в основном 
на основе фосфатных буферов для форм As [43, 
64, 72, 75, 77, 79, 82, 91, 119, 134-138] и цитратных 
[83, 84, 98, 99, 115, 116, 132, 139, 140] для Se. При 
определении форм As иногда используют раство-
ры кислот [76, 141] и щелочей [64, 117, 142]. При 
определении селеноорганических форм в состав 
элюента часто вводят 1-3 % метанола [70, 83, 84, 
98, 99, 103, 117, 132, 140-143], поскольку разделение 
слабоионизированных форм происходит, вероятно, 
по смешанному механизму, включающему помимо 
электростатического взаимодействия аналитов с 
функциональными группами гидрофобное взаимо-
действие с неполярным углеводородным скелетом 
стационарной фазы. Для увеличения ионной силы 
раствора в подвижную фазу иногда добавляют 
средние соли, такие как NH4NO3, (NH4)2SO4, напри-
мер, при определении форм As [82, 135] и Cr [144, 
145]. В катионообменной ИХ в качестве подвижных 
фаз применяют в основном растворы солей пири-
диния [71, 75-77, 79, 82, 103, 115, 116, 136, 137, 143, 
146-149]. Для разделения большого числа форм Se 
и As многие авторы параллельно используют как 
анионообменную, так и катионообменную ИХ [71, 
75, 77, 79, 115, 116, 136, 137, 147, 148, 150].

Основное применение ИХ в вещественном 
анализе находит для определения форм As [43, 64, 
65, 69, 72, 75-77, 79, 82, 91, 96, 119, 134-138, 141, 146-
148, 150-160] и Se [70, 73, 83, 84, 96-98, 103, 115-117, 
130, 132, 139, 140, 142, 143, 149, 161]. ИХ используют 
также для определения Cr (III) / Cr (VI) [144, 145] и 
валентных форм других элементов, например Sb 
(III) / Sb (V) [162, 163]. На долю ИХ приходится не 
менее половины всех публикаций. Это связано, 
с одной стороны, с хорошей эффективностью 
разделения, а с другой, с тем, что многие формы 
элементов, присутствующих в реальных объектах, 
представляют собой заряженные частицы или же 
легко ионизируются при небольшом изменении 
кислотности среды.

Жидкостно-адсорбционная хроматография 
(ЖАХ) с полярными стационарными фазами при-
меняется в вещественном анализе биологических 
объектов сранительно редко, так как в случае по-
лярных сорбентов часто проявляются эффекты 
необратимой сорбции химических форм многих 
микроэлементов. Для определения неустойчивых 
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и лабильных форм наиболее предпочтительной 
является гель-фильтрационная хроматография 
(ГФХ). Разделение методом ГФХ не приводит к на-
рушению естественного распределения форм, так 
как обычно используемые в ГФХ подвижные фазы 
– буферные растворы с близкими к нейтральным 
значениями pH [99, 100, 102, 104, 164-168]. Таким 
образом, важная область применения ГФХ – раз-
деление лабильных комплексов металлов с био-
лигандами. ГФХ позволяет получать информацию 
о молекулярных размерах молекул и оценивать 
молекулярную массу аналитов. Эта информация 
особенно важна при изучении металлоферментов 
[165, 169], специфического транспорта ионов ме-
таллов в организме [107, 164-166, 170, 171], а также 
селенопротеинов [99, 105, 130, 169]. Данный метод 
также может быть рекомендован в качестве вспо-
могательного на начальных стадиях разработки 
методик для получения первичной информации 
о распределении форм в образце. Ограничением 
ГФХ является относительно низкая эффективность 
разделения по сравнению с другими хроматогра-
фическими методами.

К числу хроматографических методов, срав-
нительно редко применяемых в анализе форм 
микроэлементов в биообъектах, относится газовая 
хроматография (ГХ), что связано с ограниченным 
числом термически устойчивых и одновременно 
летучих химических форм микроэлементов. Данный 
метод применяют, в первую очередь, при анализе 
экзогенных форм ртути и олова [59, 172-180], реже 
летучих форм селена [181]. Для определения моно-, 
ди-, трибутилолова, метилртути и неорганической 
ртути применяют капиллярные колонки с силокса-
новыми адсорбентами и проводят дериватизацию 
аналитов преимущественно тетраэтилборатом на-
трия в кислой среде (ацетатный буферный раствор), 
причем стадия дериватизации обычно совмещена 
с извлечением форм из образца.

Существенным дополнением, а иногда альтер-
нативой хроматографическим методам в веществен-
ном анализе биологических объектов в последние 
годы становится капиллярный электрофорез (КЭ) 
[182, 183]. КЭ позволяет разделять простые неорга-
нические ионы, элементорганические соединения, 
комплексы элементов с органическими лигандами и 
биомолекулами. При разделении форм используют 
простые [87, 105, 184-190] и модифицированные 
кварцевые капилляры [88, 191-194]. Помимо моди-
фикации поверхности капилляра органическими 
полимерами (полиакриламид и др.) для изменения 
характеристики электроосмотического потока в 
ведущий электролит вводят добавки поверхностно 
активных веществ [184] и растворов полимеров [187, 
194, 195], что позволяет улучшить разделение и 
расширить возможности метода. Для разделения 
и определения органических и неорганических 
форм Hg применяют буферные водно-метаноль-
ные растворы на основе борной кислоты [87, 88]; 

для определения форм CrIII/CrVI [192-194] и SeIV/
SeVI [184, 191] используют уксуснокислые растворы 
L-гистидина и фосфатные буферные растворы.

По сравнению с ВЭЖХ КЭ, как правило, обе-
спечивает более высокое разрешение, уменьшение 
объемов пробы и времени разделения [188]. При 
изучении распределения химических форм и мета-
болизма элементов в живом организме в условиях 
капиллярного электрофореза по сравнению с 
ВЭЖХ значительно проще моделировать условия, 
существующие в живой клетке [189]. Вместе с тем 
метод КЭ ограничен по чувствительности. Содер-
жание многих форм элементов в ряде случаев 
оказывается ниже пределов обнаружения (ПО) 
наиболее чувствительных систем детектирования, 
что требует дополнительной стадии концентри-
рования аналитов перед разделением или непо-
средственно в разделяющем капилляре. Следует 
отметить, что из-за необходимости поддержания 
эффективного электрического контакта на краю 
капилляра интерфейс КЭ с системой детектирова-
ния оказывается еще более сложным, чем в случае 
хроматографического разделения (см. далее).

При выборе компонентов буферных раство-
ров помимо условий сохранения естественного 
распределения определяемых форм принимается 
во внимание тип применяемого детектора. В част-
ности, в случае наиболее широко используемых 
детекторов с индуктивно связанной плазмой (ИСП) 
недопустимо применение концентрированных 
фосфатных буферных систем и высоких концен-
траций органических растворителей в силу ин-
терфейсных проблем, обсуждаемых ниже. Для 
уменьшения нагрузки на плазму разряда пред-
почтительно применение легкодиссоциирующих 
солей, таких как ацетаты, малонаты, формиаты и 
цитраты аммония. При проведении градиентного 
элюирования необходимо учитывать, что даже 
незначительное изменение состава подвижной 
фазы может значительно отразиться на флукту-
ациях шумового сигнала детектора и положении 
базовой линии [196].

1.4. Методы детектирования форм 
микроэлементов в гибридных методах их 
определения

Для детектирования форм микроэлемен-
тов, присутствующих в биообъектах, применяют 
различные спектральные методы: атомно-аб-
сорбционную (ААС) [43, 66, 87, 138, 159, 197-200], 
атомно-флуоресцентную (АФС) [63, 64, 77, 82, 128, 
134, 163, 184, 201-203], атомно-эмиссионную (АЭС) 
спектрометрию [124, 204-206], масс-спектрометрию 
с индуктивно связанной плазмой (ИСП-МС) [207-
209]. Для детектирования в газовой хроматографии 
используют масс-спектрометрию с ионизацией 
электронным ударом [173, 177, 179], ИСП-МС [175, 
178], атомно-эмиссионные [59] и атомно-флуорес-
центные детекторы [180].
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Использование классических электрохимиче-
ских и фотометрических детекторов при хроматогра-
фическом или электрофоретическом определении 
форм микроэлементов ограничено, так как, во-первых, 
они, как правило, уступают по чувствительности 
методам атомной и масс-спектрометрии, а во-
вторых, обычно требуют предварительного пере-
ведения всех анализируемых форм в одну перед 
детектированием [210]. Классические детекторы 
в анализе форм элементов обычно используют в 
качестве вспомогательных детекторов, например, 
фотометрические детекторы используют для оценки 
времен удерживания таких компонентов как селе-
нопротеины, комплексы металлов с белками [211]. 
Что касается вольтамперометрических методов, то 
показана их применимость для раздельного опре-
деления устойчивых и лабильных форм, а также 
состояния окисления ионов металлов [212]. Однако 
ограничения чувствительности и селективности 
практически не позволяют их использовать при 
определении форм микроэлементов в реальных 
биологических системах [213].

Как уже было отмечено выше, наиболее 
перспективным и широко используемым элемен-
тоспецифичным детектором форм микроэлемен-
тов является ИСП-МС [214]. Достоинства данного 
метода общеизвестны: высокая чувствительность, 
широкий динамический диапазон, хорошая вос-
производимость результатов, применимость для 
детектирования форм большинства химических 
элементов, в том числе при их параллельном опре-
делении, возможность работать в on-line режиме 
[207, 215]. При анализе биосубстратов, в первую 
очередь, это относится к таким объектам, как сы-
воротка и плазма крови, моча, спинномозговая 
и амниотическая жидкости, экстракты цитозоля 
клеток, низкие содержания микроэлементов в 
которых ограничивают применение каких-либо 
других детекторов, метод ИСП-МС обычно не 
имеет альтернативы.

Вместе с тем метод ИСП-МС имеет свои огра-
ничения. При использовании индуктивно связанной 
плазмы в качестве источника ионизации необходимо 
учитывать возможные спектральные помехи – нало-
жение сигналов полиатомных и двухзарядных ионов, 
изобарные наложения [216, 217]. Эффективным 
способом коррекции помех полиатомных ионов в 
квадрупольной масс-спектрометрии является их 
фрагментация в результате ионно-молекулярных 
реакций в столкновительно-реакционных ячейках 
[216, 218, 219]. Оптимальное разделение ионных 
сигналов определяемых элементов и полиатом-
ных ионов достигается при использовании масс-
спектрометрии высокого разрешения (ВР-ИСП-МС) 
[75, 137, 151, 166, 216]. При отсутствии инструмен-
тальных возможностей устранения спектральных 
помех в простейших случаях применяют математи-
ческие уравнения, например, измерение m/z = 35 
(35Cl+), 37 (37Cl+) или 77 (40Ar37Cl+) при определении 

As (m/z = 75) для учета наложения 40Ar35Cl+ [79, 90, 
91, 136, 141, 147, 150, 155, 171]. Когда это возможно, 
определение форм элементов производят в on-line 
режиме. Это сокращает время анализа, улучшает 
воспроизводимость результатов, снижает риск за-
грязнения проб и вероятность потерь, окисления, 
деградации аналитов бактериями.

Основной проблемой в технике анализа форм 
элементов по гибридным схемам его выполнения 
является связывание системы разделения и де-
тектирования. В конфигурации интерфейса важно, 
чтобы устройство введения пробы из хромато-
графической или электрофоретической системы 
в детектор учитывало физические и физико-хи-
мические процессы, обеспечивающие транспорт 
аналитов в индуктивно связанную плазму детектора. 
Наличие интерфейса приводит к необходимости 
компромисса между наилучшим разделением и 
оптимальными условиями детектирования. Выбор 
состава элюента, скорости потока подвижной фазы, 
системы распыления, мощности высокочастотного 
генератора и скорости плазмообразующего и транс-
портного потоков аргона является результатом 
поиска такого компромисса.

Одним из возможных путей решения интер-
фейсных проблем является переведение анали-
тов в газообразное состояние с использованием 
техники холодного пара (Hg), генерации гидридов 
или других легколетучих соединений. На практике 
это реализуется следующим образом: после раз-
деления каждую из форм восстанавливают до 
гидрида и вводят в плазму разряда [125, 220-225]. 
Есть сообщения об использовании для перевода 
пробы в газообразное состояние лазерной абляции 
после разделения химических форм методами 
гель-электрофореза [226, 227] и тонкослойной 
хроматографии [228].

Несмотря на то, что газ является оптимальным 
агрегатным состоянием пробы для ИСП-источников, 
в большинстве случаев в плазму вводят жидкие 
пробы в виде тонкодисперсного аэрозоля. При 
этом система введения образцов в ИСП должна 
обеспечивать высокий выход тонкодисперсного 
аэрозоля и воспроизводимую доставку макси-
мального количества аналитов в факел плазмы, 
а также иметь минимальный «эффект памяти». 
Для диспергирования проб применяют различные 
распылительные системы. Их конструктивные 
особенности подробно описаны [28, 180, 229]. В 
системе интерфейса необходимо учитывать воз-
можное несоответствие оптимальной скорости 
потока жидкости в системе разделения и скорости, 
оптимальной для распыления.

Кроме того, в составе подвижных фаз для 
элюирования химических форм могут присутство-
вать высокие концентрации солей и органических 
растворителей. Это приводит к значительному 
увеличению спектральных помех полиатомных 
ионов, изменению температурно-ионизацион-
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ных характеристик индуктивно связанного разря-
да, осаждению солей и углерода на плазменной 
горелке и конусах масс-спектрометра. Высокая 
концентрация органического углерода приводит 
к неустойчивости плазмы вплоть до ее тушения и 
требует повышения мощности высокочастотного 
поля для стабилизации разряда. Для регулиро-
вания скорости потока, а также уменьшения кон-
центрации солей и органических растворителей 
применяют постколоночное разбавление [86, 142]. 
Уменьшения попадания в плазму разряда воды и 
органических растворителей добиваются охлаж-
дением распылительной камеры. Это позволяет 
сконденсировать в ней часть воды и органического 
растворителя и тем самым уменьшить фоновую 
нагрузку на плазменный разряд [91, 109, 129, 151].

Интерфейс КЭ и ИСП оказывается ещё 
сложнее, чем в случае ВЭЖХ и ИСП, из-за очень 
малых скоростей потока жидкости из капилляра 
и необходимости поддержания эффективного 
электрического контакта на его конце. Скорости 
потока, вытекающего из капилляра, чрезвычайно 
малы (мкл/мин), поэтому перед подачей в ИСП, 
как правило, требуется смешение потока с под-
питывающим буферным раствором. Это негативно 
отражается на чувствительности и воспроизво-
димости результатов анализа. Для улучшения 
воспроизводимости эффективным оказывается 
применение внутреннего стандарта [230].

Несмотря на все указанные ограничения, анализ 
публикаций показывает, что ИСП-МС – наиболее 
востребованный вариант элементоспецифичного 
детектирования при определении химических 
форм микроэлементов. На стадии методической 
разработки для максимального исключения нало-
жения полиатомных ионов имеет смысл применять 
ВР-ИСП-МС, в первую очередь, при определении 
форм таких проблемных для ИСП-МС элементов 
как селен, мышьяк и хром.

Любые элементоспецифичные детекторы не 
позволяют непосредственно идентифицировать 
химические формы, поэтому при решении проблемы 
идентификации форм микроэлементов прибегают 
к приёмам, общим для идентификации органиче-
ских аналитов. В случаях, когда идентификация 
по временам удерживания невозможна, дополни-
тельно используются методы структурного анализа. 
Например, для идентификации часто применяют 
масс-спектрометрию с электроспрей ионизацией 
(ЭСИ-МС) [109, 115, 132, 143, 188, 209, 231-236]. 
Данный метод позволяет получить информацию 
о молекулярной массе соединения. Для структур-
ной идентификации химических форм еще более 
информативна тандемная масс-спектрометрия с 
электроспрей ионизацией (ЭСИ-МС/МС) [83, 84, 
97, 113, 164, 237-241].

Сказанное выше позволяет сделать вывод, что 
для решения задачи определения форм микроэле-
ментов в биологических объектах в полном объеме 

необходимо комплексное использование разных 
методов разделения форм (различные варианты 
ВЭЖХ, в первую очередь ИХ и ОФЖАХ, а также 
КЭ и ГХ) и различных методов детектирования (ВР 
и квадрупольная ИСП-МС с реакционно-стокнови-
тельными ячейками для количественного детекти-
рования аналитов, а также ЭСИ-МС и тандемная 
МС для идентификации выделяемых форм).

2. Микроэлементы, химические 
формы которых в биологических 
объектах привлекают наибольшее 
внимание исследователей, и 
методики их определения

Наибольшее внимание исследователей при-
влекает определение химических форм селена 
и мышьяка, а также элементов, которые иногда 
объединяют общим понятием «тяжёлые металлы», 
в первую очередь, ртути и хрома. При этом в на-
стоящее время существует тенденция увеличения 
числа микроэлементов, содержание отдельных 
форм которых определяют в природных и био-
логических объектах. Это – марганец [105, 190, 
242, 243], сурьма [162, 163], никель [165, 167, 243], 
свинец [186, 244], олово [173, 175-177, 179], алю-
миний [170], ванадий [29, 187, 245], галлий [246], 
железо [187, 242, 247, 248], кобальт [249], медь и 
цинк [242, 243, 250, 251], платиновые металлы 
[107, 185]. Большинство перечисленных здесь 
элементов активно вовлекаются человеком в про-
изводственную деятельность. Интерес к формам 
этих элементов, в первую очередь, связан с ростом 
внимания к экологическим проблемам.

Предметами исследования в большинстве 
работ являются объекты окружающей среды – 
воды, почвы и донные отложения, а также биоло-
гические образцы, непосредственно являющиеся 
продуктами питания или служащие сырьём для их 
производства: растения и грибы, рыба и морепро-
дукты. На долю этих объектов приходится более 
двух третей от общего количества публикаций 
последних лет. Это, вероятно, объясняется более 
высокими общими содержаниями микроэлементов, 
а также тем, что присутствующие в них экзогенные 
химические формы микроэлементов, как правило, 
менее разнообразны и имеют более простую хи-
мическую структуру по сравнению с их формами 
в клинических объектах анализа. Изучению по-
следних уделяется меньшее внимание [208]. Таких 
работ из общего числа публикаций по формам 
селена (табл. 1) и мышьяка (табл. 2) около 30 %, 
для ртути – около 20 %, а в случае форм хрома 
(табл. 3) – не более 10 %.

2.1. Селен

Селен является эссенциальным элементом 
для животных и человека, это незаменимый ну-
триент. Однако если его поступление в организм 
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превышает необходимый уровень, селен проявляет 
токсичность. Диапазон оптимального поступления 
селена в организм человека достаточно узкий – 
потребление менее 0.1 мг/кг массы тела в сутки 

приводит к развитию дефицита Se, в то время как 
употребление свыше 1 мг/кг в сутки оказывает 
токсическое действие [27, 30]. Дефицит Se при-
водит к замедлению роста у детей, к снижению 

Таблица 1
Химические формы селена и методики их определения в биологических объектах

Объекты Формы селена Метод разделения, стационарная 
фаза

Детектирование Метрологические 
характеристики

Ссылка

Сыворотка 
крови

SeIV, SeVI, SeCys, 
SeMet, SeEt, Se-

мочевина

ИПХ: Dionex AS 11 ИСП-МС ПО = 0.11-0.22 
мкг·л-1

[133]

Кровь коров Методика полуколи-
чественного скринин-
га распределения Se, 
связанного с белками

ГФХ: колонка высокого разрешения 
Pharmacia Superdex G-75 HR 10/30

ИСП-МС со стол-
кновительной 

ячейкой

÷ [169]

Молоко SeCys, SeMet ИХ: Hamilton PRP X-100
ОФЖАХ: C8 Altima/Alltech

ИСП-МС cо стол-
кновительной 

ячейкой

ПО = 3 нг·г-1 для 
молочного по-

рошка и 7.4 нг·г-1 
для свежего мо-

лока

[130]

Моча, сыво-
ротка крови, 
цитозольный 
экстракт кле-
ток печени

SeIV, SeVI, SeMet, 
SeCys, TMeSe+, 
MeSeCys, Se-

мочевина

ОФЖАХ: Waters Shield RP18 ИСП-МС со стол-
кновительной 

ячейкой

ПО = 0.1-1.5 
мкг·л-1; Sr =1.0-

3.3 %

[114]

Моча
SeIV, SeVI, TMeSe+, 
SeMet, Se-сахара

ИХ: анионообменная Hamilton 
PRP-X100

Катионообменная Zorbax 300-SCX
ОФЖАХ: Walters Atlantis C18

ИСП-МС, ЕСИ-МС ПО = 0.5 мкг·л-1 [115]

Моча DMSe и (MSe)2, SeIV, 
SeVI, SeMet, SeCys, 
селеноцистамин, 

TMeSe+, HMeSeO2, 
Se-сахара

ИХ: анионообменная Hamilton 
PRP-X100

Катионообменная Hamilton PRP-X200
ОФЖАХ: Waters Atlantis C18, Shodex 

Rspak NN-614

ИСП-МС с окто-
польной ячейкой 

(H2)

СО состава NIES 
CRM 18

[116]

Моча SeIV, SeVI, MeSeCys, 
SeMet, а также TeIV 

и TeVI

ИХ: анионообменная Hamilton 
PRP-X100

ИСП-МС с дина-
мической реак-

ционной ячейкой 
(CH4)

ПО для Se 0.01-
0.03 мкг·л-1 и 

0.01-0.08 мкг·л-1 
для Te

[140]

Моча Se-сахара, DMSe, 
(MSe)2

ИХ: анионообменная Hamilton 
PRP-X100

ОФЖАХ: Waters Corporation Atlantis C18 
ГХ для летучих форм

ИСП-МС
MS и АЭС для ГХ

÷ [159]

Моча
SeIV, SeVI, SeMet, SeEt, 

TMeSe+
Последовательное использование ИХ 

и ГФХ
ИХ: катионообменная Supelco 

Supelcosil LC-SCX
ГФХ: Asahipak GS-220

ИСП-МС СО состава [149]

Клетки лим-
фомы чело-
века

MeSeCys, SeMet, 
γ-Glu-MeSeCys, DMSe 

и (MeSe)2

ОФЖАХ: Zorbax microbore 300SB-C18
ГХ для летучих форм

ИСП-МС со стол-
кновительной 
ячейкой (N2), 
ЕСИ-МС/MS, 

(ГХ)-MS (время- 
пролетная)

÷ [112]

Гепатоциты 
крысы

SeIV, SeVI, MeSeOH, 
SeMet, MeSeCys

ИХ: Dionex Ionpac AS11-HC
ОФЖАХ: Phenomenex Gemini C18

ГФХ: BioSep S2000

ИСП-МС с реак-
ционной ячейкой 

(CH4)

÷ [117]

Грудное моло-
ко, молочные 
смеси

Энантиомеры SeMet Advanced Separation Technologies Inc. 
10мкм Chirobiotic T

ИСП-МС, ГГ-АФС ПО = 0.9 мкг·л-1 
(ИСП-МС), 3.1-3.5 
мкг·л-1 (ГГ-АФС)

[203]

Примечание: «÷» - данные в публикации отсутствуют
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Таблица 2
Химические формы мышьяка и методики их определения в биологических объектах

Объекты Формы мышьяка Метод разделения, ста-
ционарная фаза

Детектирова-
ние

Метрологические характери-
стики

Ссылка

Кровь, 
моча (CO 
состава)

AsIII, AsV, MMAV, 
DMAV, и AsB

ИХ: анионообменная 
Hamilton PRP-X100

ИСП-МС с 
реакционной 

ячейкой

ПО = 0.2-0.4  
мкг·л-1;

Sr = 2-30 %;
СО состава

[135]

Моча AsIII, AsV, MMAV, DMAV ИХ: катионообменная 
Shodex Rspak NN-614

ИСП-МС ПО = 0.1 мкг·л-1;
СО состава NIES SRM №. 18

[146]

Моча AsIII, AsV, MMAV, 
DMAV, MMAIII, DMAIII, 

AsB

ИХ: анионообменная 
IonPac AS11

ИСП-МС ПО = 0.10-0.75 мкг·л-1;
стандартный образец соста-

ва мочи NIST SRM2670a

[141]

Моча 
(терапия 
As2O3)

AsIII, MMAIII,
DMAIII, MMAV, DMAV, 

AsV

ИПХ: ODS-3 ИСП-МС ÷ [127]

Моча (262 
пробы)

AsIII, AsV, MMAV, 
DMAV, AsB, AsC

ИХ: катионо и анионооб-
менные колонки Hamilton 

PRP-X100 и PRP-X200

ИСП-МС ПО = 0.2-2 мкг·л-1 [150]

Моча (CO 
состава)

AsIII, AsV, MMAV,
DMAV, AsB, AsC, 

TMAO, диметил-ар-
сеноил-этанол, ди-
метил-арсеноил-ук-
сусная и диметилар-
сеноилпро-пионовая 

кислоты

ИХ: 2 анионообменные 
ICSep ION-120 и Hamilton 

PRP X-100
Катионообменная 

ChromPack Ionospher 5C

ИСП-МС ПО от 0.04 до 0.2 мкг·л-1;
Sr = 2.0-5.3 %

[147]

Моча, 
рыба

AsIII, AsV, MMAV, 
DMAV, AsB

ИПХ: Altima C18 ИСП-МС ПО = 44-94 нг·л-1;
Sr = 2-4 %;

время разделения 4 мин.

[89]

Моча, реч-
ная вода, 
экстракты 
растений

Формы As: AsIII, AsV, 
MMAV, DMAV;

Se: SeIV, SeVI SeCys2, 
SeMet

ИПХ: ZORBAX Eclipse 
XDB-C18

ИСП-МС и 
ЕСИ-МС

ПО для форм As 19-29 нг·л-1;
Se 312-442 нг·л-1;

Sr < 2 %.

[109]

Волосы AsIII, AsV, MMAV, DMAV ИПХ: C18 колонка ВР-ИСП-МС ПО = 0.01 мкг·г-1 [125]

Волосы
AsIII, AsV, MMAIII, 

MMAV, DMAV, DMAS
ИХ: катионообменная 

Supelcosil LC-SCX и ани-
онообменная Hamilton 

PRP X 100

ИСП-МС ПО = 1 мкг·л-1;
СО состава и метод добавок

[148]

Волосы, 
ногти

AsIII, AsV, MMAV, 
DMAV, DMAIII

ИХ: анионообменная 
Shodex Asahipak ES-

502N 7C

ИСП-МС ÷ [155]

Лизат эри-
тро-цитов, 
печень, 
почки крыс

AsIII, AsV, MMAIII, 
MMAV, DMAV, MMAS, 

DMAS

ГФХ: Shodex Asahipak 
GS-220 HQ

ИСП-МС ПО = 0.19-0.43 мкг·л-1;
Sr =1.8 – 4.6 %.

Ст. добавки и СО состава 
NIST SRM-1577b

[168]

Корни 
растения 
Thunbergia 
alata

AsIII(фитохелатин-2)2, 
AsIII(фитохелатин-3), 
AsIII(фитохелатин-4)

ОФЖАХ: Eclipse XDB C18 ИСП-МС с 
ячейкой (Xe) 

и ВР-ИСП-МС

Доказательство нативности 
форм рентгеновскими мето-

дами

[231]

Рис, ногти, 
волосы, 
почва

AsIII, AsV, MMAV, 
DMAV, AsB

ИХ: PRP-X100 ИСП-МС ПО = 14-20 нг·л-1;
Sr < 5 %

[91]

Примечание: «÷» - данные в публикации отсутствуют
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Таблица 3
Методики определения в биологических объектах форм ртути, хрома и других тяжёлых металлов

Объекты Формы элементов Метод разделения, стацио-
нарная фаза

Детектирование Метрологические 
характеристики

Ссылка

Клетки 
нервной 
системы 
человека – 
U373 и B103

MeHg+ GC: DB-5 АФС. Пиролиз 800ºС 
перед детектирова-

нием

ПО = 1.6 мкг/л [112]

Рыба, во-
лосы

MeHg+ ОФЖАХ: Advanced 
Chromatography Technologies 

ACE 3 C18

ИСП-МС ПО = 0.5 мкг/г [94]

Рыба HgII, MeHg+ ОФЖАХ: Gemini C18 ИСП-МС ÷ [270]
Моча CrIII, CrVI ОФЖАХ: Hamilton PRP-1 ИСП-МС c гекса-

польной реакцион-
ной ячейкой (7.28 % 

H2 в He)

ПО = 0.03 мкг/л [293]

Моделные 
растворы 
биологиче-
ской среды 
организма

Комлексы транс-
Тетрахлоро-

бис(1H-индазол)
рутената(III) с 

трансферрином и 
альбумином

КЭ: Капилляр из плавленого 
кварца

ИСП-МС Sr < 4 % [185]

Ткани почек 
и внутрен-
него уха 
крыс

Комплексы препа-
ратов Pt с белками

Одномерное и двумерное ор-
тагональное разделение. ГФХ: 

Superdex 75 10/300 GL
ИХ: Pharmacia Mono-Q H/R 5/5

ИСП-МС ÷ [107]

Сыворотка 
крови

Комплексы 
Al-цитрат, Al-

трансферрин, Al-
оксалат,

ИПХ: C18 колонка, покры-
тая 3-[(3-холамидопропил)-

диметиламмоний]-1-
пропилсульфат (CHAPS)

ИСП-МС, фотоме-
трическое

Время разделе-
ния 4 мин.;  Sr = 3 
%; ПО = 0.74 мкг/л 
(Al-трансферрин), 

0.83 мкг/л (Al-
цитрат)

[166]

Цитозоль 
здоровых 
и злокаче-
ственных 
клеток че-
ловека

Ni связанный с бел-
ками (7 форм)

Одномерное и двумерное 
разделение. ГФХ: Superdex 75 

Hiload 16/60
ИХ: PRP-X100 Peek hardware

ВР-ИСП-МС (низкое 
разрешение)

ПО =1 нг/л [167]

Спинномоз-
говая жид-
кость

Mn-His, Mn-
фумарат, Mn-малат, 

Mn-оксалацетат, 
Mn-α-кетоглутарат, 

Mn-NAD+, Mn-
цитрат, Mn-

аденозин, неорга-
нический Mn

КЭ (зонный) немодифициро-
ванный капилляр

ИСП-МС с реакци-
онной ячейкой (NH3 

0.56 мл/мин) или 
фотометрическое 

(200 нм)

ПО =0.1 мкг/л [190]

Экстракты 
печени

Mn-зависимые 
ферменты и Mn-

трансферрин

Одномерное и двумерное раз-
деление. КЭ (зонный): капил-

ляр (длина 120 см
ГФХ: TSK HW 55 F

ИСП-МС с реакци-
онной ячейкой (NH3, 

0.55 мл/мин)

÷ [105]

Сыворотка 
крови

Комлекс TiIV – 
трансферрин

ГФХ: Superdex 200 10/300 GL ВР-ИСП-МС (сред-
нее разрешение) с 
изотопным разбав-

лением

÷ [168]

Примечание: «÷» - данные в публикации отсутствуют
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иммунитета, дерматиту и экземам, нарушению 
функции печени и репродуктивной системы. Из-
быток Se вызывает заболевания печени и кожи, 
нарушения деятельности нервной системы [10, 252, 
253]. В результате многочисленных исследований 
функций селена в организме установлено, что он 
является необходимым структурным компонентом 
множества селенопротеинов. Они выполняют раз-
личные биохимические функции: обеспечивают 
антиоксидантную защиту (глутатионпероксидаза, 
фосфолипидгидропероксидглутатионпероксидаза), 
участвуют в метаболизме тиреоидных гормонов, 
синтезе ДНК и фертильности [30]. Большой инте-
рес к метаболизму Se в организме возник после 
работы Кларка и др. [254], в которой была показана 
противоопухолевая активность его соединений.

Источником селена для животного организма 
могут служить как неорганические формы (SeIV, 
SeVI) так и селеноаминокислоты: селеноцисте-
ин (SeCys) из животной пищи и селенометионин 
(SeMet) из растительной. Селенит – наиболее 
токсичная неорганическая форма. В организме 
SeIV и SeVI ферментативно восстанавливаются до 
гидроселенид аниона HSe–. Часть образованного 
HSe– связывается с транспортными белками и на-
правляется на высокоспецифичный синтез селено-
протеинов. Избыток HSe– подвергается метилиро-
ванию с образованием диметилселенида (DMSe), 
диметилдиселенида (MSe)2, триметилселнониум 
катиона (TMeSe+) и выводится с мочой, потом и 
выдыхаемым воздухом. Возможности утилизации 
HSe– организмом ограничены, поэтому при посту-
плении избыточных количеств селена проявляется 
его токсическое действие. Селеноаминокислоты 
и продукты их метаболизма менее токсичны, чем 
неорганические формы Se. Метаболический путь 
SeMet и SeCys в животном организме различен 
[255, 256]. SeCys направляется в общий пул се-
лена, а SeMet замещает Met в белках, что обычно 
не приводит к значимому изменению их свойств. 
Количество SeMet, которое может включаться в 
белки без изменения их функций, сравнительно 
велико. С этим, вероятно, связана меньшая ток-
сичность SeMet по сравнению с неорганическими 
формами. Конечными продуктами обмена селе-
на являются летучие метилированные формы 
и селеносахара [30, 139, 257]. Вышеупомянутые 
формы не исчерпывают перечень форм селена, 
определяемых в биологических объектах. В самом 
общем случае речь может идти об определении: 
селенита – SeIV, селената – SeVI, селеноцистеина 
– SeCys, селеноцистина – SeCys2, метилселено-
цистиена – MeSeCys, селенометионина – SeMet, 
селеноэтионина – SeEt, Se-мочевины, Se-цистамина, 
γ-глутамилселеноцистина – γ-Glu-MeSeCys, ди-
метилселенида – DMSe, диметилдиселенида – 
(MSe)2, триметилселенониум катиона – TMeSe+. 
Наибольшее внимание уделяется определению: 
SeIV, SeVI, SeMet и SeCys/SeCys2.

Основными объектами анализа при определе-
нии форм селена являются биологически активные 
добавки [74, 84, 97-99, 101, 113] из-за отмеченного 
выше значительного различия в биодоступности и 
токсичности разных форм. Из тех же соображений 
проводится анализ содержания отдельных форм 
селена в продуктах питания и объектах окружаю-
щей среды (растения и грибы [70, 73, 83, 100, 131, 
132, 143, 258], рыба и морепродукты [102, 103, 227], 
вода [184, 199, 259], почва и донные отложения [142, 
191, 259]). Определения форм селена в растениях 
и сельскохозяйственных культурах проводят как 
для изучения их питательной ценности в качестве 
источников селена для человека, так и для иссле-
дования их биорекультивационных свойств при 
произрастании на загрязненных селеном почвах. 
Определение форм селена в моче [114-116, 139, 140, 
149], сыворотке крови [114, 130, 169] и культурах 
клеток [112, 114, 117] проводят как с целью оценки 
воздействия данного элемента на организм, так 
и для изучения его метаболизма, в том числе 
противоопухолевой активности.

Сведения о методиках определения форм 
селена обобщены в табл. 1. Из анализа приведён-
ных в ней работ можно отметить некоторые общие 
тенденции к выбору методик анализа. Предпо-
чтительность тех или иных методов разделения 
форм селена проявляется следующим образом: 
ИХ > ОФЖАХ > КЭ > ГФХ > ИПХ. При этом мно-
гие авторы используют параллельно несколько 
вариантов хроматографического разделения, в 
первую очередь ИХ и ОФЖАХ [84, 115, 116, 130, 
132, 142, 159]; а также ИХ и ГФХ [117, 149], ОФЖАХ 
и ГФХ [73, 99, 100 102], ГХ [112]. Основной метод 
детектирования – ИСП-МС с использованием 
столкновительно-реакционных ячеек [70, 98, 100, 
102, 112, 132, 140]. Следует учитывать, что без при-
менения инструментальных методов коррекции 
спектральных помех полиатомных ионов детек-
тирование форм селена обычно затруднительно 
из-за значительных интерференций со стороны 
плазмообразующего газа. Многообразие форм Se 
часто требует сочетания элементного детектиро-
вания ИСП-МС и методов идентификации форм 
с применением ЭСИ-МС/МС [83, 84, 97, 112, 241].

2.2. Мышьяк

Мышьяк относится к условно-эсенциальным, 
иммунотоксичным элементам. Хроническое воздей-
ствие мышьяка (арсенизм) приводит к гиперкератозу, 
онкологическим заболеваниям кожи, легких, печени 
и мочевого пузыря [260]. Воздействие мышьяка 
угрожает здоровью населения в ряде регионов 
мира [141], например, большая часть населения 
Бангладеш и Западной Бенгалии страдает от хро-
нического отравления мышьяком [155].

Основными химическими формами As в по-
чвах и природных водах являются неорганические 
соединения AsIII и AsV [261]. В организме животных 
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и человека формы As более разнообразны из-за 
активной биотрансформации неорганических форм 
[262]. Соединения AsIII подавляют энергетический 
клеточный обмен, ингибируют ксантиноксидазу и 
другие молибденсодержащие ферменты. Этим 
обусловлена нефротоксичность AsIII. Соединения 
AsV менее токсичны, чем соединения AsIII. Однако 
биохимические нарушения, вызываемые арсена-
тами, более многочисленны. Арсенаты являются 
аналогами фосфатов, влияют на процессы глико-
лиза, окислительного фосфорилирования и, при 
соизмеримых количествах, способны замещать 
фосфаты в гидроксиапатите костной ткани [3]. В 
животных клетках и клетках микроорганизмов 
происходит метилирование неорганических форм 
As. Органические соединения As менее токсичны 
по сравнению с растворимыми неорганическими 
формами, их выведение происходит в 2-2.5 раза 
быстрее, поэтому в организме животных мети-
лирование – основной механизм детоксикации 
As. Источником электронов служит глутатион, 
метильных групп – S-аденозилметионин.

С учётом многообразия химических превра-
щений мышьяка в живых организмах в число его 
форм, определяемых в биологических объектах 
входят: арсенит – AsIII, арсенат – AsV, мономе-
тилмышьяковая – MMAV, диметилмышьяковая 
– DMAV, монометилмышьяковистая – MMAIII ди-
метилмышьяковистая – DMAIII кислоты, тримети-
ларсиноксид – TMAO, тетраметиларсоний катион 
– TMA+, арсенобетаин – AsB, арсенохолин – AsC, 
и тиопроизводные MMAV и DMAV – монометилти-
омышьяковая – MMAS и диметилтиомышьяковая 
– DMAS кислоты, As-сахара. Объекты исследования, 
определяемые в них формы мышьяка и методики 
анализа обобщены в табл. 2.

Значительно шире перечень работ, посвя-
щённых определению форм мышьяка в объектах 
окружающей среды и пищевом сырье: вода [64, 119, 
128, 134, 138, 152, 156, 157, 159, 220, 263], почвы [43, 
64, 72, 156, 158, 160, 225], рыба и морепродукты 
[75-78, 82, 89-93, 136, 223], сельскохозяйственные 
культуры и растения [43, 69, 79, 91, 129, 137, 154, 
235]. Среди последних работ наиболее важная 
и часто решаемая задача – определение форм 
мышьяка в объектах водной экосистемы: в воде, 
донных отложениях и биоте. Это связано с высокой 
способностью этого элемента к биоаккумуляции в 
трофических цепях. Анализ клинических образцов 
(моча [89, 124, 131, 146, 147, 150, 224], кровь [135, 
168], ткани [168], волосы [121, 141, 157]) в основном 
ограничивается оценкой уровня вредного воздей-
ствия мышьяка, в первую очередь на производствах 
и в эндемических районах. Как и в случае селена, 
предпочтительным методом разделения форм 
является ИХ. Соизмеримое внимание уделяется 
ИПХ, реже ГФХ и ОФЖАХ. Как и в случае селена 
для определения мышьяка методом ИСП-МС ха-
рактерны наложения полиатомных ионов, поэтому 

для детектирования также обычно используют ИСП-
МС со реакционно-столкновительными ячейками 
[65, 154, 158, 235], с приставками для генерации 
гидрида (ГГ) As [125, 220, 222, 223], а также спек-
трометры высокого разрешения (ВР-ИСП-МС) 
[75, 137, 151, 235]. Иногда для определения форм 
As применяют ГГ-АФС [64, 77, 82, 128, 134, 264] и 
ГГ-ААС [43, 109, 138].

2.3. Тяжёлые металлы

Из числа тяжёлых металлов с различными 
формами нахождения в биологических объектах 
наибольшее внимание привлекли ртуть и хром. 
Ртуть – токсичный элемент для человека и живот-
ных, жизненно-важных функций для этого элемента 
не обнаружено [265]. Воздействие Hg приводит к 
поражению центральной нервной системы, почек, 
пищеварительного тракта и кожи [10]. Соединения 
ртути – тератогены, вызывающие аномалии раз-
вития нервной системы у плода и у детей. Высокое 
сродство Hg к –SH группам, а также карбоксильным, 
амидным, аминным и фосфорилильным группам 
биомолекул являются одной из причин ее высо-
кой токсичности. Нейротоксичность соединений 
ртути связывают также с индукцией окислитель-
ного стресса в результате образование активных 
форм кислорода (H2O2, ·O2

-, ·NO), повреждающих 
клеточные мембраны [266]. В отличие от ртути 
хром – жизненно необходимый микроэлемент. Он 
участвует в регуляции синтеза липидов и обмена 
углеводов, входит в состав низкомолекулярного 
органического комплекса – фактора толерантности 
к глюкозе, который вместе с инсулином регулирует 
уровень глюкозы в крови. Синдром нарушения 
толерантности к глюкозе сопутствует сахарному 
диабету и проявляется гипергликемией и глюко-
зурией на фоне дефицита Cr. Помимо снижения 
толерантности к глюкозе дефицит Cr угрожает раз-
витием ишемической болезни сердца, сахарного 
диабета и атеросклероза. При избыточном посту-
плении Cr вызывает заболевания кожи, возможно 
развитие бронхиальной астмы и невротических 
расстройств [14].

Для обоих элементов характерно многообра-
зие неорганических и металлоорганических форм 
с различными уровнями токсичности. Окислитель-
но-восстановительные процессы с участием Hg 
определяют характер распределения и особен-
ности действия этого элемента в организме. С 
токсикологической точки зрения важны следующие 
формы ртути: элементарная ртуть (Hg0), неоргани-
ческие соединения Hg (HgII) и органические формы 
(метилртуть MeHg+, этилртуть EtHg+, фенилртуть 
PhHg+). Определяемые органические и неорга-
нические формы ртути, по сути, являются только 
фрагментами тех истинных эндогенных форм ртути, 
которые присутствуют в организме [12].

После вдыхания паров элементарная ртуть 
легко абсорбируется в легких через альвеолярные 
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мембраны и транспортируется кровью в мозг и 
другие ткани. Hg0 легко проникает через гематоэн-
цефалический барьер [14]. В организме Hg0 окис-
ляется до HgII с участием каталазной ферментной 
системы. Основной мишенью HgII являются почеч-
ные канальцы, что при хроническом воздействии 
вызывает развитие почечной недостаточности, а 
при остром отравлении – уремию из-за обширного 
токсического некроза почечных канальцев. В от-
личие от Hg0, HgII практически не проникает через 
гематоэнцефалический барьер [267], поэтому ее 
воздействие на центральную нервную систему 
менее выражено. Ртутьорганические соединения 
более токсичны, чем HgII. Они легко связываются 
с липидами и поэтому легко преодолевают ге-
матоэнцефалический и плацентарный барьеры. 
MeHg+ – самая распространенная органическая 
форма Hg [15]. Она образуется в результате фер-
ментативного метилирования неорганических 
форм (HgII) в бактериальных и некоторых животных 
клетках. MeHg+ нейротоксична, поражает зоны 
головного мозга, ответственные за координацию 
движения, чувства равновесия и восприятие [14], 
а также за память и интеллект. При отравлении 
EtHg+ нарушений интеллекта не выявлено, хотя 
в острой фазе отмечается замедленная речь и 
атаксия. PhHg+ значительно менее токсична, чем 
MeHg+ и EtHg+ в силу активной метаболизации в 
печени. Клиническая картина отравления PhHg+ 
подобна действию HgII (нефротический синдром, 
почечная недостаточность).

При формировании состава индивидуальных 
форм хрома столь же значимы окислительно-вос-
становительные процессы. Ионы CrIII не способ-
ны проникать через клеточные мембраны [3, 14] 
и, следовательно, их токсичность невелика. CrVI 
легко проникает через мембраны, неспецифиче-
ски связывается с белками и нуклеопротеидами. 
Окислительные свойства CrVI обуславливают его 
генотоксические и канцерогенные свойства. Внутри-
клеточное восстановление CrVI до CrIII индуцирует 
свободнорадикальные процессы в митохондриях, 
вызывающих тяжелое поражение почечных ка-
нальцев и гепатоцитов [14]. Соединения CrVI чрез-
вычайно токсичны для человека [16] и являются 
канцерогенами I класса опасности [10].

Подобно селену и мышьяку разработка методик 
определения форм тяжёлых металлов преимуще-
ственно ориентирована на объекты окружающей 
среды. Так, например, формы Hg определяют, в 
первую очередь, в природных объектах водной 
экосистемы (вода, донные отложения, биота) [60, 
85-88, 94, 95, 110, 111, 118, 120, 268-271] из-за вы-
раженной биоаккумуляции Hg в трофических цепях 
морских организмов [270, 272]. Определение CrIII 
/ CrVI также преимущественно проводят в воде 
различной природы [124, 144, 192-194, 273, 274].

Общей с селеном и мышьяком является и 
методология определения химических форм тя-

жёлых металлов. Для разделения химических 
форм Hg в основном применяют ОФЖАХ [94, 95, 
110, 111, 118, 120-122, 270, 275], при этом часто для 
увеличения стабильности и гидрофобности этих 
форм в подвижную фазу вводят тиолсодержащие 
лиганды [94, 95, 110, 111, 120-123]. В случае хрома 
дополнительно используют ИХ [144, 145, 276] и КЭ 
[187-190]. Отличия в случае ртути проявляется в 
использовании ГХ [176, 177, 268, 277-282]. В свою 
очередь, для хрома значительное число публика-
ций посвящено нехроматографическим способам 
разделения форм, таким как экстракция [66, 283-
287], сорбция [288, 289], ионный обмен [290, 291], 
удаление одной из форм отгонкой [292].

Сведения из сравнительно небольшого числа 
публикаций, посвящённых определению форм ртути, 
хрома и других тяжёлых металлов в биологических 
объектах обобщены в табл. 3. Помимо ртути и 
хрома в литературе можно найти отрывочные 
сведения о формах некоторых других микроэле-
ментов. Например, сведения о формах Al, Pb, Mn 
и их способности проникать через гематоэнцефа-
лический барьер [12, 166, 190], о распределении 
Ni по молекулярным массам цитозольных белков 
здоровых и злокачественных клеток человека [165]. 
В связи с проблемами авитаминоза интересна ра-
бота по определению различных форм витамина 
B12 [249], обладающих различной биодоступностью. 
Определение химических форм элементов плати-
новой группы проводят при разработке и изучении 
действия противоопухолевых препаратов на их 
основе [107, 181].

Заключение
Рассмотрение работ в области вещественного 

анализа, относящихся к проблеме определения 
химических форм микроэлементов в биологиче-
ских объектах позволяет отметить существенный 
прогресс в общей методологии анализа столь 
сложных объектов как биологические среды, до-
стигнутый за счет развития гибридных схем анали-
за, основанных на сочетании хроматограических 
и электрофоретических методов разделения и 
элементоспецифичного детектирования. Достиг-
нутый прогресс важен для дальнейшего развития 
металломики в интересах экологии, медицины, 
биохимии и токсикологии. Дальнейшее развитие 
рассматриваемого направления в значительной 
степени зависит от интереса к новым методам 
вещественного анализа со стороны не только 
экологов, но и других заинтересованных в этих 
методах специалистов: токсикологов, профпато-
логов и биохимиков, чтобы инициировать работы 
химиков-аналитиков в этом направлении.
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General approaches to the determination of trace elemental species in biological media were 
summarized. Main attention was paid to the speciation analysis of clinical samples. Hybrid tech-
niques including species separation and their sequential element specific detection are observed as 
a methodic approach of priority importance. Methodological solutions of the trace element speciation 
analysis were discussed on the example of selenium, arsenic, mercury and chromium speciation. 
Literature – 293 references.

Key words: speciation analysis, trace elements, chemical species, hyphenated techniques, 
inductively coupled plasma mass spectrometry, high performance liquid chromatography, capillary 
electrophoresis, selenium, arsenic, mercury, chromium


