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В результате оценки острого и хронического влияния гидроксиламина (ГА) на метаболические 
профили плазмы крови и мочи крыс, был обнаружен, ранее не изученный путь метаболизма ги-
дроксиламина, а именно образование оксимов (R=NOH или изонитрозосоединений) при его кон-
денсации с альдегидами и кетонами в биологических средах. Среди таких оксимов выявлены: 
оксим глицеральдегида, оксим пировиноградной кислоты, оксим N-формилглицина, оксим гли-
оксалевой кислоты и оксимы моносахаридов и нескольких 2-кетокислот. Помимо образования 
оксимов, пероральное поступление в организм крыс гидроксиламина с питьевой водой приводит 
к значительному уменьшению концентраций 2-кетокислот: пировиноградной, 2-кетоизовале-
риановой, 3-метил-2-кетопентановой и 4-метил-2-кетопентановой кислот в моче. При этом 
концентрации 2-гидроксикислот, в том числе молочной, оставались неизменными. С помощью 
разработанной высокочувствительной методики определения гидроксиламина в биообразцах 
установлено, что гидроксиламин в неметаболизированной форме сохраняется в кровотоке 
крыс, получавших дозу 22,6 мкг/кг, рассматриваемую как минимально действующую, несмотря 
на его высокую реакционную способность.
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As a result of an assessment of the acute and chronic effects of hydroxylamine (HA) on the metabolic 
profiles of both blood plasma and urine in rats there has revealed a previously unexplored hydroxylamine 
metabolism pathway, namely the formation of oximes (R = N OH or isonitroso compounds) during its 
condensation with aldehydes and ketones biological environments. Among such oximes there were re-
vealed: glyceraldehyde oxime, pyruvic acid oxime, N-formylglycine oxime, glyoxalic acid oxime, and 
oximes of both monosaccharides and several 2-keto acids. In addition to the formation of oximes, oral in-
gestion of hydroxylamine with drinking water in rats leads to a significant decrease in the concentrations 
of 2-keto acids: pyruvic acid, 2-ketoisovaleric, 3-methyl-2-keto-pentane and 4-methyl-2-keto-pentanoic 
acids in urine. The concentrations of 2-hydroxy acids, including lactic, remained unchanged. Using the 
developed highly sensitive method for the determination of hydroxylamine in biological samples, hydrox-
ylamine in unmetabolized form was established tо be retained in the bloodstream of rats treated with a 
dose of 22.6 μg/kg, which is considered to be minimally effective, despite its high reactivity.
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Гидроксиламин (NH2OH, далее – ГА) явля-
ется крупнотоннажным химикатом, в основном 
применяемым для получения полиамида, объем 
производства которого в РФ составляет более 
150 тыс. тонн в год. Наряду с получением поли-
меров, ГА используется для синтеза некоторых 
фармацевтических препаратов, а также рассма-
тривается в качестве перспективного ракетного 
топлива: по сравнению с гидразином, раствор 
ГА имеет на 20 % больший удельный импульс и 
меньшую токсичность [1]. ГА, поступая в орга-
низм через кожу или респираторный тракт [2], 
может вызывать различные токсические эффек-
ты, в частности нарушение дыхания, анемию, 
метгемоглобинемию и спленомегалию [3]. Ос-
новным механизмом токсического действия ги-
дроксиламина является образование метгемо-
глобина [4].

Цель работы – разработка новых высокочув-
ствительных методов биомониторинга ГА, а так-
же исследование путей его биотрансформации 
в организме. Причем современные тенденции 
в токсикологии устанавливают такой уровень 
чувствительности методов биомониторинга, 
который позволит определять даже нетоксичес- 
кие концентрации химических веществ и вы-
являть воздействие токсикантов в концентра-
циях, отражающих их содержание в окружаю-
щей среде. Ключевым этапом разработки таких 
методов является обнаружение и внедрение в 
практику аналитической токсикологии новых 
биомаркеров, а наиболее эффективная страте-
гия должна предполагать поиск потенциальных 
биомаркеров как среди ксенобиотиков (биомар-
керов экспозиции) так и среди эндогенных со-
единений, составляющих метаболические про-
фили (биомаркеров эффекта) [5].

Для поиска новых биомаркеров ГА нами бы-
ло применено сочетание методов нецелевого 
метаболического профилирования и методов 
определения ксенобиотиков в биологических 
образцах лабораторных животных, получавших 
перорально ГА в различных дозах с различной 
продолжительностью. Методы нецелевого ме-
таболического профилирования плазмы крови 
и мочи позволили провести исчерпывающий 
анализ всех измеряемых метаболитов, в том 
числе неизвестных [6]. Для количественного 
определения неметаболизированного ГА на-

ми была разработана методика измерения его 
массовых концентраций в плазме крови и моче 
[7]. Применение методики обеспечивает пре-
дел обнаружения 30 нг/мл при использовании  
ГХ-МС, а при использовании ГХ-МС/МС 
возможно снизить предел обнаружения до  
0,1 нг/мл. Чувствительность методики позволи-
ла установить, что ГА сохраняется в кровотоке 
крыс, получавших дозу 22,6 мкг/кг, рассматри-
ваемую как минимально действующую, несмо-
тря на его высокую реакционную способность.

Материал и методы
Гидроксиламин представляет собой прозрач-

ную бесцветную жидкость с достаточно вы-
раженным ароматическим запахом. В остром 
эксперименте использовали одну группу жи-
вотных, которым внутрижелудочно вводили по 
101,6 мг/кг ГА, что составляет ½ DL50. Отбор 
проб крови производили декапитацией через  
2 ч после затравки и через 24 ч, отбор проб мо-
чи производили в течение 24 ч. В хроническом 
эксперименте использовали 4 группы живот-
ных, которым давали ГА с питьевой водой в те-
чение 30 дней, таким образом 1-я группа полу-
чала дозу ГА 565 мкг/кг, 2-я – 113,1 мкг/кг, 3-я –  
22,6 мкг/кг, 4-я – контрольная. В каждой группе 
было по 6 животных.

Нецелевое метаболическое профилирова-
ние образцов плазмы крови и мочи крыс прово-
дили с использованием газовой хромато-масс-
спектрометрии в соответствии с [5]. Количествен-
ное определение ГА проводили в соответствии с 
[7]. Количественную оценку профилей жирных 
кислот плазмы крови проводили в соответствии 
с [8] и [9]. При идентификации соединений ис-
пользовали подход, включающий совместную 
интерпретацию хроматографической и масс-
спектрометрической информации [10, 11].

Внесение ГА в кровь или мочу in vitro вы-
полняли следующим образом: к 1 мл свежей 
цельной крови человека (или 2 мл мочи) ото-
бранной из кубитальной вены в пробирки с 
ЭДТА-К3 прибавили 2,5 мг (в мочу вносили  
5 мг) гидроксиламина в виде 100 мкл водного 
раствора гидрохлорида. В контрольный образец 
крови вносили 100 мкл дистиллированной во-
ды. Затем образцы инкубировали при 37 °С в 
течение 2 ч, после чего образцы охладили, и из 
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цельной крови отобрали плазму после центри-
фугирования. 

Извлечение метаболитов ГА из плазмы 
крови проводили следующим образом: к 400 
мкл плазмы крови прибавляли ацетонитрил  
(2 × 1 мл) и 50 мг NaCl. После встряхивания 
центрифугировали при 4000 g и отбирали на-
досадочную жидкость. Полученные экстракты 
объединяли и упаривали досуха в токе азота.  
К сухому остатку прибавили БСТФА и анализи-
ровали 1 мкл на ГХ-МС. Извлечение из мочи вы-
полняли аналогично, но брали 2 мл мочи и экс-
трагировали ацетонитрилом (2 × 2 мл). В каче-
стве внутреннего стандарта были использованы 
циклогексанол и пальмитиновая кислота-d31.

Условия масс-спектрометрической регистра-
ции метаболитов ГА (рис. 1): I – оксим глице-
ральдида m/z 321, RT* = 10,990 и 11,428 мин 
(E и Z-изомеры оксимов); II – оксим пирови-
ноградной кислоты (пируватоксим), m/z 232,  
RT = 8,150 и 8,442 мин; III – оксим N-формил-
глицина m/z 102, RT = 6,302 и 6,750; IV –  
оксим глиоксалевой кислоты m/z 160, RT = 9,180 
и 9,222; V–VII оксимы моносахаридов m/z 319,  
RT = 18,708, 18,790, 19,332, 19,451 и 19,937.
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* RT – время удерживания соединения, мин.

Рис. 1. Структурные формулы идентифицированных метаболитов ГА в крови и моче.

Результаты и обсуждение
ГА является реакционноспособным соедине-

нием, вступающим в различные реакции, сре-
ди которых окислительно-восстановительные, 
а также реакции образования оксимов (изо-
нитрозосоединений) с альдегидами и кетона-
ми, широко представленными в крови и моче. 
Они проявляют способность к образованию 
комплексов с различными металлами. С точки 
зрения токсикологии оксимы являются мало-
изученными соединениями, за исключением 
оксимов, которые используются в качестве ре-
активаторов холинэстеразы при отравлениях 
фосфорорганическими соединениями.

Наиболее крупнотоннажный оксим, произ-
водимый в мире, – это оксим циклогексанона, 
при подостром [12] (10–300 мг/кг) и остром [13]  
(до 5 г/кг) действии которого на крыс, авторы 
наблюдали дозозависимое уменьшение количес- 
тва эритроцитов, концентрации гемоглобина в 
сочетании с увеличением концентрации рети-
кулоцитов, увеличение концентрации метгемо-
глобина, спленомегалию и гепатомегалию. Ав-
торы предполагают, что циклогексаноноксим 
вызывает окислительное поражение эритроци-
тов и, вследствие этого, гемолитическую ане-
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мию и увеличение эритропоэза, что во многом 
роднит оксим и исходный ГА. Можно предпо-
ложить, что малоизученная токсичность окси-
мов, являющихся метаболитами ГА, во многом 
схожа с неметаболизированной формой. Ток-
сикокинетика оксимов изучена недостаточно, 
тем не менее показано, что циклогексанонок-
сим быстро выводится из крови [14], α-фаза 
при в/в введении длится всего 1,6 мин, β-фаза –  
18,2 мин.

Для предварительной оценки возможных 
путей химических превращений ГА в крови и 
моче, а также идентификации возможных ад-
дуктов, нами было проведено внесение ГА в 
биологические образцы in vitro (см. «Материал 
и методы»). Количество ГА, которое добавлено 
в мочу и цельную кровь, было избыточным, так 
как после двухчасового инкубирования в образ-
цах оставался значительный избыток свободно-
го ГА (который был определен методом ГХ-МС 
в виде триметилсилильного эфира после экс-
тракции).

В соответствии с перечнем выявленных  
in vitro возможных метаболитов был проведен 
поиск их в образцах крови и мочи, отобранных 
у крыс после в/ж введения ½ DL50 ГА. Струк-
туры обнаруженных метаболитов приведены на  

рис. 1, а приблизительная количественная оцен-
ка дана в таблицах 1–3.

В моче, в отличие от крови, выявлены окси-
мы моносахаридов (соединения VIII–IX). Мож-
но предположить, что значительные количества 
оксимов моносахаридов, обнаруженные в моче, 
но не обнаруженные в крови, обусловлены бы-
строй их экскрецией из кровотока. В пользу это-
го предположения говорит тот факт, что такие 
оксимы могут образовываться при взаимодей-
ствии ГА с сахарами крови, согласно результа-
там эксперимента in vitro. В моче приблизитель-
ная суммарная концентрация этих оксимов со-
ставляет более 0,5 мг/мл . Интересно заметить, 
что и in vitro, и in vivo соответствующие аддукты 
образуются только с альдозами, а не кетозами.

Для выявления возможного участия оксимов 
во II фазе метаболизма и образования аддуктов 
оксимов с глюкуроновой кислотой [15] прово-
дили сравнение концентрации оксимов в образ-
це мочи до и после ферментативного гидролиза 
с использованием β-глюкуронидазы. Следова-

Т а б л и ц а  1
Результаты выявления биомаркеров экспозиции 

ГА в плазме крови после внутрижелудочного  
введения в дозе ½ DL50

Соединение

Концентрация*, нг/мл

101,6 мг/кг (½ DL50) в/ж

2 ч 24 ч

Гидроксиламин 4321 ± 1080 421 ± 131

I – оксим глицеральдегида 476 ± 286 Следы

II – оксим пировиноградной 
кислоты

259 ± 194 266 ± 173

III – оксим 
N-формилглицина

106 ± 52♦ 29 ± 8

IV – оксим глиоксалевой 
кислоты

46 ± 26 38 ± 28

П р и м е ч а н и е. ♦ – указана сумма E- и Z-изомеров; здесь 
и в табл. 2, 3: * – концентрации обнаруженных метаболитов 
приведены относительно внутренних стандартов. 

Т а б л и ц а  2
Результаты выявления биомаркеров экспозиции 

ГА в моче после внутрижелудочного введения  
в дозе ½ DL50

Соединение

Концентрация*, 
нг/мл

101,6 мг/кг  
(½ DL50) в/ж

24 ч

Гидроксиламин 29 400 ± 7056

I – оксим глицеральдегида 35 820 ± 19 343

II – оксим пировиноградной кислоты 97 982 ± 85 244

V – оксим 2-кетоглутаровой кислоты 473 ± 121

VI – оксим 2-кетоизокапроновой 
кислоты

1466 ± 289

VII – оксим 2-кетомасляной кислоты 390 ± 98

VIII – оксим 3-метил-2-
кетопентановой кислоты

80 ± 24

IX–XI – оксимы моносахаридов > 500 000●

П р и м е ч а н и е. ● – точное количественное определение 
затруднительно, однако можно предположить, что суммар-
ное содержание оксимов моносахаридов составляет более 
0,5 мг/мл мочи.
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тельно, можно предположить, что глюкурони-
ды оксимов не образуются. 

Для выявления наиболее чувствительного 
биомаркера экспозиции ГА был проведен скри-
нинг аддуктов ГА в крови и моче крыс, полу-
чавших ГА с питьевой водой в течение 30 дней. 
Результаты скрининга и приблизительная коли-
чественная оценка приведена в табл. 3.

Наиболее чувствительным биомаркером 
экспозиции ГА оказалась его неметаболизи-
рованная форма и пируватоксим (II), обнару-
женный в моче крыс, получавших 22,6 мкг/кг 
ГА в питьевой воде (самая низкая доза). Моча 
явилась наиболее подходящей матрицей мони-
торинга низкоуровневого воздействия. Так, в 
крови оксим глицеральдегида (I) можно обна-
ружить только в образцах крови группы крыс, 
получавших высокую дозу ГА. Соединения  
III–VII не обнаружены в крови и моче крыс, под-
вергавшихся хроническому воздействию ГА. 
Полученные результаты говорят о том, что ГА,  
несмотря на высокую реакционную способ-
ность, тем не менее, присутствует в крови и 
моче даже при низкоуровневом воздействии. 
Возможно, наличие ГА в крови даже при низ-
коуровневом воздействии объясняется тем, 
что при утилизации повреждённых эритроци-
тов происходит высвобождение ГА и обратное 
поступление его в кровяное русло. Это может 
быть причиной рецидива клинической карти-
ны гидроксиламиновой интоксикации спустя  
1–2 нед после острого отравления [16].

Учитывая тот факт, что все обнаруженные 
метаболиты ГА в крови и мочи крыс были 
также обнаружены в образцах биологических 
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жидкостей после внесения ГА in vitro, можно 
предположить, что образование этих оксимов 
не катализируется ферментами. Это позволяет 
обосновать предложенный список целевых со-
единений для биомониторинга воздействия ГА 
на человека.

Исходя из того, что использование методо-
логии, сочетающей методы определения ксе-
нобиотиков и методы метаболического профи-
лирования, позволяет значительно повышать 
информативность мониторинга, получать новые 
знания о механизмах действия и выявлять новые 
биомаркеры химических соединений с ранее не-
изученным токсическим действием и метаболиз-
мом, было принято решение оценить влияние 
ГА на метаболические профили биологических 
образцов лабораторных животных. В результа-
те обнаружено повышение уровня гистамина в 
крови, увеличение концентрации сфингозина и 
этаноламина. Несмотря на то, что активность 
лактатдегидрогеназы не отличалась от данных 
контрольной группы, выявлено значительное 
уменьшение концентраций 2-кетокислот: 2-ке-
тоизовалериановой, 3-метил-2-кетопентановой 
и 4-метил-2-кетопентановой кислот. Результаты 
профилирования образцов мочи приведены в 
табл. 4.

Результаты выявления маркеров в плазме кро-
ви не приведены, так как в образцах крови, по-
лученных от крыс, подвергавшихся воздействию 
средней и низкой дозы ГА, не обнаружено стати-
стически значимых отклонений в концентрациях 
метаболитов. В образцах крыс после острого от-
равления и хронического в высокой дозе выявле-
ны повышенные концентрации никотиновой, пи-

Т а б л и ц а  3
Результаты выявления биомаркеров экспозиции раствором ГА в питьевой воде

Соединение

Концентрация*, нг/мл,

введение с питьевой водой

плазма крови моча 

565 мкг/кг 113,1 мкг/кг 22,6 мкг/кг 565 мкг/кг 113,1 мкг/кг 22,6 мкг/кг

Гидроксиламин 304 ± 155 12 ± 8 8 ± 4 3555 ± 640 106 ± 30 34 ± 18

I – оксим глицеральдегида 10 ± 6 – – 140 ± 89 10 ± 6 –

II – оксим пировиноградной кислоты – – – 139 ± 74 4 ± 3 Следы
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пеколиновой и глицериновой кислот, инозитола. 
После острого воздействия через 2 ч выявлено 
увеличение концентрации дигидроксиацетона, 
которая нормализуется через 24 ч.

Учитывая, что пируватоксим оказался наи-
более чувствительным биомаркером эффекта 
ГА, нами было проведено количественное опре-
деление лактата и пирувата в моче крыс для 
определения возможного влияния на отноше-
ние концентраций лактат/пируват. Концентра-
ции молочной и пировиноградной кислот оце-
нивали методом стандартной добавки (табл. 5).

Концентрация пирувата в моче снижается в 
среднем почти в 4 раза. Точная кинетика про-
цесса не была определена, и изменение концен-
трации зафиксировано в моче, которую собира-
ли в течение 24 ч после отравления. В уровнях 
лактата в моче не выявлено статистически зна-
чимых изменений.

В плазме крови при этом выявлено умень-
шение концентрации пирувата в 2,5 раза через  
2 ч после отравления и превышение нормы  

(недостоверное) через 24 ч. Стоит отметить, что 
оксима пирувата в крови через 2 ч после отрав-
ления больше, чем самого пирувата приблизи-
тельно в 1,5 раза. Концентрация пируватоксима 
не изменилась в течение 24 ч, в то время как 
концентрация пирувата увеличилась практичес-
ки вдвое больше нормы, к сожалению, вариа-
ция значений не позволяет сделать вывод о ста-
тистической значимости. Интересно отметить, 
что если в крови суммарное содержание пиру-
вата и пируватоксима через 2 ч после введения 
ГА приблизительно соответствует исходному 
уровню пирувата, что вполне укладывается в 
простое стехиометрическое соотношение ре-
акции образования оксима, то в моче через  
24 ч концентрация пируватоксима в 130 раз пре-
вышает концентрацию пирувата. Из этого мож-
но сделать вывод об активной принудительной 
экскреции пируватоксима из организма.

Концентрация лактата в крови падает почти 
в 6 раз через 2 ч после отравления и достовер-
но в 2 раза меньше нормы через 24 ч. Соот-
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Т а б л и ц а  4
Результаты выявления в моче биомаркеров эффекта раствора ГА  

при внутрижелудочном введении крысам-самцам

Si / Sконтр*
Соединение

101,6 мг/кг 565 мкг/кг 113,1 мкг/кг 22,6 мкг/кг

–21,3 –5,1 –3,2 –2,2 3-метил-2-кетопентановая кислота
–10,1 –6,2 –1,8 –** 2-кетоизовалериановая кислота
–8,3 –4,4 – – 4-метил-2-кетопентановая кислота
–3,9 – – – Пируват
–2,2 –1,5 – – N-ацетилсерин
+2,0 +13,1 +4,0 – Пирофосфорная кислота
+2,7 – – – Сфингозин
+2,8 +10,6 +2,1 – Никотинамид
+4,2 +26 – – Инозитол
+4,5 – – – Этаноламин
+4,8 – – – Гистамин
+4,8 +5,0 +2,3 – Глицериновая кислота
+6,2 – – – Гидроксифенилпировиноградная кислота 
+7,3 +1,2 – – Аспарагиновая кислота
+11,1 – – – Гидроксифенилмолочная кислота

П р и м е ч а н и е. * – отношение площадей хроматографических пиков i-ой и контрольной группах; "+" – концентрация в груп-
пе выше, чем в контрольной в Х раз; "–" – концентрация в 1-й группе меньше; ** – статистически значимых изменений в 
концентрации не выявлено.
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ветственно, отношение концентраций лактат/
пируват в крови в период до 24 ч достоверно 
снижено. Уменьшение концентрации лактата в 
крови в связи с метгемоглобинемией описано в 
[17], авторы отмечают, что более низкие уровни 
лактата у пациентов, получающих метилено-
вый синий, позволяют предположить, что мети-
леновый синий увеличивает тонус сосудов без 
соответствующего увеличения глобальной тка-
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невой перфузии. Концентрации лактата в моче 
при метгемоглобинемии не описаны.

Наиболее чувствительными биомаркерами 
эффекта ГА являются концентрации 2-кетокис-
лот в моче. Отношение концентраций 3-метил-
2-кетопентановой кислоты и креатинина оста-
ется сниженным по сравнению с контрольной 
группой, даже в при низкоуровневом воздей-
ствии 22,6 мкг/кг ГА (рис. 2).

Т а б л и ц а  5
Концентрации молочной и пировиноградной кислот в образцах крови и мочи  

при внутрижелудочном введении раствора ГА крысам-самцам

Концентрация Лактат, нг/мл Пируват, нг/мл Отношение концентраций  
лактат / пируват

Моча
Моча (контроль) 826 ± 496 757 ± 606 1,1 ± 0,5
101,6 мг/кг, 24 ч 1011 ± 758 194 ± 147* 5 ± 2*
565 мкг/кг 730 ± 358 440 ± 123 1,7 ± 0,6*
113,1 мкг/кг 690 ± 393 780 ± 577 0,9 ± 0,5
22,6 мкг/кг 713 ± 428 679 ± 509 1,1 ± 0,5

Плазма крови
Плазма (контроль) 4558 ± 2598 450 ± 270 10 ± 5
101,6 мг/кг, 2 ч 775 ± 620* 184 ± 147* 4 ± 3*
101,6 мг/кг, 24 ч 2300 ± 1725 997 ± 538 2 ± 1*
565 мкг/кг 4660 ± 1212 539 ± 350 8 ± 2
113,1 мкг/кг 6640 ± 5312 609 ± 158 11 ± 6
22,6 мкг/кг 4540 ± 3950 640 ± 557 7 ± 4
П р и м е ч а н и е. * – p < 0,05.

Рис. 2. Отношение концентраций 3-метил-2-кетопентановой кислоты и креатинина в моче крыс,  
экспонированных различными дозами гидроксиламина.
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Таким образом, снижение концентраций пи-
рувата и других 2-кетокислот можно объяснить 
их химическим связыванием в соответствую-
щие оксимы. При этом активность лактатдеги-
дрогеназы оставалась неизменной во всех груп-
пах животных.

Изменения концентрации пирувата и лакта-
та, а также их отношения, имеют статистически 
значимый характер в образцах, полученных от 
животных, получавших ½ DL50, а также высо-
кую дозу ГА с питьевой водой.

Заключение
Биомониторинг воздействия гидроксила-

мина на организм людей, контактирующих с 
ним, целесообразно проводить с привлечени-
ем количественного определения гидрокси-
ламина и оксима пировиноградной кислоты в 
плазме крови и моче, а также 2-кетоизовалери-
ановой, 3-метил-2-кетопентановой и 4-метил-2-
кетопентановой кислот в моче.

Гидроксиламин вызывает уменьшение кон-
центраций 2-кетокислот в моче. Основным 
путем биотрансформации гидроксиламина 
в организме является образование оксимов 
при взаимодействии с глицеральдегидом, пи-
ровиноградной и глиоксалевой кислотами, 
N-формилглицином и моносахаридами, при 
этом гидроксиламин сохраняется в кровотоке 
крыс, несмотря на его высокую реакционную 
способность.

Учитывая тот факт, что все обнаруженные 
метаболиты ГА в крови и мочи крыс были нами 
также обнаружены в образцах биологических 
жидкостей после внесения ГА in vitro, можно 
предположить, что образование этих оксимов 
не катализируется ферментами. Это позволяет 
не вносить изменений в список биомаркеров 
экспозиции при экстраполяции на человека.
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