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Резюме
Введение. Наличие активного метаболита 3-гидроксифеназепама (3-ОН-ФЕН), широкая межиндивидуальная  
вариабельность активной фракции феназепама (ФЕН) в крови, а также его терапевтического эффекта определяют 
актуальность терапевтического лекарственного мониторинга (ТЛМ). Для этого исследователь должен располагать 
экспрессной методикой с широким аналитическим диапазоном, низким пределом количественного определения (НПКО), 
робастной при разных методах пробоподготовки. 
Цель. Разработка и валидация методик количественного определения ФЕН и 3-гидроксифеназепама для измерения 
содержания этих аналитов в плазме крови человека при разных методах экстракции.
Материалы и методы. Определение ФЕН и 3-ОН-ФЕН в плазме крови человека проводили методом высокоэффективной 
жидкостной хроматографии с тандемной масс-спектрометрией (ВЭЖХ-МС/МС). Для пробоподготовки использовали 
твердофазную экстракцию (SPE, от англ. «solid phase extraction») и жидкостную экстракцию с поддержкой (SLE, от англ. 
«supported liquid extraction»), иначе называемую жидкостно-жидкостной экстракцией на твердой фазе. Внутренний  
стандарт (ВС) − метопролол. Подвижная фаза: 0,2%-й водный раствор муравьиной кислоты (элюент А) и 100%-й  
ацетонитрил (элюент B); режим: градиентный. Колонка: Hypersil GOLD® C18, 50 × 2,1 мм, 3,5 мкм. 
Результаты и обсуждение. Разработаны две методики количественного определения ФЕН и 3-ОН-ФЕН в плазме крови 
человека при разных методах пробоподготовки: SPE и SLE. Подобраны условия хроматографического разделения и  
масс-спектрометрической детекции изучаемых аналитов. Для обеих методик были определены следующие валидационные 
характеристики: селективность, калибровочная кривая, точность, прецизионность, степень экстракции, НПКО, эффект 
переноса, фактор матрицы, стабильность рабочих растворов и аналита в матрице.
Заключение. Результаты валидации разработанных методик соответствуют установленным критериям, что позволяет 
их использовать для количественного определения ФЕН и 3-ОН-ФЕН в плазме крови человека. Широкий аналитический 
диапазон обеих методик – 1–1000,00 нг/мл – позволяет применять их для проведения исследований фармакокинетики  
и биоэквивалентности, а также в токсикологии.

Ключевые слова: феназепам, 3-гидроксифеназепам, ВЭЖХ-МС/МС, валидация, твердофазная экстракция, жидкостная 
экстракция с поддержкой
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Abstract
Introduction. The presence of the active metabolite (3-hydroxyphenazepam, 3-OH-PHEN), the wide interindividual variability  
of the therapeutic effect of phenazepam (PHEN), as well as its active moiety in the blood, determine the relevance of  
therapeutic drug monitoring (TDM). To do this, the researcher must have an express analytical technique with a wide analytical 
range, a low limit of quantification (LLOQ), and with robustness with different sample preparation methods.
Aim. Development and validation of quantitative methods for PHEN and 3-OH-PHEN in human blood plasma with different  
sample preparation methods.
Materials and methods. The determination of PHEN and 3-OH-PHEN has been performed by high-performance liquid 
chromatography with tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS). Solid-phase extraction (SPE) and liquid extraction with  
support (SLE) otherwise called liquid-liquid extraction in the solid phase were used for sample preparation. Metoprolol was  
utilized as an internal standard (IS). Gradient elution profile between mobile phase A (0.2 % aqueous formic acid) and B  
(100 % acetonitrile) has been used. Column: Hypersil GOLD® C18, 50 × 2.1 mm, 3.5 μm. 
Results and discussion. Two methods have been developed for the quantitative determination of PHEN and 3-OH-PHEN  
in human blood plasma using different sample preparation methods: SPE and SLE. The conditions of chromatographic  
separation and mass spectrometric detection of the analytes are selected. The following validation characteristics were  
determined for both methods: selectivity, calibration curve, accuracy, precision, degree of extraction, LLOQ, carry-over  
effect, matrix factor, stability of standard solutions and analyte in the matrix.
Conclusion. The validation results of the developed methods meet the established criteria, which allows them to be used  
for the quantitative determination of PHEN and 3-OH-PHEN in human blood plasma. The wide analytical range for both  
methods 1–1000.00 ng/ml allows the use them for pharmacokinetics and bioequivalence studies, as well as in toxicology.
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ВВЕДЕНИЕ
Феназепам (бромдигидрохлорфенилбензодиазе- 

пин, 7-бром-5-(2-хлорфенил)-1,3-дигидро-2H-1,4-бен- 
зодиазепин-2-он) − производное бензодиазепина,  
структурно сходное с флубромазепамом, в котором 
хлор заменен на фтор в фенильной группе Moos-
mann  [1]. Этот транквилизатор впервые синтезиро-
вали в 1974 г. в результате совместной разработки 

НИИ фармакологии им. В. В. Закусова и Одесского  
физико-химического института им. А. В. Богатского 
АН СССР [2–4]. 

ФЕН относится к высокопотентным бензодиазе- 
пинам. Обладая успокоительным, седативным, про-
тивосудорожным и миорелаксирующим свойствами, 
этот препарат успешно применяется для купирова- 
ния синдрома отмены алкоголя [5].
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К сожалению, помимо мощного и быстрого фар-
макотерапевтического действия, ФЕН вызывает 
формирование лекарственной зависимости [6]. Осо-
бую опасность представляет прием препарата во-
дителями автотранспорта [7, 8]. В РФ с 22.03.2021 
ФЕН включен в раздел II номенклатуры сильнодейст- 
вующих и ядовитых веществ, не являющихся пре-
курсорами наркотических средств и психотропных 
веществ. 

ФЕН, подобно другим 1,4-бензодиазепинам, ин-
тенсивно метаболизируется, и только небольшая до-
ля полученной дозы выводится в неизмененном виде.  
Основной активный метаболит 3-ОН-ФЕН, кроме того, 
является основным действующим веществом препа- 
рата «Левана» (МНН: циназепам) [9] (рисунок 1).

На интенсивность метаболизма ФЕН может вли-
ять комедикация с препаратами – ингибиторами или 
индукторами цитохрома 3А4/5, что сказывается на 
концентрациях 3-ОН-ФЕН и ФЕН в крови [10]. Нали-
чие у 3-ОН-ФЕН фармакологической активности озна- 
чает необходимость измерения его уровня наряду с 
основным веществом. Широкая фармакокинетиче-
ская вариабельность ФЕН и 3-ОН-ФЕН требует изуче-
ния и проведения ТЛМ. При приеме ФЕН в клиниче-
ской дозе 0,5–2,0 мг максимальные концентрации в 
плазме крови варьируют от 20 до 60 нг/мл (терапев-
тический диапазон), а при злоупотреблении ФЕН они 
могут более чем в 50 раз превышать этот уровень. 
Так, по данным анализа судебно-медицинских образ-
цов крови водителей, задержанных за вождение в  
нетрезвом виде в США, Великобритании и Финлян-
дии, измеренные уровни ФЕН варьировали в диа-
пазоне 50–5000  нг/мл. А уровень ФЕН в крови па-
циентов с наркотической зависимостью (n = 20) в 
Финляндии составил 18–4000  нг/мл  [11]. Поэтому для 
возможности применения в широких целях методи- 
ка количественного определения ФЕН и 3-ОН-ФЕН, 
помимо экспрессности и простой техники пробопод-
готовки, должна также иметь как можно более широ-
кий аналитический диапазон. 

Ранее для количественного определения ФЕН 
была разработана и применена методика ВЭЖХ с  
УФ-детекцией и газовой хроматографией с детекто-
ром электронного захвата [12]. Аналитический диа- 

пазон в этой работе был узким, составляя 50–150  
для ФЕН и 80–200  нг/мл для 3-ОН-ФЕН, а двухэтапная 
экстракция не обеспечивала должную экспрессность. 
В другой работе НПКО этой методики был снижен  
до 1 и 3  нг/мл для ФЕН и 3-ОН-ФЕН соответствен-
но [13]. Методика S. Kerrigan и соавт. (2013) также под-
разумевала газовую хромато-масс-спектрометрию, 
ограничивалась количественным определением ФЕН 
без метаболита и имела аналитический диапазон 1– 
100  нг/мл  [7]. По-видимому, термолабильность моле-
кул ФЕН и 3-ОН-ФЕН существенно ограничивает воз-
можности газовой хроматографии в их количествен-
ном определении.

Альтернативой хроматографическим подходам 
может выступать иммуноанализ (ИФА), однако он 
имеет существенные ограничения из-за перекрест-
ной интерференции, методика L. C.  O’Connor и соавт. 
(2016) не включала метаболит ФЕН и ограничивалась 
аналитическим диапазоном 5–300 нг/мл [14]. В на- 
стоящее время все большую популярность в био- 
аналитике бензодиазепиновых производных приоб-
ретает ВЭЖХ-МС/МС, в работе R. A. Mastrovito и соавт. 
(2021) приведена методика количественного опре-
деления 12  бензодиазепинов, которая включала ФЕН 
(аналитический диапазон 1,88–200 нг/мл), но не его 
метаболит  [15]. Chu-An Yang и соавт. (2022) была раз- 
работана методика ВЭЖХ-МС/МС для одновременно- 
го измерения ФЕН и этизолама, которая также не  
включала 3-ОН-ФЕН [16]. В другой публикации при-
ведены сведения по методике одновременного из-
мерения в крови 13 дизайнерских бензодиазепи- 
нов, включая 3-ОН-ФЕН (аналитический диапазон 1– 
500  нг/мл), однако данная работа не включала соб-
ственно ФЕН  [17]. Представляет интерес методика 
M. P.  Pettersson и соавт. (2016) для количественно-
го определения 28 дизайнерских бензодиазепинов в  
моче, в том числе ФЕН и 3-ОН-ФЕН (аналитический  
диапазон 5–1000  нг/мл), с применением метода масс- 
спектрометрии высокого разрешения [18].

M. L. Crichton и соавт. [19] проводили количест- 
венное определение ФЕН и 3-ОН-ФЕН в посмерт-
ных жидкостях и тканях с помощью ВЭЖХ-МС/МС, в 
работе подробно не представлены условия пробо-
подготовки, калибровочный диапазон для ФЕН (0,7– 

Рисунок 1. I – феназепам, II – 3-гидроксифеназепам, III – циназепам 

Figure 1. I – phenazepam, II – 3-hydroxyphenazepam, III – cinazepam
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200  нг/мл) был узким, а НПКО 3-ОН-ФЕН – высоким 
(16–1000 нг/мл). 

Таким образом, в настоящее время в литерату-
ре отсутствует описание методики одновременного 
определения ФЕН и 3-ОН-ФЕН для ТЛМ с быстрым и 
простым методом пробоподготовки, широким ана-
литическим диапазоном и низким НПКО. Поэто-
му было решено разработать и валидировать соот-
ветствующую методику самостоятельно на основе  
ВЭЖХ-МС/МС.

Существенным этапом разработки методики ко-
личественного определения является выбор мето-
да экстракции с учетом физико-химических свойств 
измеряемого вещества. Самыми распространенны-
ми методами пробоподготовки являются жидкост-
но-жидкостная экстракция (LLE, от англ. «liquid-liquid 
extraction») и SPE. В одних методиках применяли  
LLE  [8, 13, 15, 19], в других – SPE [7, 17]. Однако в  
последнее время набирает популярность жидкост-
ная экстракция с поддержкой (SLE), гибридный ме- 
тод, сочетающий принципы и преимущества обоих  
подходов − LLE и SPE. SLE по сравнению с LLE по- 
зволяет получать экстракты с более низким содер- 
жанием примесей. При этом нивелируется возмож-
ность матричного эффекта из-за связывания с сор-
бентом картриджа (обычно кремнеземом) фосфо- 
липидов и прочих компонентов матрицы, что по-
вышает прецизионность методики в целом. Кроме  
того, SLE позволяет повышать степень экстракции,  
а также сокращает длительность пробоподготовки. 
Поэтому методы SPE и SLE для проведения ТЛМ бы- 
ли выбраны как предпочтительные. 

ФЕН (CAS: 51753-57-2) и 3-ОН-ФЕН (CAS: 70030-11-
4)  – слабые основания c прогнозируемыми величи- 
нами 3,3 и 2,5 для липофильности (log P), а также 10,8 
и 11,58 для константы диссоциации (pKa) соответст- 
венно. Внутренний стандарт (ВС) − метопролол (CAS: 
51384-51-1, pKa = 9,56 и log P = 1,88) также является  
слабым основанием, не реагирует с исследуемыми 
аналитами, стабилен и имеет иное время удержива- 
ния по сравнению с ФЕН и 3-ОН-ФЕН. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Препараты, реактивы,  
оборудование и программное обеспечение

Субстанция феназепама (чистотой не менее 
99,0 %, АО «Валента Фарм», Россия); метопролола  
тартрат (стандартный образец, количественное со-
держание 99,0–101,0 %, Sigma-Aldrich, США); стан-
дартный образец 3-ОН-ФЕН (чистота не менее 99,0 %,  
ФГБНУ НИИ фармакологии, Россия); муравьиная кис-
лота (класс «98% pure», Sigma-Aldrich, США), ме-
тил-трет-бутиловый эфир (категория «LC-MS grade», 
Tedia Company, Inc., США); метанол (MeOH) и ацето-
нитрил (класс «LC-MS grade», Dima Technology Inc., 
США). Картриджи: AccuBond SPE ODS-C18 (Agilent 
Technologies, США) и HyperSep™ SLE (pH7) (Thermo 
Fisher Scientific, США). 

Оборудование для ВЭЖХ-МС/МС включало жид-
костный хроматограф UltiMate 3000 (Dionex, США), 
оснащенный бинарным насосом, дегазатором, авто- 
инжектором и модулем колонок, сопряженный с 
квадрупольным масс-спектрометром TSQ Quantiva 
(Thermo Fisher Scientific, США). В качестве распыля- 
ющего и вспомогательного газа использовали азот  
от генератора Genius 1022 (PEAK Scientific, Велико-
британия), для деионизации воды использовали си-
стему высокой очистки Simplicity® UV System (Millipo- 
re Corporation, США). 

Анализ хроматограмм выполняли с использова- 
нием программного обеспечения Thermo Xcalibur.

Растворы, калибровочные стандарты  
и образцы контроля качества

Маточный раствор смеси ФЕН и 3-ОН-ФЕН c кон-
центрацией каждого аналита 1,0 мг/мл готовили в 
MeOH. Рабочие растворы для калибровочных стан- 
дартов получали путем серийного разбавления MeOH 
до концентраций 10; 25; 50; 100; 500, 1000, 2500, 5000  
и 10000 нг/мл. Отдельно приготовляли растворы 
для образцов контроля качества (QC) с получени-
ем итоговых концентраций аналитов 30; 200; 2000; 
5000; 7500  нг/мл в MeOH. Метопролол (ВС) раство-
ряли в 100 % MeOH до концентрации 1,0 мг/мл и да-
лее доводили до концентрации 100 нг/мл раство-
ром H2O : MeOH (50/50 % v/v). Все растворы хранили 
при температуре 4  °С не более 1 месяца. Калибро-
вочные образцы готовили добавлением к 400  мкл 
интактной человеческой плазмы (от 6 здоровых до-
норов) по 50  мкл рабочего раствора и ВС. Для при-
готовления образцов QC к 400 мкл интактной че-
ловеческой плазмы добавляли по 50 мкл рабочего  
раствора и ВС.

Пробоподготовка 

SPE. Картриджи AccuBond SPE ODS-C18 кондици-
онировали 3 × 1 мл MeOH и уравновешивали 3 × 1  мл 
деионизированной воды. Далее 0,5 мл плазмы раз-
бавляли 0,5 мл воды, перемешивали на вибровстря-
хивателе типа Vortex и центрифугировали 5 мин при 
5000  об/мин. Супернатант наносился на картридж,  
далее проводили промывку 3 × 1 мл 5 % водным  
раствором MeOH, после чего аналиты элюировали  
1  мл этанола 1 мин. Полученный элюат упаривали  
досуха под током азота при температуре 40 °C. Да- 
лее осадок растворяли в 250 мкл подвижной фазы  
перемешиванием на Vortex. 

SLE. 0,5 мл плазмы разбавляли 0,5 мл воды, пе-
ремешивали на Vortex, центрифугировали 5 мин при 
5000  об/мин и наносили на картриджи HyperSep™  
SLE. Для начала загрузки патронов применяли пуль- 
сирующий вакуум в течение 5 с. Затем после 5-ми-
нутного ожидания образцы элюировали 1 мл метил- 
трет-бутилового эфира с дальнейшим выпариванием 
в токе азота при 40 °С и перерастворением в 250  мкл  
подвижной фазы.

Доклинические и клинические исследования
Preclinical and clinical study
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Условия хроматографического анализа

Подвижная фаза: 0,2%-й водный раствор му-
равьиной кислоты (элюент А) и 100%-й ацетонитрил 
(элюент B). 

ФЕН, 3-ОН-ФЕН и ВС разделяли на колонке Hyper-
sil GOLD™ (3,5 мкм, внутренний диаметр 50 × 2,1  мм,  
Thermo Fisher Scientific, США) с предколонкой HyPU- 
RITY Aquastar 4,0 × 10,0 мм (Thermo Fisher Scientific, 
США) и термостатированием при 20 °C. 

Скорость подвижной фазы составляла 0,2  мл/мин 
при объеме инжекции 2 мкл. Оптимальное разделе- 
ние пиков аналитов было достигнуто при использо- 
вании градиентного режима (таблица 1). 

Таблица 1. Градиентный состав подвижной фазы

Table 1. Gradient composition of the mobile phase

Время, 
мин

Time, min

Скорость 
потока ПФ,

мл/мин
Flow rate, 

ml/min

0,2%-й раствор 
муравьиной 

кислоты в воде
0.2 % aqueous 

formic acid

100%-й 
ацетонитрил

Acetonitrile 
100 %

0 0,2 85 15
0,5 0,2 85 15
7 0,2 15 85

10 0,2 85 15
12 0,2 85 15

12
Окончание анализа

Stop analysis

Примечание. ПФ − подвижная фаза.

Note. MP – mobile phase.

В указанных условиях время удерживания ФЕН 
составило 4,9 ± 0,2 мин, 3-ОН-ФЕН – 1,5 ± 0,1  мин, 
ВС  – 2,1 ± 0,1  мин. Выбор метопролола в качестве  
ВС обусловлен схожестью его хроматографических  
характеристик с аналитами (рисунок 2). 

Режим масс-спектрометрической  
детекции

Параметры масс-спектрометрического детекти-
рования оптимизировали с использованием шпри-
цевого насоса. В качестве метода ионизации ис-
пользовали электроспрей (ESI) при положительной 
полярности (с образованием протонированных мо-
лекулярных ионов) и напряжении на капилляре 
4000  В. Температура ион-трансферного капилляра 
и испарителя (азот) составляла 350 и 333 °С соот- 
ветственно. Давление оболочечного (sheath), вспо-
могательного (aux) и очищающего (sweep) газа уста-
навливали на 30, 15 и 1  отн. ед. соответственно.  
Аргон высокой чистоты в камере соударений нахо-
дился под давлением 1,5 мТорр. 

Детектор работал в режиме мониторинга мно-
жественных реакций (MRM). Во время сбора данных  
время задержки (dwell time) составляло 100 мс. Пара-
метры масс-спектрометрической детекции для ана- 
литов и ВС – MRM-переходы и напряжение камеры  
соударений (CE) – представлены в таблице 2.

Спектр дочерних ионов 3-ОН-ФЕН иллюстрирует 
этап определения параметров MRM (рисунок 3).

Рисунок 2. Хроматограмма феназепама и 3-гидроксифеназепама образца контроля качества (300 нг/мл)

Figure 2. Phenazepam and 3-hydroxyphenazepam chromatogram of quality control sample (300 ng/ml)

Доклинические и клинические исследования
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Таблица 2. Параметры  
масс-спектрометрической детекции

Table 2. Parameters of mass spectrometric detection 

Аналит
Analyt

Ион-прекурсор, 
m/z 

Precursor ion, 
m/z

Дочерний 
ион, m/z 
Daughter  
ion, m/z

CE, В
CE, V

ФЕН
PHEN

349,0 206,0 (184,0) 7

3-ОН-ФЕН
3-OH-PHEN

366,9 320,9 (194,3) 7

ВС
IS

268,0 116,0 30

Примечание. В скобках приведены подтверждающие 
ионы.

Note. There are confirming ions in parentheses.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Валидация проводилась в соответствии с требо- 

ваниями ЕАЭС (Евразийского экономического союза),  
а также руководств EMA и FDA1, 2 [20].

1 Решение Совета ЕЭК от 03.11.2016 № 85 «Об утвержде-
нии Правил проведения исследований биоэквивалентности 
лекарственных препаратов в рамках Евразийского эконо-
мического союза». Доступно по: https://www.alta.ru/tamdoc/ 
16sr0085/?ysclid=ls2wqwk0oy569347177. Ссылка активна на 
06.10.2023.

2 ICH M10 on bioanalytical method validation – Scien-
tific guideline. Available at: https://www.ema.europa.eu/en/
ich-m10-bioanalytical-method-validation-scientific-guideline. 
Accessed: 15.01.2024.

Cелективность

Для оценки селективности проводили анализ  
образцов интактной плазмы крови, образцов с до-
бавлением рабочих растворов смеси аналитов с  
получением концентрации 1,0 нг/мл для каждого  
из них (на уровне НПКО), а также раствора ВС (для 
итоговой концентрации 10 нг/мл). При обоих мето-
дах пробоподготовки отклик сигнала детектора для 
интактной плазмы, соответствующий MRM-перехо-
дам ФЕН и 3-ОН-ФЕН, не превышал 20 % от уровня 
сигнала образцов с добавлением рабочих растворов, 
а также 5 % от сигнала ВС. Таким образом, методика  
продемонстрировала селективность независимо от 
метода пробоподготовки.

Калибровочная зависимость

Калибровочные зависимости для ФЕН и 3-ОН-ФЕН  
были линейны в диапазоне концентраций 1–1000 нг/мл  
с НПКО, равным 1,0 нг/мл. Соотношение сигнал/шум 
на уровне НПКО было более чем в 10  раз (S/N = 15) 
больше уровня сигнала холостого образца. 

Для обоих методов экстракции для каждого ана- 
лита были построены калибровочные зависимости. 
Коэффициент детерминации во всех случаях превос-
ходил величину 0,999 (таблица 3).

Все концентрации калибровочных стандартов, 
вычисленные обратным пересчетом, находились в 
пределах 20 % от номинальных значений на уровне  
НПКО и 15 % для всех других уровней концентрации. 

Рисунок 3. Спектр дочерних ионов 3-гидроксифеназепама

Figure 3. Daughter-ions spectrum of 3-hydroxyphenazepam
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Точность и прецизионность

Правильность и прецизионность метода в пре- 
делах одного дня (intra-day) оценивались путем ана- 
лиза QC в 5 повторах на 5 уровнях концентрации (1;  
3; 50; 500 и 750 нг/мл). 

Междневную правильность и прецизионность 
(inter-day) определяли анализом образцов QC на каж- 
дом уровне концентрации в течение 3 последова-
тельных дней. Средние величины рассчитанных кон- 
центраций находились в пределах ±15 % от номи- 
нальных значений для образцов QC, а для уровня  
НПКО – в пределах ±20 % от номинальных значений 
(таблица 4). 

Анализ ANOVA для параметров «правильность»  
и «прецизионность» включал следующие факторы: 
уровень концентрации, тип валидации (внутриднев-
ная или междневная), аналит (ФЕН или 3-ОН-ФЕН), 
а также метод пробоподготовки (SPE или SLE). Было 
установлено, что метод пробоподготовки не влияет 
на параметр «правильность» (р-величина F-теста со-
ставила 0,9773). При этом было показано, что вели-
чина, отражающая прецизионность (RSD), при мето- 
де SLE была достоверно меньше по сравнению с  
методом SPE (р-величина F-теста составила 0,0294). 
Таким образом, случайная ошибка измерения при 
SLE ниже, чем при SPE.

Степень экстракции и эффект матрицы (ЭМ)

Степень экстракции оценивали как (tg α/tg β) × 
100 %, где α − угол калибровочной зависимости, по-
строенной путем добавления стандартных растворов 
к подвижной фазе, а β − угол калибровочной зави- 
симости, построенной для калибровочных образцов  
(с добавлением ВС). Степень экстракции состави-
ла 89,5 и 86,5 % для метода SPE, а также 96,4 и 92,9 %  
для метода SLE для ФЕН и 3-ОН-ФЕН соответственно.

ЭМ оценивали на уровне концентраций образцов 
QC как отношение площадей пиков аналита, разбав-
ленного в бланковой плазме и разведенной в 10  раз 
плазме подвижной фазе. ЭМ для обоих аналитов не 
превышал 5 % отклонения, составляя 94,3 и 92,5 %  
для ФЕН и 3-ОН-ФЕН при SPE, а также 98,9 и 96,4 %  
для ФЕН и 3-ОН-ФЕН при SLE. ЭМ, нормализованный 
по ВС, составил 93,1 и 94,6 % для ФЕН и 3-ОН-ФЕН  
при SPE, а также 98,4 и 97,1 % для ФЕН и 3-ОН-ФЕН  
при SLE. Как видно из представленных показателей, 
метод SLE по сравнению с SPE показал снижение вли-

яния матрицы на отклик масс-спектрометрического 
детектора. Нормализованный по ВС ЭМ подтверждает 
верность выбора метопролола в качестве ВС. 

Таблица 4. Правильность и точность методик  
определения ФЕН и 3-ОН-ФЕН при разных процедурах  
экстракции (n = 5)

Table 4.  Accuracy and precision of methods  
for determining FEN and 3-OH-FEN for different  
extraction procedures (n = 5)
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SPE SLE
Внутридневная
Insideday

ФЕН
PHEN

1 –0,14 16,05 7,41 11,44
3 6,93 8,29 10,00 3,53

50 3,31 11,78 4,31 10,09
500 6,39 10,34 6,04 10,51
750 4,33 10,76 4,33 10,76

Внутридневная
Insideday

3-ОН-ФЕН
3-OH-PHEN

1 6,28 15,61 8,44 12,13
3 –3,69 11,20 –5,64 7,30

50 2,09 8,16 6,71 5,79
500 0,75 10,60 –0,32 8,51
750 12,92 6,14 3,03 5,37

Междневная
Interday

ФЕН
PHEN

1 8,76 13,19 7,27 10,86
3 10,54 6,62 9,03 4,42

50 5,45 2,36 5,78 1,94
500 9,64 2,90 9,52 3,10
750 3,47 1,20 3,47 1,20

Междневная
Interday

3-ОН-ФЕН
3-OH-PHEN

1 9,61 15,43 7,27 9,3
3 –2,84 6,21 –3,49 6,44

50 3,40 2,14 4,94 2,38
500 –0,54 1,41 –0,70 1,21
750 6,30 5,73 6,30 5,73

Таблица 3. Калибровочные кривые, полученные с помощью линейной регрессии

Table 3. Calibration curves generated by a linear regression

SPE SLE
ФЕН
PHEN

Y = 0,2265 + 0,0075 · X (R2 = 0,9995) –0,1469 + 0,0073 · X (R2 = 0,9998)

3-ОН-ФЕН
3-OH-PHEN

–0,0570 + 0,0259 · X (R2 = 0,9992) –0,0458 + 0,0272 · X (R2 = 0,9995)

Примечание. Y – отношение площади пика каждого анализируемого вещества к IS; X – концентрация аналита; R2 − ко-
эффициент детерминации.

Note. Y – peak area ratios of each analyte to IS; X – the concentration of analyte; R2 – coefficient of determination.
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Результаты валидации подтвердили соответствие 
методики современным регуляторным требованиям 
ЕАЭС, EMA и FDA.

Эффект переноса

Эффект переноса оценивали, вводя холостые об-
разцы после градуировочных растворов в концент- 
рации 1000 нг/мл. Перенос в холостой образец не 
должен превышать 20 % величины НПКО для ана- 
лита и 5 % для ВС. Эффект переноса не наблюдали 
при обоих методах пробоподготовки, ни для анали-
тов, ни для ВС.

Стабильность
Стабильность исходных и рабочих раство-

ров анализируемого вещества и ВС. При хранении 
рабочих растворов аналитов и ВС в течение одного  
месяца при температуре 4 °С снижение уровня изме- 
ряемой концентрации составило 16,8 и 17,6 % для  
ФЕН и 3-ОН-ФЕН, не влияя при этом на стабильность 
рабочего раствора ВС (снижение на 1,7 %). Снижение 
уровня измеряемой концентрации при хранении ра-
бочих растворов аналитов в течение 10 дней не пре- 
вышало 5 % для обоих аналитов. 

Стабильность замороженного и разморожен-
ного биологического образца, содержащего ана-
лизируемые вещества. Для оценки стабильности 
образцов при замораживании – оттаивании опреде-
ляли стабильность QC-образцов для трех уровней  
концентраций ФЕН и 3-ОН-ФЕН (QC1, QC3 и QC5) в 
плазме после 3 циклов замораживания – оттаивания 
(при комнатной температуре). При этом была проде-
монстрирована стабильность обоих аналитов: откло-
нения не превышали 15 % (при анализе обоими ме- 
тодами пробоподготовки). 

Краткосрочная стабильность аналитов в мат- 
рице при комнатной температуре. Для оценки ста-
бильности аналитов в плазме крови человека ис- 
пользовали образцы QC2 (соответствующие 3НПКО  − 
3  нг/мл) и QC5 (750 нг/мл), которые хранились при 
комнатной температуре в течение 24 и 48 ч до про- 
боподготовки. Далее проводился анализ хранив-
шихся образцов наряду со свежеприготовленными 
в составе одной аналитической серии. Рассчитанную  
концентрацию после хранения образцов вычитали  
из величины концентрации свежеприготовленных 
образцов, далее делили на концентрацию свежепри-
готовленных образцов и умножали на 100 %. При 
хранении матрицы свыше 48 часов отклонение пре-
вышало 15 % для 3-ОН-ФЕН, составив 33,2 и 36,5 % 
при SPE и 34,6 и 33,4 % при SLE, для образцов QC2  
и QC5 соответственно. При хранении в пределах  
24  ч для 3-ОН-ФЕН, а также при хранении в пределах  
24 или 48 ч для ФЕН оценка стабильности не превы- 
шала 15%-й порог. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Предложены и валидированы 2 экспрессные, вы-

сокочувствительные и специфичные методики опре-
деления содержания ФЕН и его активного метабо-

лита в плазме крови человека при разных типах  
экстракции (SPE и SLE). Время пробоподготовки при 
обоих методах экстракции не превышало 15 мин. Обе 
методики успешно прошли валидацию, результаты  
которой показали их соответствие современным  
требованиям. SLE достоверно снижала случайную 
ошибку измерения, оцененную как прецизионность,  
а также несколько снижала матричный эффект. Не- 
зависимо от метода пробоподготовки длительность 
хранения рабочих растворов ФЕН и 3-ОН-ФЕН не 
должна превышать 10 дней, а длительность хранения 
этих аналитов в матрице при комнатной температуре 
не должна превышать 24 ч. Близкое время удержи- 
вания метопролола с аналитами при хроматографиче-
ском разделении, хорошая стабильность при хране-
нии его рабочих растворов, а также снижение влия- 
ния матрицы при нормализации по ВС подтверждают 
правильность выбора метопролола в качестве ВС.

Низкий уровень НПКО – 1 нг/мл для обоих анали-
тов, широкий аналитический диапазон (1–1000  нг/мл),  
а также отсутствие необходимости в дейтерирован-
ном ВС обозначают перспективу применения разра-
ботанных аналитических методик как в исследова- 
ниях фармакокинетики и биоэквивалентности, ТЛМ, 
так и в токсикологических лабораториях.
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