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Резюме. В статье рассмотрены основные способы предотвращения разложения химически нестабильных лекарственных 
веществ и их метаболитов в биологических жидкостях в процессе хранения после отбора у пациентов, что необходимо 
для точного количественного определения данных соединений.
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ВВЕДЕНИЕ
Идентификация и количественное опреде-

ление лекарственных веществ и их метаболитов 
в биологических жидкостях является основным 
этапом изучения фармакокинетики, биоэквива-
лентности, а также обязательной частью судеб-
но-химических и химико-токсикологических ис-
следований. Некоторые соединения содержат 
нестабильные функциональные группы и могут 
разрушаться при хранении образцов или в про-
цессе анализа. Примерами данных веществ явля-
ются фенолы, тиолы, сложные эфиры, лактоны, 
N-оксиды, конъюгированные формы лекарствен-
ных веществ (глюкурониды, сульфаты и т.д.) [1, 2]. 
Также известно явление интерконверсии стерео- 
изомеров. Изменение химической структуры 
может происходить как под действием внешних 
факторов – температуры, света, так и под вли-
янием самой биологической матрицы, прежде 
всего активности её ферментных систем и вели-
чины рН. Предотвратить разложение можно пу-
тём изменения условий хранения и при помощи 
добавления стабилизаторов: антиоксидантов, 

буферных растворов, растворов кислот и осно-
ваний для коррекции рН, ингибиторов фермен-
тов – в зависимости от особенностей структуры 
анализируемого вещества. 

Согласно руководству по валидации анали-
тических методик ЕМА [3] и руководству ФГБУ 
«НЦЭСМП» (том 1) [4] при наличии у лекарствен-
ного вещества нестабильных метаболитов, таких 
как глюкурониды, N-оксиды, сложные эфиры и 
лактоны, необходимо изучать обратную конвер-
сию данных веществ в процессе хранения, экст- 
ракции и проведения аналитических процедур. 
Данная оценка проводится либо путём добавле-
ния метаболита к биологической матрице с по-
следующей оценкой точности количественного 
определения аналита, либо посредством повтор-
ного анализа проанализированных ранее образ-
цов (ISR-теста).

Целью данной работы является выявление 
методических подходов к стабилизации биоло-
гических проб при биоаналитических исследова-
ниях на основании анализа и обобщение данных 
литературы.
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СТАБИЛИЗАЦИЯ  
ЛЕГКООКИСЛЯЮЩИХСЯ  
И ЧУВСТВИТЕЛЬНЫХ К СВЕТУ 
СОЕДИНЕНИЙ 

Фенольные соединения, особенно двухатомные 
и многоатомные фенолы, достаточно легко подверга-
ются окислительным процессам [6]. Предотвратить их 
разложение можно путём добавления к биологичес- 
ким жидкостям растворов антиоксидантов. Так, для 
стабилизации молекулы метилдопы, которая содер-
жит два фенольных гидроксила, в плазме крови при-
менялся 5% раствор аскорбиновой кислоты [7], для 
стабилизации аналогичного по структуре допамина 
авторами был использован 5% раствор натрия мета-
бисульфита [8]. При количественном определении по-
лифенольных соединений – катехинов к моче добав-
ляли смесь растворов хлористоводородной кислоты в 
концентрации 1 моль/л и аскорбиновой кислоты в кон-
центрации 10% [9]. 

Производные птеридина, количественное опре-
деление которых в биологических средах имеет боль-
шое значение при диагностике некоторых инфекцион-
ных, аутоиммунных и онкологических заболеваний, 
также способны легко окисляться. Для их стабили-
зации  [10] рекомендуют использовать дитиоэритре- 
итол (ДТЭ), дитиотреитол, аскорбиновую кислоту и 
диэтилентриаминпентауксусную кислоту. Например, 
предупреждение окисления тетрагидробиоптери-
на до дигидробиоптерина после отбора церебро-
спинальной жидкости достигалось с помощью сме-
си растворов ДТЭ и диэтилентриаминпентауксусной 
кислоты при температуре хранения –70 ºС [11], а после 
отбора плазмы – с помощью смеси растворов аскор-
биновой кислоты в концентрации 0,04% и ДТЭ в кон-
центрации 0,1% при температуре хранения –80 ºС [12].

Предотвращения димеризации легкоокисля-
ющихся тиолов можно достигнуть путём деривати-
зации. Так, для стабилизации меркаптогруппы ак-
тивного метаболита прасугрела R-138727 в качестве 
дериватизирующего агента использовался 2-бромо-3’-
метоксиацетофенон (рисунок 1) [13], при количествен-
ном определении каптоприла – N,N,N’,N’-тетраметил-
2-бутендиамин [14]. Для предупреждения окисления 
омапатрилата применяли метилирующий агент – мети-
лакрилат [15]. В качестве замены метилакрилата мож-
но использовать N-этилмалеимид [2].

Стабилизации также можно достигнуть без добав-
ки антиоксиданта, с помощью подбора условий хра-

нения и антикоагулянта. Так, 4β-гидроксихолестерол 
в процессе хранения при температуре не выше –20 ºC 
был подвержен значительной деградации, а при глу-
бокой заморозке до температуры не выше –70 ºC был 
относительно стабилен. При этом кровь у пациентов 
отбирали в вакуумные пробирки, содержащие ЭДТА в 
качестве антикоагулянта [16].

N-оксиды способны быстро разлагаться до исход-
ных лекарственных веществ при хранении, при повы-
шенных температурах, в процессе пробоподготовки и 
проведения анализа. Степень их обратной конверсии 
зависит от рН среды при экстракции: они относитель-
но нестабильны при щелочной рН среды [1, 2]. Важную 
роль играет и природа раствора, который используют 
для коррекции рН. Так, при подщелачивании плазмы 
крови раствором натрия гидроксида N-оксид хлор-
протиксена почти полностью разлагался (рисунок 2), 
а при подщелачивании раствором натрия гидрокар-
боната был относительно стабилен. Для предотвра-
щения разложения данного метаболита пробы плазмы 
необходимо стабилизировать раствором аскорбино-
вой кислоты. В процессе экстракции также следует из-
бегать воздействия высоких температур.

В качестве метода анализа при количественном 
определении веществ, которые в процессе метабо-
лизма образуют N-оксиды, предпочтительно исполь-
зовать ВЭЖХ-МС/МС из-за мягких условий хроматогра-
фического разделения и ионизации [1].

Некоторые лекарственные вещества способны 
разрушаться под действием света. Примерами таких 
соединений являются витамины группы D, нифеди-
пин, бендрофлуметиазид, монтелукаст [9, 17, 18]. Для 
предотвращения их разложения в составе биоло-
гических проб необходимо использовать пробирки, 
обёрнутые алюминиевой фольгой либо изготовлен-
ные из тёмного стекла или окрашенного полипропи-

Рисунок 1. Схема дериватизации метаболита прасугрела R-138727

Рисунок 2. Схема разложения N-оксида хлорпротиксена

СЕКЦИЯ:   Биоаналитические методики 
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лена, не пропускающие свет. Кроме того, целесообраз-
но применять специальные источники освещения, не 
выделяющие излучения в УФ-диапазоне. Хранение 
при пониженной температуре также снижает скорость 
протекания фотохимических реакций [9].

Таким образом, для предотвращения окисления 
лекарственных веществ и их метаболитов в биоло-
гических жидкостях можно использовать растворы 
антиоксидантов, наиболее распространённым из ко-
торых является раствор аскорбиновой кислоты. Для 
стабилизации тиолов также возможно применение де-
риватизации. При работе со светочувствительными 
веществами необходимо избегать прямого попадания 
ультрафиолетового излучения на образец. Также хра-
нение биологических объектов, содержащих легко-
окисляющиеся вещества, необходимо осуществлять 
при температуре не выше –70 ºС, а в некоторых слу-
чаях – не выше –90 ºС.

ЗАВИСИМОСТЬ СТАБИЛЬНОСТИ  
ЛВ И ИХ МЕТАБОЛИТОВ  
ОТ РН СРЕДЫ. ПРЕДОТВРАЩЕНИЕ 
ГИДРОЛИЗА СЛОЖНЫХ ЭФИРОВ  
И ЛАКТОНОВ

Уровень рН биологической жидкости оказывает 
значительное влияние на стабильность таких соеди-
нений, как глюкурониды, лактоны и сложные эфиры. 
Значение данного показателя сказывается на актив-
ности ферментных систем и скорости протекания рН-
зависимых реакций. Добавление к образцу растворов 
кислот, оснований и буферных растворов может су-
щественно повысить стабильность перечисленных 
выше классов веществ [19].

О-ацилглюкурониды лекарственных веществ по 
химической структуре являются сложными эфирами. 
В биологических средах может протекать как полный 
гидролиз данных метаболитов, так и их изомеризация. 
При этом происходит миграция сложноэфирной связи 
в положения С-2, С-3, С-4 глюкуронового кольца с обра-

зованием α- и β-аномеров [9]. Примерами таких соеди-
нений являются 1-О-ацилглюкуронид телмисартана и 
1-О-ацилглюкуронид диклофенака [20]. Стабилизации 
данных конъюгатов можно добиться путём коррек-
ции рН до значения ниже 6,0; при щелочных значениях 
рН биологической жидкости проходит их быстрый 
гидролиз [2]. Так как данный вид сложноэфирной свя-
зи разрушается при воздействии высоких температур, 
количественное определение данных соединений ре-
комендовано проводить с использованием в качестве 
метода анализа ВЭЖХ-МС/МС [1].

При хранении образцов плазмы и сыворотки кро-
ви, содержащей статины и их метаболиты, может наб- 
людаться как явление гидролиза лактонного кольца 
(рисунок 3), так и циклизация β-гидроксикислоты в 
лактон (рисунок 4) [9, 21–24]. Для предотвращения об-
ратной конверсии данной группы веществ к пробам, 
полученным от добровольцев, добавляют буферные 
растворы со значением рН от 4,0 до 5,0 (см. таблицу 1).

Таблица 1. 

Способы стабилизации статинов в биологических жидкостях

Название  
лекарственного 

вещества

Биологическая 
жидкость

Стабилизатор Условия хранения Источник

Правастатин сыворотка
раствор ацетата аммония с рН 4,5 (500 мМ) (0,3 мл 
раствора на 0,5 мл сыворотки)

Не выше –70 ºС 22

Розувастатин плазма
раствор ацетата натрия с рН 4,0 (в соотношении 1:1 
с плазмой)

Не выше –20 ºС и –70 ºС 21

Аторвастатин сыворотка
раствор ацетата натрия с рН 5,0 (в соотношении 1:1 
с сывороткой)

Не выше –70 °С 23

Симвастатин 

плазма 
раствор ацетата натрия с рН 4,2 (0,1 М) (25 мкл 
раствора на 0,1 мл плазмы)

Не выше –70 °С 24

плазма
раствор ацетата аммония с рН 4,5 + натрия фторид 
и калия оксалат в качестве антикоагулянта Сухой лёд  

(в эксперименте)
9

плазма
раствор ацетата аммония с рН 4,5 + К2 ЭДТА, натрия 
фторид и калия оксалат в качестве антикоагулянта

Рисунок 3. Схема гидролиза симвастатина

Рисунок 4. Схема циклизации аторвастатина 

РАЗДЕЛ:   Эффективность и безопасность лекарственных средств
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Для предупреждения гидролиза сложных эфиров 
и лактонов применяют также и ингибиторы эстераз. 
К ним относятся натрия фторид и его смеси с калия 
оксалатом и К2 ЭДТА, параоксон, фенилметансуль-
фонилфторид (ФМСФ), бис-(4-нитрофенил)-фосфат 
(БНФФ), эзерин, теноилтрифторацетон (ТТФА), ди- 
изопропилфторфосфат (ДПФФ), дихлофос и т.д. При-
чём карбоксиэстеразы способны блокировать БНФФ, 
ФМСФ, ТТФА, ДПФФ, дихлофос и параоксон, ацетил-
холинэстеразы блокируют параоксон, дихлофос и 
эзерин, фосфодиестеразы блокирует БНФФ. Натрия 
фторид является неспецифическим ингибитором дан-
ной группы ферментов [25]. Так, для стабилизации сим-
вастатина в плазме крови применялись смеси натрия 
фторида и калия оксалата, смеси натрия фторида, ка-
лия оксалата и К2 ЭДТА [9], параоксон [26], для устра-
нения гидролиза в плазме осельтамивира (см. рису-
нок 5) использовался дихлофос [27], для стабилизации 
селективного ингибитора аденозина 2А В-068645  – 
ДПФФ [28]. При работе с пробами, содержащими аце-
тилсалициловую кислоту, необходимо использовать 
охлаждённые реактивы [29]. В качестве ингибитора 
эстераз при биоаналитических исследованиях данно-
го соединения обычно используют натрия фторид [30] 
или его смесь на К2 ЭДТА [31].

Таким образом, для предотвращения гидролиза 
глюкуронидов, лактонов и сложных эфиров в биоло-
гических жидкостях можно использовать ингибиторы 
ферментных систем и коррекцию значения рН.

Предупреждение интерконверсии  
энантиомеров и диастереомеров

Известно явление интерконверсии стереоизоме-
ров в плазме крови в процессе хранения. На протека-
ние данного процесса оказывают влияние темпера-
тура, свет, рН среды и активность ферментов [2]. Так, 
оксазепам [32], росиглитазон и пиоглитазон [33] под-
вергаются рацемизации, а 13-транс-ретиноевая кисло-
та способна переходить в 13-цис-ретиноевую кислоту 
(см. рисунок 6) [34]. 

Предотвращение рацемизации глитазонов бы-
ло достигнуто путём коррекции рН среды до 2,5. При 
значении рН 7,4 и 9,3 рацемизация данных соединений 
проходила полностью, причём при рН 9,3 процесс за-
вершился намного быстрее – в течение 24 часов [33]. 
Для стабилизации оксазепама пробы плазмы подкис-

ляли 0,1 н. раствором хлористоводородной кисло-
ты  [32], а для предотвращения интерконверсии рети-
ноидов использовалась смесь натрия аскорбината и 
N-этилмалеимида [34].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
При разработке биоаналитической методики для 

количественного определения легкоразлагающихся 
веществ выбор условий хранения биологической жид-
кости необходимо начинать с использования более 
глубокой заморозки до температуры не выше –70  ºС 
или не выше –90 ºС. В случае получения неудовлетво-
рительных результатов необходимо применять раст- 
воры стабилизаторов (таблица 2).

Таким образом, для стабилизации лекгоокисля-
ющихся соединений необходимо использовать анти-
окисданты или дериватизацию, для предотвращения 
гидролиза сложных эфиров, лактонов – ингибиторы 
эстераз и коррекцию рН, для предотвращения гидро-
лиза глюкуронидов – коррекцию рН, для предупреж-
дения интерконверсии стереоизомеров – закисление 
среды до рН 2-2,5. Отбор биологических проб при ис-
следованиях светочувствительных веществ необходи-
мо осуществлять в не пропускающую свет тару. 
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Таблица 2. 

Основные способы стабилизации аналитов в биологических жидкостях 

Группа веществ Способ стабилизации Примеры

Легкоокисляющиеся 
соединения

Добавление антиоксидантов (растворов
аскорбиновой кислоты, натрия метабисульфита и др.)

метилдопа, допамин, тетрагидробиоптерин

Дериватизация
метаболит прасугрела R-138727, омапатрилат, 
каптоприл

Хранение при температуре не выше –70 ºС 4ß-гидроксихолестерол
N-оксиды Добавление антиоксидантов хлорпротиксен
Светочувствительные 
соединения

Хранение в светонепроницаемой таре
витамин D, нифедипин, бендрофлуметиазид, 
монтелукаст

Глюкурониды Коррекция рН биологической пробы до значений ниже 6,0 телмисартан, диклофенак

Сложные эфиры Коррекция рН, использование ингибиторов эстераз 
(фторида натрия, параоксона, эсерина и др.)

осельтамивир, селективный ингибитор аденозина 
2А В-068645, ацетилсалициловая кислота

Лактоны статины

Стереоизомеры
Создание сильнокислой рН среды оксазепам, росиглитазон и пиоглитазон
Добавление раствора аскорбиновой кислоты и 
N-этилмалеимида

ретиноевая кислота
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