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Резюме
Введение. Согласно Государственной фармакопее Российской Федерации XIV издания оценка качества лекарственного растительного 
сырья (ЛРС) «Чемерицы Лобеля корневища с корнями» проводится титриметрическим методом по сумме алкалоидов. Для лекарственного 
препарата «Чемеричная вода», который производится из данного ЛРС, также отсутствуют селективные и чувствительные методики 
количественного определения действующих веществ при помощи инструментальных методов анализа. В этой связи является актуальным 
изучение алкалоидного состава чемеричной воды и разработка современной методики количественного определения индивидуального 
алкалоида для целей стандартизации данного лекарственного препарата.
Цель. Разработка подхода к стандартизации лекарственного препарата «Чемеричная вода» по показателю «Количественное 
определение».
Материалы и методы. Были разработаны методика определения алкалоидов чемерицы в исследуемых образцах лекарственного 
препарата методом высокоэффективной жидкостной хроматографии с тандемным масс-спектрометрическим детектированием 
(ВЭЖХ-МС/МС), а также методика количественного определения иервина, основного алкалоида в составе чемеричной воды, методом 
высокоэффективной жидкостной хроматографии с диодно-матричным детектированием (ВЭЖХ-ДАД). 
Результаты и обсуждение. В результате ВЭЖХ-МС/МС-анализа были определены три основных алкалоида в составе чемеричной воды – 
иервин, протовератрин А и протовератрин В. По результатам количественной оценки иервин, как превалирующий в составе чемеричной 
воды алкалоид, был выбран для дальнейшей разработки более доступной методики анализа методом ВЭЖХ-ДАД. Данная методика была 
валидирована по параметрам специфичности, линейности, правильности и прецизионности. Были определены концентрации иервина в 
семи испытуемых образцах чемеричной воды различных производителей. 
Заключение. Наибольшая концентрация иервина в исследуемых образцах чемеричной воды составила 170 мкг/мл, наименьшая  –  
136  мкг/мл. С целью стандартизации чемеричной воды предлагается ввести показатель качества «Количественное определение. 
Содержание иервина должно быть не менее 136 мкг/мл». Данный показатель может быть определен методом ВЭЖХ-ДАД.

Ключевые слова: чемеричная вода, чемерица, иервин, алкалоиды, ВЭЖХ-ДАД, ВЭЖХ-МС/МС, валидация.
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Abstract
Introduction. According to the XIV Edition of the Russian Federation State Pharmacopoeia, the quality control of the «Veratrum Lobelianum 
rhizome and roots» herbal substance is carried out through the determination of the alkaloid sum by means of the titration-based method. There 
are no selective and sensitive instrumental methods for the quantitative analysis of veratrum aqua active ingredients either. Veratrum aqua is 
produced from the mentioned above herbal substance. Therefore, the study of veratrum aqua alkaloid composition is relevant, as well as the 
development of a modern analytical method for individual alkaloid determination that can be implemented in veratrum aqua standardization.
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Aim. To develop an approach to the quantitative analysis in Veratrum Aqua standardization.
Materials and methods. Two analytical methods were developed: one for the veratrum alkaloid determination in veratrum aqua samples by 
means of high performance liquid chromatography coupled with tandem mass-spectrometry (HPLC-MS/MS), another – for jervine, the main 
veratrum aqua alkaloid, quantitation by means of HPLC with diode-array detector (HPLC-DAD). 
Results and discussion. Three main alkaloids, namely jervine, protoveratrine A and protoveratrine B, were identified in veratrum aqua. Jervine 
was found to be the most abundant one, hence it was chosen for the further development of a more affordable HPLC-DAD method. This method 
was validated for specificity, linearity, accuracy and precision. Jervine concentrations were measured in seven veratrum aqua samples produced by 
different manufacturers.
Conclusion. The highest jervine concentration among the examined samples was found to be 170 µg/ml, the lowest – 136 µg/ml. It is proposed to 
implement the following quantitative content parameter in veratrum aqua standardization: «Quantitative test. Jervine content should be not less 
than 136 µg/ml». This parameter is to be determined by HPLC-DAD.

Keywords: veratrum aqua, veratrum, jervine, alkaloids, HPLC-DAD, HPLC-MS/MS, validation.
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ВВЕДЕНИЕ
На сегодняшний день единственным представи-

телем рода Чемерица (Veratrum, семейство Лилей-
ные – Liliaceae), разрешенным к использованию в фар-
мацевтической практике в России, является чемерица 
Лобеля (Veratrum Lobelianum Bernh.) [1]. Из лекарствен-
ного растительного сырья (ЛРС) «Чемерицы Лобеля 
корневища с корнями» производят лекарственный 
препарат «Чемеричная вода», представляющий собой 
настойку чемерицы, разбавленную водой очищенной 
в соотношении 1:1 [2]. Чемеричная вода используется 
наружно в качестве противопаразитарного (противо-
педикулезного) средства. Основными действующи-
ми веществами, содержащимися во всех частях расте-
ния, являются стероидные алкалоиды. Все алкалоиды 
чемерицы обладают высокой токсичностью, поэтому 
употребление самого растения или его препаратов 
приводит к острому отравлению, требующему немед-
ленного оказания медицинской помощи [3]. Соглас-
но  [4, 5] в состав алкалоидов, содержащихся в чеме-
рице Лобеля, входят иервин, псевдоиервин, цевадин, 
протовератрины А и В и др.

Согласно Государственной Фармакопее XIV изда-
ния для ЛРС «Чемерицы Лобеля корневища с корня-
ми» количественное определение проводят методом 
кислотно-основного титрования по содержанию сум-
мы алкалоидов в пересчете на протовератрин (не ме-
нее 1,0 %). В доступной отечественной литературе от-
сутствует информация о стандартизации чемеричной 
воды по показателю «Количественное определение», 
а также о количественном составе отдельных алка-
лоидов в составе лекарственного препарата. В связи 
с этим представляет интерес определение основных 

индивидуальных алкалоидов в составе чемеричной 
воды и выбор алкалоида, содержащегося в наиболь-
шем количестве в данном лекарственном препарате. 
Такой алкалоид можно использовать в качестве пока-
зателя, контролируемого при стандартизации чеме-
ричной воды. 

Цель работы – разработать подход к стандарти-
зации лекарственного препарата «Чемеричная вода» 
по показателю «Количественное определение». До-
стижение поставленной цели требовало решения сле-
дующих задач: 
•• определение основных алкалоидов в образцах 

чемеричной воды различных производителей ме-
тодом высокоэффективной жидкостной хромато-
графии с тандемным масс-спектрометрическим 
детектированием (ВЭЖХ-МС/МС) с количествен-
ной оценкой и последующим выбором алкалоида, 
содержащегося в наибольшем количестве;

•• разработка методики количественного определе-
ния основного алкалоида в составе чемеричной 
воды методом высокоэффективной жидкостной 
хроматографии с диодно-матричным детектиро-
ванием (ВЭЖХ-ДАД), ее валидация и установле-
ние нижнего порогового значения содержания  
выбранного алкалоида в чемеричной воде.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Оборудование

Определение алкалоидов чемерицы методом 
ВЭЖХ-МС/МС проводили с использованием жидкост-
ного хроматографа Agilent 1260 Infinity II с масс-спект- 
рометром Agilent 6460, программное обеспече-
ние MassHunter Workstation Software ver. B.09.00 (все 
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Agilent Technologies, США). Определение алкалоидов 
чемерицы методом ВЭЖХ-ДАД проводили с использо-
ванием жидкостного хроматографа Agilent 1200 Series 
с диодно-матричным детектором Agilent G1315D, 
программное обеспечение OpenLAB CDS ChemStation 
Edition ver. C.01.04 (все Agilent Technologies, США). 
Сверхчистую воду получали при помощи системы 
очистки воды HPLC CB-2303 (Adrona, Латвия).

Реактивы и растворы

Использовались реактивы: муравьиная кислота 
LC-MS-grade (Sigma-Aldrich, США), ацетонитрил HPLC-
grade (J.T. Baker, Польша), метанол HPLC-grade (J.T. Baker, 
Польша), диметилсульфоксид (х.ч., ООО  ТД  «ХИММЕД», 
Россия). Использовались стандартные образцы: иер-
вин (содержание иервина 100 %, срок годности до 
02.2022, Sigma-Aldrich, США), протовератрин А (со-
держание протовератрина А 99 %, срок годности до 
09.2022, PhytoLab GmbH & Co. KG, Германия), хинидин 
безводный (внутренний стандарт (ВС) методики, со-
держание хинидина 88 %, срок годности до 07.2022, 
Sigma-Aldrich, США). Исходные стандартные растворы 
готовили путем растворения 1 мг иервина (здесь и да-
лее: точная навеска) в 1 мл метанола, 1 мг протоверат- 
рина А в 0,99 мл диметилсульфоксида, 1 мг хинидина 
в 0,88 мл метанола. Концентрации исходных стандарт-
ных растворов были равны 1 мг/мл.

Объектами исследования являлись образцы че-
меричной воды четырех отечественных производите-
лей различных серий (образцы № 1-7). 

Условия проведения анализа  
методом ВЭЖХ-МС/МС 

Предварительно все образцы чемеричной во-
ды были профильтрованы через мембранный фильтр 
(CHROMAFIL® Xtra PA 20/25, Macherey-Nagel, Герма-
ния). Пробоподготовка образцов при первичном по-
иске алкалоидов в составе чемеричной воды заключа-
лась в 10-кратном разбавлении смесью ацетонитрил/
вода (1:2), а затем в 1000-кратном разбавлении при 
количественном определении алкалоидов. Хрома-
тографическое разделение проводили на колон-
ке Poroshell  120 EC-C18 (4,6 × 100 мм, 2,7 мкм) с пред-
колонкой Poroshell  120 EC-C18 (4,6 × 5 мм, 4 мкм, обе 
Agilent Technologies, США). Подробные условия хрома-
тографического разделения и тандемного масс-спект- 
рометрического детектирования алкалоидов чемери-
цы описаны в работе [6]. 

Условия проведения анализа  
методом ВЭЖХ-ДАД 

Пробоподготовка проводилась следующим об-
разом: в стеклянную виалу вносили 100 мкл предва-
рительно профильтрованного исследуемого образца 
чемеричной воды (либо калибровочного раствора), 
добавляли 40 мкл ВС (рабочий стандартный раствор 
хинидина с концентрацией 200 мкг/мл) и полученную 

смесь выпаривали в токе азота при комнатной темпе-
ратуре. Тем самым удалялась спирто-водная основа 
чемеричной воды. Затем сухой остаток реконструиро-
вали в 1 мл смеси ацетонитрил/вода (1:2).

Одновременное детектирование иервина и ВС 
проводили при длине волны 250 нм (диапазон 2  нм). 
Подвижная фаза состояла из элюента А (0,2 % му-
равьиная кислота в воде) и элюента В (0,1 % муравьи-
ная кислота в ацетонитриле). Хроматографическое 
разделение проводили на указанной выше колонке с 
предколонкой Poroshell 120 EC-C18. Температура тер-
мостата колонки составила 40  °C, скорость потока  – 
0,8  мл/мин, объем вводимой пробы – 2 мкл, общее 
время хроматографирования – 13 минут. Режим элюи-
рования представлен в таблице 1.

Таблица 1. Программа градиентного элюирования  
для определения иервина методом ВЭЖХ-ДАД

Table 1. Gradient elution program for HPLC-DAD jervine 
determination

Время, мин
Time, min

Подвижная фаза А, %
Mobile phase A, %

Подвижная фаза В, %
Mobile phase B, %

0:00 90 10
1:00 90 10
1:10 80 20
8:00 60 40
8:10 10 90
9:00 10 90
9:10 90 10

10:00 90 10
13:00 90 10

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Определение основных алкалоидов чемерицы  
методом ВЭЖХ-МС/МС

В ходе первой части исследования был проана-
лизирован алкалоидный состав образцов чемерич-
ной воды различных производителей, разбавленных в 
10 раз смесью ацетонитрил/вода (1:2), методом ВЭЖХ-
МС/МС. Для этого проводили масс-спектрометричес- 
кое определение в режиме полного сканирования, 
а также в режиме мониторинга множественных ре-
акций (multiple reaction monitoring, MRM). MRM-пе-
реходы были выбраны на основании литератур-
ных данных  [7, 8]. Было установлено, что основными  
алкалоидами в составе чемеричной воды являются 
иервин, протовератрин А и протовератрин В. Время 
удерживания иервина составило 6,9 мин, протове-
ратрина А – 9,2 мин, протовератрина В – 7,6 мин (рису-
нок 1). При анализе образцов чемеричной воды не бы-
ли обнаружены вератридин, цевадин, псевдоиервин, 
вератрозин, вератрамин. 

Затем была проведена количественная оценка со-
держания иервина и протовератрина А в образцах 
чемеричной воды. Вследствие отсутствия стандарт-
ного образца протовератрина В, его количественное 
определение не проводилось. В качестве пробопод-
готовки исследуемые образцы разбавляли в 1000 раз 

Методы анализа лекарственных средств
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смесью ацетонитрил/вода (1:2). Готовили калибровоч-
ные образцы (5 уровней) с концентрациями иервина 
100, 137,5, 175, 212,5, 250 мкг/мл и с концентрациями 
протовератрина А 40, 55, 70, 85, 100 мкг/мл. Калибро-
вочные кривые строили методом абсолютной калиб- 
ровки. Пробоподготовка калибровочных образцов 
проводилась таким же способом, как и для образцов 
чемеричной воды. В выбранном диапазоне концент- 
раций наблюдалась линейная зависимость отклика 
детектора от концентрации алкалоида в образце. Дан-
ная методика не валидировалась.

По результатам анализа были определены наи-
большие и наименьшие концентрации иервина и 
протовератрина А в образцах чемеричной воды 
различных производителей. Для иервина наиболь-
шая концентрация составила 170 мкг/мл, наимень-
шая – 136  мкг/мл. Для протовератрина А наибольшая 
концентрация составила 77 мкг/мл, наименьшая –  
69 мкг/мл. Исходя из вышесказанного, иервин как  
алкалоид, превалирующий в составе чемеричной во-
ды, был выбран для дальнейшей разработки методики 
ВЭЖХ-ДАД-анализа.

Разработка методики  
количественного определения иервина  
в чемеричной воде методом ВЭЖХ-ДАД

Вследствие того, что диодно-матричный детек-
тор обладает более низкой чувствительностью в 
сравнении с масс-спектрометрическим детектором, 
пробоподготовка была изменена с 1000-кратного до 
10-кратного разбавления испытуемых и калибровоч-
ных образцов. Помимо этого, в данную пробоподго-
товку было включено использование ВС для того, что-
бы учесть возможные потери аналитов.

Методика хроматографического разделения ана-
литов была оптимизирована под задачи ВЭЖХ-ДАД- 
анализа. Режим градиентного элюирования был изме-
нен для лучшего разделения иервина и ВС от сторон-
них компонентов чемеричной воды, а также примеси 
дигидрохинидина. Хроматограммы чистого раствори-
теля [смесь ацетонитрил/вода (1:2)], калибровочного 
образца и образца чемеричной воды представлены на 
рисунках 2, 3, 4 соответственно. При данных условиях 
время удерживания иервина составляло 7,7 мин, хини-
дина – 4,2 мин, дигидрохинидина – 4,5 мин.

Рисунок 1. Хроматограмма образца чемеричной воды 

А – иервин; В – протовератрин А; С – протовератрин В

Figure 1. Veratrum Aqua chromatogram 

A – jervine; B – protoveratrine A; C – protoveratrine B
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Валидация методики  
количественного определения иервина  
в чемеричной воде методом ВЭЖХ-ДАД

Валидация аналитической методики включала 
оценку правильности, прецизионности, специфич-
ности и линейности согласно требованиям руководст- 
ва В. В.  Береговых [9]. Специфичность методики 
определялась путем сравнения хроматограмм чис- 
того растворителя, калибровочного образца и об-
разца чемеричной воды (рисунки 2–4). На хроматог- 
рамме чистого растворителя отсутствовали пики с 
временами удерживания, соответствующими иерви-
ну и ВС.

Линейность методики была подтверждена в ди-
апазоне концентраций 80–160 % (уровни диапазона 
80, 100, 120, 140, 160 %) от выбранного нормируемо-
го значения концентрации иервина. На основании ре-
зультатов ВЭЖХ-МС/МС-анализа было выбрано наи-
меньшее содержание иервина в испытуемых образцах 
чемеричной воды, равное 136 мкг/мл.

Калибровочные образцы готовили путем серии 
разведений исходного стандартного раствора иерви-
на (концентрация 1 мг/мл) с концентрациями 109, 136, 
163, 190, 218 мкг/мл. Разведение проводили сверхчис- 
той водой с целью моделирования спирто-водной 
основы чемеричной воды. 

Наблюдалась линейная зависимость в диапазоне 
концентраций от 80 до 160 % нормируемой концент- 
рации иервина, которая описывалась уравнением 
y = 0,0071x + 0,003. Квадрат коэффициента корреляции 
был равен 0.9994. Калибровочный график представ-
лен на рисунке 5.

Правильность и прецизионность методики бы-
ла подтверждена путем трехкратного повтора анали-
тической методики для всех уровней диапазона ме-
тодики (n = 15). Правильность методики оценивалась 
путем сравнения экспериментально полученных зна-
чений с истинными теоретическими значениями. Пра-
вильность была рассчитана как отношение среднего 
значения экспериментально полученных концентра-
ций иервина к теоретическому содержанию иервина 

Рисунок 2. Хроматограмма чистого растворителя (смесь ацетонитрил/вода, 1:2)

Figure 2. Pure solvent chromatogram (mixture of acetonitrile/water, 1:2)

Рисунок 3. Хроматограмма калибровочного образца 

1 – иервин; 2 – ВС

Figure 3. Calibration sample chromatogram 

1 – jervine; 2 – IS
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в образцах для каждого из уровней диапазона мето-
дики. Правильность составила 99,08–100,49 %. Оцен-
ку прецизионности проводили путем вычисления 
относительного стандартного отклонения экспери-
ментально полученных значений концентраций иер-
вина. Полученные значения находились в диапазоне 
0,61–1,85 %. Результаты оценки правильности и пре-
цизионности методики представлены в таблице 2.

Содержание иервина было определено в трех па-
раллельных пробах каждого из испытуемых образ-
цов чемеричной воды (n = 3). По результатам измере-
ний было рассчитано среднее значение содержания 
иервина, которое и принималось за итоговый резуль-
тат анализа. Были получены следующие результаты со-
держания иервина в испытуемых образцах чемерич-
ной воды (мкг/мл): 151, 136, 165, 139, 166, 164, 170.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, в испытуемых образцах чемерич-

ной воды содержание иервина, полученное по резуль-
татам ВЭЖХ-МС/МС-анализа, подтвердилось данными 
ВЭЖХ-ДАД-анализа. Наибольшая концентрация иер-
вина составила 170 мкг/мл, наименьшая – 136  мкг/мл. 
Вследствие того, что все испытуемые образцы были 
приобретены в аптеке, то есть находились в граж-
данском обороте лекарственных препаратов, они 
должны соответствовать всем требуемым показате-
лям качества. Исходя из этого, наименьшую концент- 
рацию иервина, полученную в данном исследовании, 
следует принять за нижнее пороговое значение со-
держания иервина в чемеричной воде. Для стандарти-
зации лекарственного препарата «Чемеричная вода» 

Рисунок 4. Хроматограмма образца чемеричной воды 

1 – иервин; 2 – ВС

Figure 4. Veratrum Aqua chromatogram 

1 – jervine; 2 – IS

Рисунок 5. Калибровочный график зависимости отношения площади пика иервина к площади пика ВС (Sиервин/SВС) от концентра-
ции иервина (C) в анализируемом образце (мкг/мл)

Figure 5. The calibration curve constructed by plotting the ratio of jervine to IS peak area (Sjervine/SIS) versus jervine concentration (C) in 
the analyzed sample (µg/ml)
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предлагается ввести показатель качества: «Количест- 
венное определение. Содержание иервина должно 
быть не менее 136 мкг/мл». 

Таблица 2. Результаты оценки правильности  
и прецизионности определения иервина методом ВЭЖХ-ДАД

Table 2. The results of accuracy and precision  
for HPLC-DAD jervine determination.
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