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Резюме
Введение. Транексамовая кислота является одним из наиболее распространенных препаратов, применяемых для остановки кровотечений 
после травм, хирургических вмешательств и в гинекологии. Наиболее распространенным аналитическим методом определения данного 
соединения является обращенно-фазовая высокоэффективная жидкостная хроматография (ВЭЖХ), однако из-за своей химической 
структуры данное соединение относится к группе так называемых слабоудерживаемых соединений, в связи с чем возникает необходимость 
разработки методики, позволяющей с наименьшими временными и ресурсными затратами, без использования специализированных 
колонок провести определение транексамовой кислоты в плазме крови человека.
Цель. Целью исследования является разработка и валидация методики определения транексамовой кислоты в плазме крови человека 
методом высокоэффективной жидкостной хроматографии с тандемным масс-селективным детектированием (ВЭЖХ-МС/МС) для проведения 
фармакокинетических исследований.
Материалы и методы. Определение транексамовой кислоты в плазме крови человека проводили методом ВЭЖХ-МС/МС. В качестве 
пробоподготовки использовали способ осаждения ацетонитрилом.
Результаты и обсуждение. Разработанная методика была валидирована по следующим валидационным параметрам: селективность, 
эффект матрицы, калибровочная кривая, точность, прецизионность, степень извлечения, нижний предел количественного определения, 
перенос пробы, стабильность. 
Заключение. Разработана и валидирована методика определения транексамовой кислоты в плазме крови человека методом ВЭЖХ-МС/МС. 
Подтвержденный аналитический диапазон методики составил 100,00–15000,00 нг/мл в плазме крови. Аналитический диапазон позволяет 
применять разработанную методику для проведения исследований фармакокинетики препаратов транексамовой кислоты.
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Abstract
Introduction. Tranexamic acid is one of the most common drugs used to stop bleeding after trauma, in surgery and gynecology. The most 
common analytical method for the determination of this compound is reversed-phase high-performance liquid chromatography (HPLC). However, 
this compound belongs to the group of so-called poorly retained compounds due to its chemical structure. It is necessary to develop an analytical 
method that will allow the determination of tranexamic acid in human blood plasma with the least time, resource costs and without the use of 
specialized columns.
Aim. The aim of this study is to develop a method for tranexamic acid in human plasma by high performance liquid chromatography with tandem 
mass-spectrometry (HPLC-MS/MS) for pharmacokinetic studies.
Materials and methods. Determination of tranexamic acid in plasma by HPLC-MS/MS. The samples were processed by acetonitrile protein 
precipitation.
Results and discussion. This method was validated by next parameters: selectivity, matrix effect, calibration curve, accuracy, precision, recovery, 
lower limit of quantification, carry-over effect and stability.
Conclusion. The method of the determination of tranexamic acid in human plasma was developed and validated by HPLC-MS/MS. The linearity in 
plasma sample was achieved in the concentration range of 100.00–15000.00 ng/ml. Method could be applied to tranexamic acid determination in 
plasma for pharmacokinetics and bioequivalence studies.
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ВВЕДЕНИЕ
Транексамовая кислота (ТК) (tranexamic acid (TA) 

(рисунок 1) представляет собой препарат, оказыва-
ющий антифибринолитическое действие, обратимо 
блокируя сайты связывания лизина на плазминогене,  
тем самым предотвращая взаимодействие плазми-
на (который образуется в результате активации плаз- 
миногена) с остатками лизина на полимере фибри-
на и последующей деградацией фибрина [1]. Основ-
ными показаниями для применения транексамовой 
кислоты являются состояния с аномальным крово- 
течением или тенденциями к кровотечениям, в ко-
торых, как считается, участвует местный или систем-
ный гиперфибринолиз [2]. Также особое распрост- 
ранение транексамовая кислота получила в гинеко-
логии в качестве негормонального препарата для ле- 
чения обильных менструальных кровотечений, для  
уменьшения кровотечения во время гинекологичес- 
ких операций, таких как абдоминальная миомэкто-
мия или гистерэктомия [3]. Существуют данные о воз-
можности применения транексамовой кислоты в ка- 
честве препарата от COVID-19 (coronavirus disease 
2019) для некоторых групп пациентов. Противовирус-

ный эффект связывают с теорией, согласно которой 
SARS-CoV-2 (Severe acute respiratory syndrome-related 
coronavirus-2), вирус, вызывающий COVID-19, стано-
вится более вирулентным, когда S-белок этого виру-
са расщепляется плазмином. Поэтому ингибирование 
плазмина может предотвратить прогрессирование 
COVID-19. В свою очередь транексамовая кислота, как 
типичный антифибринолитический препарат, снижа-
ет выработку плазмина  [4]. В Российской Федерации 
транексамовая кислота входит в список жизненно не-
обходимых и важнейших лекарственных препаратов, 
что свидетельствует о значимости данного лекарст- 
венного препарата для отечественного здравоохра-
нения [5].

По своему строению транексамовая кислота пред-
ставляет собой транс-4-(аминометил)-циклогексан-
карбоновую кислоту и является синтетическим ана-
логом аминокислоты лизина. За счет наличия 
карбоксильной группы данное соединение обладает 
гидрофильными свойствами, что иллюстрируется зна-
чениями коэффициента распределения октанол-вода 
(log P) для данного вещества (таблица 1).

Таблица 1. Log P и pKa для транексамовой кислоты

Table 1. Log P and pKa for tranexamic acid

Транексамовая кислота
Tranexamic acid

Log P –1,6
pKa 4,56
Ссылка
Reference

[6]

Рисунок 1. Структурная формула транексамовой кислоты

Figure 1. Chemical structure of tranexamic acid
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Известно, что физико-химические свойства ле-
карственных соединений в достаточной степени вли-
яют на их фармакокинетику. Такая характеристика 
как гидрофильность/липофильность оказывает вли-
яние на биодоступность лекарственного средства, а 
также влияет на поведение вещества в хроматогра-
фической системе. Однако в случае гидрофильных и 
полярных соединений, к которым в том числе отно-
сится и транексамовая кислота, при определении их 
методом высокоэффективной жидкостной хроматог- 
рафии (ВЭЖХ) в обращенно-фазовом режиме возни-
кают трудности, вызванные тем, что данные вещест- 
ва слабо удерживаются на классических октадецил-
силикагельных колонках. Для решения практических 
задач по удерживанию слабоудерживаемых компо-
нентов существуют различные подходы, такие как 
введение в состав подвижной фазы ион-парных до-
бавок, использование колонок с низким процент-
ным содержанием углерода, использование коло- 
нок с привитыми полярными радикалами, например  
циано-, амино- модификации силикагеля, или приме-
нение метода гидрофильной хроматографии [Hyd- 
rophilic interaction liquid chromatography (HILIC)]  [7].  
Однако не все приведенные выше подходы возмож-
ны к реализации на практике в условиях повседнев-
ной работы. Кроме того, зачастую аналитические ла-
боратории не всегда имеют в своем распоряжении 
полный ассортимент хроматографических колонок. 
В связи с этим возникает необходимость разработок 
хроматографических методик для слабоудерживае-
мых веществ с подбором оптимальных условий хро-
матографического разделения, детектирования, а 
также способа пробоподготовки. 

На данный момент в рецензируемых журналах 
представлены различные методики определения 
транексамовой кислоты методом высокоэффектив-
ной жидкостной хроматографии с использованием 
масс-спектрометрического детектора с тройным квад- 
руполем (ВЭЖХ-МС/МС) [high performance liquid 

chromatography – tandem mass spectrometry (HPLC-
MS/MS)] в плазме или сыворотке крови человека 
(таблица 2). 

Однако стоит отметить, что приведенные выше 
методики требуют трудозатратной пробоподготов-
ки или подразумевают использование коррозионно- 
агрессивных реагентов для осаждения белков. В дан-
ном исследовании приведены разработка и валида-
ция методики определения транексамовой кислоты 
методом ВЭЖХ с масс-селективным детектированием 
и использованием в качестве пробоподготовки осаж-
дения белков ацетонитрилом, что позволяет облег-
чить и ускорить процедуру пробоподготовки, при 
этом получив методику, отвечающую всем требова-
ниям нормативной документации.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Оборудование

Хроматографическое разделение и детектирова-
ние проводили на высокоэффективном жидкостном 
хроматографе Nexera XR, оснащенном градиентным 
насосом, термостатом колонок и образцов, дегазато-
ром, автосамплером и тандемным масс-спектромет- 
рическим детектором (тройным квадруполем). Об-
работку первичных данных проводили при помощи 
программного обеспечения Lab Solutions (Ver. 5.91) 
(Shimadzu Corporation, Япония).

Реактивы и растворы

В работе были использованы следующие реакти-
вы: метанол (класс «UHPLC-grade», J.T.  Baker, Нидер-
ланды), ацетонитрил (класс «LC-MS grade», Biosolve, 
Франция/Нидерланды/Израиль), муравьиная кислота 
(класс «98 % pure», PanReac, Испания), аммиак водный 
(класс «for analysis», PanReac, Испания), вода Milli-Q. 
Для приготовления исходных рабочих растворов бы- 
ли использованы стандартные образцы транексамо- 

Таблица 2. Биоаналитические методики количественного определения транексамовой кислоты

Table 2. Bioanalytical methods of quantitative determination of tranexamic acid

Аналитический 
метод

Analytical 
method

Пробоподготовка
Sample preparation

Внутренний стандарт
Internal standart

Аналитический 
диапазон

Analytical range

Хроматографическая 
колонка

Сhromatography column

Ссылка
Reference

ВЭЖХ-МС/МС
HPLC-MS/MS

Осаждение хлорной кисло-
той
Protein precipitation by perch- 
loric acid

Метилдопа
Methyldopa

0,02 – 10,00 мкг/мл
0.02 – 10.00 µg/ml

XTerraTM MS C18 Column 
(100 × 2.1 mm, 3.5 µm)

[8]

ВЭЖХ-МС/МС
HPLC-MS/MS

Осаждение хлорной кисло-
той
Protein precipitation by perch- 
loric acid

цис-4-аминоциклогексан-
карбоновая кислота
cis-4-aminocyclohexane-
carboxylic acid

1,00 – 200,00 мкг/мл
1.00 – 200.00 µg/ml

HyPURITY C18 Thermo 
Hypersil column 
(150 ×2.1 mm, 5 µm)

[9]

ВЭЖХ-МС/МС
HPLC-MS/MS

Удаление фосфолипидов и 
осаждение белков Ludox®  
AS-40 и хлоридом лантана
Phospholipid clean-up and 
protein precipitation by Ludox®  
AS-40 and lanthanum chloride

цис-4-аминоциклогексан-
карбоновая кислота
cis-4-aminocyclohexane- 
carboxylic acid

1,00 – 1000,00 мкг/мл
1.00 – 1000.00 µg/ml

Thermo Scientific™ Accu- 
core™ Urea HILIC HPLC Co- 
lumns (150 ×3 mm, 2. µm)

[10]
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вой кислоты (количественное содержание 99,3 %, 
Хуньань Дунтин Фармасьютикал Ко, Лтд., Китай) и 
вилдаглиптина (количественное содержание 99,8 %, 
Sigma-Aldrich, Германия).

Исходные стандартные растворы транексамовой 
кислоты и внутреннего стандарта (ВС) [internal stan- 
dard (IS)] вилдаглиптина (ВИЛ) [vildagliptin (VIL)] го-
товили путем растворения навески субстанций в ме-
таноле; рабочие стандартные растворы транексамо-
вой кислоты и рабочий раствор ВС вилдаглиптина 
готовили путем разведения исходных растворов тем 
же растворителем до необходимых концентраций в 
плазме крови, соответствующих уровням 1–8, а также 
уровням LLOQ (lower limit of quantification), L (low), M 
(middle) и H (high) (таблица 3). 

Исходные и рабочие стандартные растворы хра-
нили в морозильной камере при температуре –40  °С. 
Образцы интактной плазмы крови хранили в моро-
зильнике для плазмы при температуре –40 °С.

Пробоподготовка

К 200 мкл (калибровочного образца, образца 
контроля качества, образца интактной плазмы кро-
ви), помещённого в центрифужные микропробир-
ки типа «Эппендорф» вместимостью 2 мл, прибавля-
ли 10  мкл рабочего раствора ВС вилдаглиптина, затем 
прибавляли 400 мкл ацетонитрила, перемешивали на 
встряхивателе типа «вортекс» в течение 10 секунд, да-
лее центрифугировали в течение 15 мин со скоростью 
13500  об/мин. Далее супернатант переносили в хро-
матографические виалы и помещали в автосамплер 
хроматографа.

Таблица 3. Концентрации определяемых веществ  
в калибровочных образцах и в образцах контроля качества

Table 3. Concentrations of analyte in calibration samples  
and in quality control samples

Уровень
Level

Концентрация аналита, 
нг/мл

Analityte concentration, 
ng/ml

Концентрация ВС, нг/мл
IS concentration, ng/ml

ТК
TA

ВИЛ
VIL

1 100,00 500,00

2 250,00 500,00

3 500,00 500,00

4 1000,00 500,00

5 5000,00 500,00

6 8000,00 500,00

7 10000,00 500,00

8 15000,00 500,00

9 100,00 500,00

LLOQ 300,00 500,00

L 7500,00 500,00

M 12500,00 500,00

H 100,00 500,00

Условия хроматографического разделения  
и детектирования

•• Хроматографическая колонка: Shim-pack GWS C18, 
150 × 4,6 мм, 5 мкм.

•• Температура термостата: 40 °C.
•• Подвижная фаза: Элюент А: 0,1%-й раствор му-

равьиной кислоты в воде Milli-Q с прибавлением  
0,08 % аммиака (по объёму), элюент В: 0,1%-й  
раствор муравьиной кислоты с прибавлением 
0,08 % аммиака в метаноле (по объёму).

•• Градиент по составу подвижной фазы (ПФ) пред-
ставлен в таблице 4.

Таблица 4. Градиентное элюирование

Table 4. Gradient elution

Время, мин
Time, min

Элюент А, %
Eluent A, %

Элюент В, %
Eluent B, %

Скорость потока 
ПФ, мл/мин

Mobile phase flow 
rate, ml/min

0,00 12,5 87,5 1,00
0,50 12,5 87,5 1,00
2,50 12,5 87,5 1,00
2,60 12,5 87,5 1,30
3,00 100,0 0,0 1,30
4,00 100,0 0,0 1,30
4,20 12,5 87,5 1,30
4,70 12,5 87,5 1,00
7,50 12,5 87,5 1,00

•• Объем вводимой пробы: 5 мкл.
•• Время регистрации хроматограммы по масс- 

спектрометрическому детектору: 0,00–7,50 мин.
•• Параметры источника ионизации (электроспрей): 

распыляющий газ 3 л/мин, осушающий газ 20 л/мин,  
блок нагрева 400 °С, линия десольватации 200  °С, 
напряжение на капилляре +4,5 кВ.

•• Режим ионизации: положительный.

Таблица 5. Условия детектирования

Table 5. Detection conditions

Наименование аналита
Аnalyte name

Условия детектирования
Detection conditions

Транексамовая кислота
Tranexamic acid

158,10 → 
55,10 m/z

158,10 → 
67,10 m/z

158,00 → 
95,20 m/z

Вилдаглиптин
Vildagliptin

304,10 →  
107,05 m/z

304,10 →  
151,10 m/z

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Разработка методики

Главной особенностью разработки методики 
определения транексамовой кислоты являлась необ-
ходимость удержания гидрофильного, полярного ве-
щества в условиях обращенно-фазовой хроматогра-
фии. При подборе оптимальной хроматографической 
колонки были испытаны колонки с привитыми ами-
но- и цианогруппами, октильными группами, а также 
хроматографические колонки с октадецил модифи-

Доклинические и клинические исследования
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кацией силикагеля, содержащие различный процент 
углерода. Кроме того, в процессе разработки мето-
дики было испытано применение различных элюен-
тов в качестве подвижной фазы, в том числе буферных 
систем.

На основании полученных экспериментальных 
данных в качестве неподвижной фазы была выбра-
на хроматографическая колонка Shim-pack GWS C18, 
150 × 4,6 мм, 5 мкм с содержанием углерода 9,5 % и 
обладающая малой остаточной силанольной актив-
ностью. Применение данной колонки в сочетании с 
раствором формиата аммония в качестве элюента по-
зволило добиться оптимального удерживания на ко-
лонке, предотвратить размывание и добиться опти-
мальной формы хроматографических пиков.

Валидация методики

Валидацию биоаналитической методики проводи-
ли на основе руководства по экспертизе лекарствен-
ных средств Том I [11], а также руководств FDA [12] и 
ЕМА  [13] по следующим параметрам: селективность, 
эффект матрицы, калибровочная кривая, точность (на 
уровнях внутри цикла, между циклов), прецизион-
ность (на уровнях внутри цикла, между циклами), сте-
пень извлечения, нижний предел количественного 
определения, перенос пробы, стабильность [стабиль-
ность исходных и рабочих стандартных растворов 
аналитов и ВС; краткосрочная стабильность («на-
стольная» и «постпрепаративная»); стабильность при 
трехкратной заморозке-разморозке аналита; долго-
срочная стабильность аналитов в матрице].

Селективность

Проводили анализ 6 образцов интактной плаз-
мы крови, полученных из разных источников, а также 
образцов интактной плазмы крови с прибавлением 
рабочих стандартных растворов до получения кон-
центраций, соответствующих уровню LLOQ (таблица 
3). Отдельно проводили анализ образцов интактной 
плазмы крови с гемолизом и образцов с повышен-
ным содержанием липидов. На хроматограммах об-
разцов интактной плазмы крови сигналы пиков со 
временами удерживания, соответствующими време-
нам удерживания аналита и ВС, не превышают 20 %  
от сигнала аналита на уровне нижнего предела ко- 
личественного определения (НПКО) и 5 % от сигнала 
ВС соответственно. Соответствующая хроматограмма 
приведена ниже на рисунке 2.

Эффект матрицы

Для оценки эффекта матрицы анализировали об-
разцы с добавлением рабочих стандартных раство-
ров транексамовой кислоты и рабочего раствора ВС 
вилдаглиптина без влияния биологической матри- 
цы, а также образцы, приготовленные на интактной 
плазме, без учёта влияния степени извлечения тра-
нексамовой кислоты из биологической матрицы.

Эффект матрицы был оценен на низком (уровень 
L) и высоком (уровень H) уровнях аналитического диа-
пазона концентраций транексамовой кислоты (табли-
ца 3). Для ВС вилдаглиптина эффект матрицы был рас-
считан на уровне 500,00 нг/мл. Данные представлены 
в таблице 6.

Таблица 6. Расчёт фактора матрицы ТК,  
нормализованного по фактору матрицы ВС

Table 6. The matrix factor of TA, normalized by the IS matrix factor
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1,25 0,92 1,45 1,03 1,37 1,04

CV, % 5,90 4,45 6,84 4,07 5,35 3,31

Рисунок 2. Хроматограмма образца интактной плазмы крови

Figure 2. Blank plasma sample chromatogram
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Калибровочная кривая

Проводили анализ восьми образцов интактной 
плазмы крови с прибавлением рабочего раствора ВС 
вилдаглиптина и рабочих стандартных растворов 
транексамовой кислоты до концентраций, указанных 
в таблице 3 (уровни 1–8). По полученным значениям 
были построены калибровочные графики в коорди-
натах отношение площади пика транексамовой кис-
лоты к площади пика вилдаглиптина от отношения 
концентрации транексамовой кислоты к концентра-
ции вилдаглиптина в плазме крови (рисунок 4). Хро-
матограмма образца на уровне 8 (таблица 3) пред-
ставлена на рисунке 3.

Точность и прецизионность

Проводили анализ образцов плазмы крови, со-
ответствующих уровням LLOQ, L, M и Н (таблица 3). 
Анализ проводили в рамках 3 последовательностей 
по 5 образцов для каждого уровня. Точность и преци-
зионность были оценены внутри цикла, между двумя 
циклами и между тремя циклами, данные приведены 
в таблице 7. 

Полученные величины относительного стандарт-
ного отклонения (RSD, прецизионность) и относитель-
ной погрешности (E, точность) соответствуют нормам 
(не более 20 % на уровне НПКО, не более 15 % – для 
остальных точек).

Таблица 7. Точность и прецизионность методики

Table 7. Accuracy and precision of the method

Уровень 
Level

RSD, % Е, %
(n = 5) (n = 10) (n = 15) (n = 5) (n = 10) (n = 15)

LLOQ 3,17 6,05 3,75 –11,49 –6,77 –5,49
L 2,84 3,58 5,02 3,43 6,10 8,15
M 2,68 1,95 3,95 1,34 1,68 –0,30
H 0,79 2,20 4,50 –7,22 –5,97 –6,45

Степень извлечения

Для оценки степени извлечения (СИ) анализиро- 
вали по 3 образца, приготовленных из интактной 
плазмы, без влияния степени извлечения на уровнях 
L, M, и H (таблица 3), а также образцы контроля ка- 
чества для оценки степени извлечения. Отдельно 
проводили анализ образцов интактной плазмы крови 
с гемолизом и с повышенным содержанием липидов. 
Данные представлены в таблице 8.

Таблица 8. Оценка степени извлечения  
транексамовой кислоты на уровнях L, M, и H  
из различных видов биологической матрицы

Table 8. Calculation of tranexamic acid recovery at L, M, H  
levels from different types of biological matrix

СИ  
(уровень L), %

Recovery  
(level L), %

CИ  
(уровень M), %

Recovery  
(level M), %

СИ  
(уровень H), %

Recovery  
(level H), %

Среднее
Average 

58,35 83,43 67,87

SD 6,88 2,23 6,24
RSD 11,80 2,67 9,19

Степень извлечения не должна быть равной 100 %,  
но необходимо обеспечить эффективное и воспро- 
изводимое извлечение веществ из биологической 

Рисунок 3. Хроматограмма образца плазмы крови, уровень 8

Figure 3. Level 8 plasma sample chromatogram

Рисунок 4. Пример калибровочного графика зависимости от-
ношения площади пика транексамовой кислоты к площади 
пика вилдаглиптина от отношения концентрации транексамо-
вой кислоты к концентрации вилдаглиптина в плазме крови

Figure 4. Example of the calibration curve representing depen- 
dence of the ratio area peak of tranexamic acid to vildagliptin on 
the concentration ratio of tranexamic acid to the vildagliptin in 
plasma.
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матрицы. Относительное стандартное отклонение 
рассчитанных значений степени извлечения анали-
та из биологических матриц не должно превышать  
15 %. 

Нижний предел количественного определения

НПКО методики определяли на основании дан-
ных линейности, точности и прецизионности. За  
НПКО методики принималась минимальная концент- 
рация транексамовой кислоты в плазме крови в ана-
литическом диапазоне, для которой возможно коли-
чественное определение транексамовой кислоты со  
значениями RSD и Е не более 20 %. НПКО составил  
100,00  нг/мл. Хроматограмма плазмы крови с содер-
жанием транексамовой кислоты на уровне НПКО 
приведена на рисунке 5. Отношение сигнал/шум по 
пику транексамовой кислоты на уровне НПКО, рас-
считанное при помощи программного обеспечения 
LabSolutions (Ver. 5.91) (Shimadzu Corporation, Япония), 
составляет 28,3.

Стабильность
Были подтверждены краткосрочная стабильность 

(«настольная» и «постпрепаративная»), стабильность 
при трехкратной заморозке-разморозке, стабиль-
ность исходных и рабочих стандартных растворов 
(при хранении в течение 16 дней при температуре 
–40  °C), долгосрочная стабильность (при хранении 

в течение 71 дня при температуре –40  °C) исследу- 
емых веществ на низком (L) и высоком (Н) уровнях 
концентраций (таблица 3). 

Перенос пробы

При последовательном анализе калибровочного 
образца, соответствующего уровню 8 (см. таблицу 3), 
и образца интактной плазмы крови на хроматограмме 
образца интактной плазмы крови отсутствовали пи-
ки, соответствующие по временам удерживания пи-
кам исследуемого вещества и ВС.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработана и валидирована методика опреде-

ления транексамовой кислоты в плазме крови че-
ловека методом ВЭЖХ-МС/МС. Подтвержденный 
аналитический диапазон методики составил 100,00– 
15000,00 нг/мл в плазме крови человека. Получен-
ный аналитический диапазон позволяет применить 
разработанную методику для проведения аналити-
ческой части исследований фармакокинетики пре-
паратов транексамовой кислоты. 
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