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Использование 2D экспериментов 
с обратной гетероядерной корреляцией 
на настольном ЯМР-спектрометре X-Pulse  
для исследования строения гемфиброзила
Статья предоставлена компанией ООО «АВРОРА»

В статье рассмотрено применение двух мощных техник ЯМР ME-HSQC и HMBC для определения строения молекул на настольном 
ЯМР-спектрометре X-Pulse на примере молекулы гемфиброзила. Полученные результаты дают основания утверждать, что 
применение настольного спектрометра X-Pulse позволяет получить надежные результаты за короткое время.

Using 2D experiments with reverse heteronuclear correlation  
on a benchtop NMR spectrometer X-Pulse  
to study the structure of gemfibrozil
The article is presented by the company LLC "AVRORA"

The article discusses application of two powerful NMR techniques ME-HSQC and HMBC to determine the structure of gemfibrozil 
molecules as an example on the benchtop NMR spectrometer X-Pulse. The obtained results give grounds to assert that the use of the 
benchtop X-Pulse NMR spectrometer allows obtaining reliable results in a short time.

Метод ядерного магнитного резонанса широ-
ко применяется в синтетической химии для исследо-
вания строения молекул. Широкое применение он 
нашел и в фармацевтической индустрии, как метод 
исследования строения фармацевтических субстан-
ций и определения примесей, ОФС.1.2.1.1.0007.15 и 
ОФС.1.7.2.0014.15. В настоящее время в области ЯМР- 
риборостроения активно развивается направление 
настольных ЯМР-спектрометров с редкоземельны-
ми магнитами1,2,3. Спектр решаемых задач настольны-
ми приборами постоянно расширяется с ростом их 
характеристик.

1 Pagès G., Gerdova A., Williamson D., Gilard V., Martino  R., 
Malet-Martino M. Evaluation of a Benchtop Cryogen-Free 
Low-Field 1H NMR Spectrometer for the Analysis of Sexual 
Enhancement and Weight Loss Dietary Supplements Adulterated 
with Pharmaceutical Substances. ACS Analytical Chemistry. 
2014;86(23):11897–11904.

2 Калабин Г. А., Васильев В. Г., Ивлев В. А., Комаров Н. А., 
Абрамович Р. А. Быстрый скрининг лекарственных средств 
без стандартных образцов: ренессанс низкопольных спект- 
рометров ЯМР. Аналитика. 2017;6:44–50.

3 Gerdova A., Defemez M., Jakes W., Limer E., McCallum  C., 
Nott  K., Parker T., Rigby N., Sagidullin A., Watson A. D., William-
son D., Kemsley E. K. Magnetic Resonance in Food Science: De-
fending Food by Magnetic Resonance. In: Royal Society of Che- 
mistry. 2015. 223 p.

Одним из значительных достижений в области 
ЯМР с момента его создания стало внедрение 2-мер-
ных (2D) ЯМР-экспериментов. Их использование зна-
чительно повысило мощность метода ЯМР для под-
тверждения строения молекул, расширило круг и 
сложность решаемых проблем4,5,6.

Данные эксперименты представляют собой се-
рию одномерных (1D) экспериментов, отличающих-
ся лишь шагом по времени, который вводится че-
рез последовательность импульсов. В результате 

4 Caprio V., McLachlan A. S., Sutcliffe O. B., Williamson D. C., 
Mewis R. E. Structural Elucidation of Unknowns: A Spectroscopic 
Investigation with an Emphasis on 1D and 2D 1H Nuclear 
Magnetic Resonance Spectroscopy. Chemistry: Bulgarian Journal 
of Science Education. 2018;27(2):223–234.

5 Fallaise D., Tweedie H. B., Konzuk J., Cheyne C., Mack E. E., 
Longstaffe  J. G. Practical application of 1 H benchtop NMR 
spectroscopy for the characterization of a nonaqueous phase 
liquid from a contaminated environment. Magnetic Resonance in 
Chemistry. 2019;57(2–3):93–100.

6 Antonides L. H., Brignall R. M., Costello A., Ellison J., Firth S. E., 
Gilbert  N., Groom B. J., Hudson S. J., Hulme M. C., Marron  J., 
Pullen  Z. A., Robertson  T. B. R., Schofield C. J., Williamson D. C., 
Kemsley  E. K., Sutcliffe O. B., Mewis  R. E. Rapid Identification of 
Novel Psychoactive and Other Controlled Substances Using Low-
Field 1H NMR Spectroscopy. ACS Omega. 2019;4(4):,7103–7112.
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получается двумерный массив данных с двумя от-
дельными временными изменениями – прямым из-
мерением (t2) и непрямым (t1) измерением. В резуль-
тате двумерного дискретного преобразования Фурье  
получается двумерный спектр с двумя осями F1 и 
F2, по которым отложено значение частоты. Экспе-
рименты по двумерной гетереядерной корреляции 
широко применяются в ЯМР при работе на спектро-
метрах с сильным полем. Представляется важным, 
чтобы данная мощная практика нашла широкое 
применение среди настольных ЯМР-спектрометров 
60 МГц с постоянными магнитами, которые значи-
тельно дешевле и проще в обслуживании и эксплу-
атации. И которые с успехом применяются для ре-
шения широкого спектра задач по исследованию 
строения молекул.

Эксперименты с гетероядерными корреляциями 
позволяют определять взаимосвязь между сигнала-
ми протона и углерода через спин-спиновое взаимо- 
действие и используются для определения строения 
неизвестного соединения.

В данной статье рассмотрены результаты двух 
таких экспериментов, ME-HSQC и HMBC1. Эти экспе-
рименты часто описываются как обратные экспе-
рименты, поскольку сигналы от протона измеряют-
ся напрямую, а сигнал от ядра X (например, 13C или 
любого другого X) – через протонный канал при-
бора для максимизации чувствительности экспери-
ментов. Это позволяет выполнять гетероядерные 
корреляции намного быстрее, чем в обычном экспе-
рименте HETCOR  [7] и сокращает необходимое вре-
мя с нескольких часов до десятков минут. В статье 
рассмотрены результаты экспериментов ME-HSQC 
и HMBC 1 M раствора гемфиброзила (рисунок 1),  
лекарственного препарата, используемого для ле-
чения аномальных уровней содержания липидов в  
крови.

Метод ME-HSQC позволяет установить прямую 
связь спектров, полученных на протоне и на углеро-
де. Сигнал от протона может коррелировать с сигна-
лом от углерода, с которым он непосредственно хи-
мически связан. В спектре HSQC данная корреляция  
проявляется как перекрестные пики (пики, появля- 
ющиеся как в протонном, так и в углеродном спект- 
ре). Сигналы в 1D углеродном спектре, не имеющие 
перекрестных пиков, относятся к сигналам четвер-
тичных атомов углерода.

Популярным дополнением к базовому экспе-
рименту HSQC является эксперимент с, так называ- 
емой, корректировкой по мультиплетности (ME), ино-
гда называемый откорректированным по DEPT [7], 
так как результат очень похож на результат экспери-
мента DEPT-135, только в двумерном варианте. Ана-

1 Claridge T. D. W. High-Resolution NMR Techniques in 
Organic Chemistry. Volume 2. 2nd Edition. Amsterdam: Elsevier 
Science. 2008. 398 с.

логично эксперименту HSQC, сигналы от протона и 
углерода, которые непосредственно химически свя-
заны, сопряжены через перекрестный пик в спектре 
ME-HSQC.

Рисунок 1. Спектр HMBC для 1 M раствора гемфиброзила. 16 
сканирований с общим временем эксперимента 1 час 40 ми-
нут. Спектр получен на настольном ЯМР-спектрометре X-Pulse

Figure 1. HMBC spectrum for 1 M gemfibrozil solution. 16 scans 
with a total experiment time of 1 hour and 40 minutes. The 
spectrum was obtained on a desktop NMR spectrometer X-Pulse

Рисунок 2. Спектр ME-HSQC для 1 M раствора гемфибрози-
ла. 4 сканирования с общим временем эксперимента 35 мин. 
Спектр получен на настольном ЯМР-спектрометре X-Pulse. 
Числа на перекрестных пиках соответствуют пронумерован-
ным позициям углеродных атомов на рисунке 1

Figure 2. ME-HSQC spectrum for 1 M gemfibrozil solution. 4 
scans with a total experiment time of 35 min. The spectrum was 
obtained on the desktop NMR spectrometer X-Pulse. The numbers 
on the cross peaks correspond to the numbered positions of the 
carbon atoms in figure 1
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В дополнение, используемая импульсная после-
довательность позволяет получить взаимосвязь меж- 
ду фазой сигнала и количеством связей атома угле-
рода с протонами, т. е. тип углеродного атома (пер-
вичный, вторичный, третичный, четвертичный). Пики 
групп CH3 и CH являются положительными (красные 
на рисунке 2), а пики групп CH2 являются отрицатель-
ными (синие на рисунке 2). Способность быстро опре-
делять тип углеродного атома важна для исследова-
ния строения. Одномерный углеродный спектр на 
рисунке 2 дает информацию лишь по амплитуде сиг-
нала и не дает информацию о его фазе, поэтому пики 
групп CH2 являются положительными. Полный дву-
мерный спектр, полученный методом ME-HSQC для 
гемфиброзила, показан на рисунке 2.

Эксперимент HSQC дает ценную информацию об 
углеводородных функциональных группах, чего обыч-
но достаточно для подтверждения известной струк-
туры. Однако, этого недостаточно для установления 
строения неизвестной молекулы. В целом, определе-
ние строения требует больше информации о связях 
вдоль углеродного скелета молекулы. Эксперимент 
HMBC позволяет получить эту информацию.

В эксперименте HMBC сигналы от протонов кор-
релируют с сигналами от ядер углерода, расположен-
ными на расстоянии 2, 3 иногда 4 связи друг от друга. 
При рассмотрении части углеводородной цепочки ти-
па: C1 H3

a   – C2 Hb
2   – C3 Hc = в спектре ME-HSQC проявят-

ся перекрестные пики между C1 и Ha, C2 и Hb, и C3 и Hc. 
Перекрестный пик между C2 и Hb будет отрицательным  
(синим). В спектре HMBC перекрестные пики HSQC  
будут подавлены, и вместо этого будут наблюдать-
ся перекрестные пики C1 с Hb и Hс, C2 с Ha и Hс и C3 с Ha 

и Hb. Комбинация двух спектров позволяет пользо-
вателю ЯМР определить углеводородный скелет мо-
лекулы и связанные с ним углеводородные группы. 
Полный спектр HMBC гемфиброзила показан на ри- 
сунке 3.

Полученные результаты позволяют сделать вы-
вод, что настольный ЯМР-спектрометр X-Pulse яв-
ляется надежным инструментом для проведения 
экспериментов по гетероядерной корреляции. Экс-
перименты ME-HSQC, HMBC позволяют пользовате-
лям определять структуру совершенно неизвестных 
молекул путем получения корреляционных двумер-
ных спектров на настольном приборе. Примене-
ние этих экспериментов позволяет получать более 
высокую чувствительность при измерении сигна-
лов протонов и получать надежные данные по стро- 
ению молекул неизвестных соединений менее чем 
за 3 часа.

Рисунок 3. Спектр HMBC для 1 M раствора гемфиброзила. 16 
сканирований с общим временем эксперимента 1 час 40 ми-
нут. Спектр получен на настольном ЯМР-спектрометре X-Pulse

Figure 3. HMBC spectrum for 1 M gemfibrozil solution. 16 scans 
with a total experiment time of 1 hour and 40 minutes. The 
spectrum was obtained on a desktop NMR spectrometer X-Pulse
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Рекламная статья / Sponsored article

Применение детектора заряженных аэрозолей 
(CAD, Thermo Fisher Scientific) для анализа 
биофармацевтических препаратов
Статья предоставлена компанией ООО «АВРОРА»

Настоящая работа посвящена проблемам определения критических компонентов и вспомогательных веществ биофармацевтических 
препаратов, таких как O-связанные гликаны, высвобождаемые из гликопротеинов путем восстановительного 
β-элиминирования; сиаловых кислот, а также адъювантов вакцин. Основной проблемой ВЭЖХ анализа таких соединений 
является отсутствие детектирующей системы, не зависящей от наличия или отсутствия хромофорных и флуорофорных 
группировок в молекуле и дающей практически универсальный отклик вне зависимости от химической структуры 
определяемых веществ. В статье дается характеристика детектора заряженного аэрозоля (CAD), применение которого дает 
возможность решить большинство проблем, связанных с детектированием бесхромафорных веществ. Статья демонстрирует 
несколько примеров, где CAD может применяться для обнаружения и количественного определения веществ, разделенных с 
помощью обращенно-фазовой хроматографии и хроматографии гидрофильных взаимодействий.

Application of a Charged Aerosol Detector (CAD, Thermo Fisher Scientific)  
for the Analysis of Biopharmaceuticals
The article is presented by the company LLC "AVRORA"

The present work is devoted to the problems of identifying critical components and excipients of biopharmaceuticals, such as O-linked 
glycans released from glycoproteins by reductive β-elimination; sialic acids; and vaccine adjuvants. The main problem of HPLC analysis 
of such compounds is the absence of a detection system that is independent of the presence or absence of chromophore and fluorophore 
groups in the molecule and gives an almost universal response regardless of the chemical structure of the analyte. The article describes 
the characteristics of a charged aerosol detector (CAD), the use of which makes it possible to solve most of the problems associated 
with the detection of chromophore-free substances. The article demonstrates several examples where CAD can be used to detect and 
quantify substances separated by reverse phase chromatography and hydrophilic interaction chromatography.

ВВЕДЕНИЕ
Долгое время детектирование в УФ/видимой об-

ласти спектра было «рабочей лошадкой» при анали-
зе биофармацевтических препаратов, так как многие 
белки и другие активные биофармацевтические ин-
гредиенты обычно обладают хорошим хромофором. 
Однако есть много случаев, когда, хотя сам биоте-
рапевтический агент может быть УФ-активным, он 
имеет важные нехромофорные химические моди-
фикации, которые необходимо обнаруживать и из-
мерять. В отличие от детекторов УФ/видимого диа-
пазона, детектор заряженных аэрозолей (CAD) – это 
серийный детектор, который обеспечивает чувстви-
тельный, почти универсальный отклик для любого 
нелетучего аналита независимо от химического со-
става. Таким образом, он может обнаруживать ве-
щества, не поглощающие в УФ/видимой области,  
обеспечивая ценные статистически достоверные 
данные (рисунок 1). CAD хорошо подходит для опре-
деления аналитов без хромофоров и без хромофор-
ных меток, и их количественного определения. Бла-
годаря своему универсальному отклику, детектор 
заряженных аэрозолей может использоваться во 
многих аналитических приложениях биофармацевти-

ческой практики, начиная от анализа высвобожден-
ных гликанов и заканчивая количественным опре-
делением наполнителей рецептуры для контроля 
качества. 

Эта статья демонстрирует несколько примеров, 
где CAD может применяться для обнаружения и ко-
личественного определения веществ, разделенных с 
помощью обращенно-фазовой хроматографии и хро-
матографии гидрофильных взаимодействий. При-
меры включают: гликаны, сиаловые кислоты, по-
верхностно-активные вещества, адъюванты, белки и 
аминокислоты. Во многих случаях пределы обнаруже-
ния находятся в диапазоне низких нанограмм с хоро-
шей точностью площади пика.

ПРОБЛЕМА ОБНАРУЖЕНИЯ  
АНАЛИТОВ

Ни один детектор жидкостной хроматографии 
(ЖХ) не дает идеальных результатов. Часто один ана-
лит реагирует сильнее, чем другой, или может вооб-
ще не реагировать. Что наиболее желательно, так это 
способность обнаруживать широкий спектр аналитов 
(универсальное обнаружение) с откликом, который 
обеспечивает точное количественное определение. 
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Детектор заряженных аэрозолей (CAD) может обна-
руживать все нелетучие и многие полулетучие ана-
литы с коэффициентом детектирования близким или 
равным единице.

Обнаружение заряженных аэрозолей – это ме-
тод, позволяющий измерять любые нелетучие и мно-
гие полулетучие частицы. Эта технология обеспе-
чивает более универсальное обнаружение, чем УФ, 
для которого требуется хромофор или масс-спектро-
метрия, требующая образования ионов газовой фа-
зы. При обнаружении заряженного аэрозоля поток 
элюента распыляется, а капли сушатся для получе-
ния частиц анализируемого вещества, которые впо- 
следствии заряжаются. Эта технология обеспечивает  
отличную однородность отклика, поскольку заряд 
частиц практически не зависит от физико-химичес- 
ких свойств соединения. Благодаря своей исключи-
тельной однородности отклика, CAD может использо-
ваться для количественного определения нескольких 
аналитов с использованием одного калибранта. Ко-
личественное определение единичного калибранта 

чрезвычайно полезно, когда недоступны определен-
ные стандарты аналитов. Например, кривая отклика 
активного фармацевтического ингредиента (API) мо-
жет использоваться для определения уровней неиз-
вестных примесей.

Таким образом, весь процесс можно разделить на 
три простых шага:
1. Распыление. Обнаружение заряженного аэрозоля 

начинается с распыления элюента на капли, кото-
рые затем высушиваются на частицы. Размер час- 
тиц увеличивается с увеличением количества 
аналита. 

2. Получение заряда. Поток заряженного газообраз-
ного азота сталкивается с частицами анализиру- 
емого вещества. При этом заряд передается части-
цам – чем крупнее частица, тем больше заряд. 

3. Обнаружение. Заряженные частицы переносят-
ся в коллектор, где совокупный заряд измеряется 
высокочувствительным электрометром, который 
генерирует сигнал, прямо пропорциональный ко-
личеству присутствующего аналита.

Рисунок 1. Принцип работы детектора заряженных аэрозолей. 

Вверху слева (1) подвижная фаза из колонки LC, входящая в детектор распыляется путем объединения с концентрическим пото-
ком азота или воздуха (2). Мелкие капли, переносимые объемным газовым потоком в нагретый сектор испарения (3), десольва-
тируются с образованием сухих частиц (5) любых нелетучих или полулетучих частиц. Любые оставшиеся крупные капли стекают 
в отходы (4). Сухие частицы аналита соединяются с другим газовым потоком, который заряжается высоковольтным зарядным 
устройством Corona (6). Заряженный газ передает положительный заряд поверхности частицы анализируемого вещества (7). 
Заряженные частицы анализируемого вещества проходят через ионную ловушку (8), которая удаляет любые высокоподвиж-
ные частицы, и попадают в коллектор, где они измеряются чувствительным электрометром. Производимый сигнал (9) прямо 
пропорционален количеству аналита
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Исходя из того факта, что готовится общая 
фармакопейная статья «Определение гликанового 
профиля», целью данного исследования была разра-
ботка количественного анализ профиля для O-связан-
ных гликанов, высвобождаемых из гликопротеинов 
путем восстановительного β-элиминирования. 

Гликопротеины, представляющие биологический, 
диагностический или терапевтический интерес, клю-
чевыми аспектами своей нормальной функции обяза-
ны олигосахаридам, прикрепленным к белковой цепи. 
Изменения количества, типа, состава или характера 
связывания этих гликанов могут служить биомарке-
ром заболевания или влиять на эффективность био-
терапевтического продукта. По этой причине способ-
ность правильно идентифицировать и измерять эти 
гликаны представляет научный интерес, а возмож-
ность делать это надежно, быстро и недорого – имеет 
практическую пользу. 

Гликаны – это полярные молекулы, которые сла-
бо удерживаются на колонках для жидкостной хрома-
тографии с обращенной фазой, но более сильно удер-
живаются на пористом графитовом углероде, HILIC, 
анионообменных или смешанных колонках. Посколь-
ку N-связанные гликаны плохо обнаруживаются де- 
текторами поглощения УФ/видимого света, отде-
ленные гликаны обнаруживаются непосредственно 
с помощью импульсной амперометрии, масс-спект- 
рометрии или флуоресценции после мечения 2-AA 
(2-аминобензойная кислота) или 2-AB (2-аминобенза-
мид). Для обнаружения методом детектирования за-
ряженных аэрозолей не требуется флуорофор или 
хромофор для чувствительной и точной количествен-
ной оценки, поэтому УВЭЖХ-CAD обеспечивает про-
стой и прямой подход к разделению и количествен- 
ной оценке нативных гликанов. В этом методе ис-
пользуется летучая подвижная фаза, полностью со-
вместимая с масс-спектрометрией, если требуется 
дальнейшее определение характеристик.

Метод количественного анализ профиля  
для O-связанных гликанов,  
высвобождаемых из гликопротеинов  
путем восстановительного 
β-элиминирования 

О-связанные гликаны высвобождаются из бел-
ков путем восстановительного β-элиминирования. 
Высвободившиеся гликаны разделяются с помощью 
жидкостной хроматографии сверхвысокого качества 
(УВЭЖХ) на новой платформе УВЭЖХ, которая интегри-
рует детектор заряженных аэрозолей в систему для 
повышения производительности и простоты исполь-
зования. В аналитической колонке смешанного режи-
ма используются механизмы как слабого анионного 
обмена, так и HILIC-разделения для разделения глика-
нов на основе заряда, размера и полярности. Восста-
новленные гликаны обнаруживаются напрямую, без 
маркировки, с помощью обнаружения заряженного 
аэрозоля. 

Приборное оснащение, режим 

Система УВЭЖХ Thermo Scientific™ Vanquish™ с 
детектор заряженных аэрозолей: 
 • Температура испарения: 50 °C. 
 • Функция мощности: 1,00. 
 • Скорость сбора данных: 10 Гц. 
 • Фильтр сигнала: 5 сек. 

Реагенты: чистоты для реагентов или для ЖХМС 

Анализ данных: 
Система хроматографических данных Thermo 

Scientific™ Dionex™ Chromeleon™ (CDS) 7.2. 

Разделение

Колонка: Thermo Scientific™ GlycanPac™ AXH-1 
1,9 мкм, 2,1 × 100 мм. 

Температура колонки: 30 °C, режим естественной 
конвекции. 

Скорость потока: 0,5 мл/мин. 
Объем впрыска: 0,2–2 мкл. 
Подвижная фаза A: 95: 5 ацетонитрил: деионизиро-

ванная вода. 
Подвижная фаза B: 50 мМ формиат аммония, pH 4,4. 
Градиент: Время,% B: –8, 2; 0, 2; 60, 42 (наклон =  

0,67 мМ/мин). 

Подготовка образца

Thermo Scientific™ Dionex™ OligoStandard™ Сиа-
лированные N-связанные альдиты фетуина были по-
лучены от Thermo Fisher Scientific (P/N 04360). В один 
флакон добавляли 500 мкл чистой воды для ВЭЖХ, пе-
ремешивали для растворения и переносили в поли-
пропиленовый флакон для автоматического пробоот-
борника для ВЭЖХ. Galβ (1-3) GalNAc-α-Thr (TCI G0340) 
из VWR растворяли в деионизированной воде в кон-
центрации 1 мг/мл. О-связанный гликан Core 1 высво-
бождался во время процедуры восстановительного 
β-элиминирования. Муцин, бычий подчелюстной тип 
1-S (Sigma M3895), кроличьи поликлональные антите-
ла против IgG H&L (VWR RL105-4102), фетуин из феталь-
ной бычьей сыворотки (Sigma F3004) и коммерческое 
моноклональное антитело от частного донора полу-
чали растворением 10 мг +/- 1 мг в 1 мл воды, пригод-
ной для ВЭЖХ. Пулы O-гликанов высвобождались пу-
тем восстановительного β-элиминирования.

Высвобождение О-гликанов 

О-связанные гликаны не могут быть высвобож-
дены одним ферментом, таким как PNGase F, обыч-
но используемым для высвобождения N-связанных 
гликанов. Вместо этого O-связанные гликаны высво-
бождаются химическими методами, такими как вос-
становительное β-элиминирование. Химическое вос-
становление образует гликаны с одним концевым 
фрагментом, восстановленным до альдита, кото-
рый не может быть флуоресцентно помечен (рису-
нок 2). Но это не представляет проблемы для обнару-
жения, потому что детектор заряженного аэрозоля 
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легко обнаруживает нативный гликан. Из-за однород-
ного отклика детектора заряженного аэрозоля отно-
сительная площадь пика точно отражает количество 
каждого нелетучего аналита.

Разработка метода

По сравнению с N-связанными гликанами, раз-
деленными в тех же условиях, O-связанные гликаны, 
исследованные в этой работе, обычно элюируются 
раньше и с меньшим разрешением. После предвари-
тельного изучения метода для оценки альтернативных 
колонок, таких как колонки GlycanPac AXR-1 и Thermo 
Scientific™ Accucore™ 150 Amide HILIC, на колонке 
GlycanPac AXH-1 был разработан подходящий ме-
тод для малых, полярных, нейтральных и заряженных 
О-связанных гликанов. Этот несколько общий метод 
максимизирует удержание малых, нейтральных и од-
нозарядных гликанов, давая достаточно времени для 
элюирования возможных крупных и/или более высо-
козарядных гликанов. Последний метод был исполь-
зован для анализа пулов O-связанных (верхняя хро-

матограмма) и N-связанных (нижняя хроматограмма) 
гликанов, высвобожденных из бычьего фетуина, кото-
рые сравниваются на рисунке 3. Идентификация пи-
ков O-связанных гликанов присвоена предваритель- 
но до тех пор, пока не будет подтверждения с исполь-
зованием MS. 

Были проанализированы пулы О-связанных глика- 
нов, высвобождаемые из различных белков, в том 
числе из бычьего фетуина, бычьего подчелюстного  
муцина и IgG. Представлены количественные харак- 
теристики, включая точность, пределы обнаруже-
ния и динамический диапазон. Показатели качества 
включают чувствительность на уровне колонки с  
низким нанограммом, динамический диапазон более 
двух порядков величины и точность площади пика, 
составляющую в среднем три процента RSD.

В таблице 1 представлены сводные данные о 
времени удерживания и точности площади пика. 
для двух пиков, элюируемых в пределах временно-
го окна удерживания, соответствующего O-глика-
нам плюс трисиалилированным и тетрасиалирован-

Рисунок 2. Альдиты, полученные восстановительным β-элиминированием, не могут быть помечены

Figure 2. Aldites obtained by reductive β-elimination cannot be labeled

Рисунок 3. N- и O-связанные нативные гликаны, полученные из бычьего фетуина

Figure 3. N- and O-linked native glycans derived from bovine fetuin
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ным N-гликанам. Пределы обнаружения стандартов 
O-связанных гликанов не были определены для этой 
работы, но аналогичные методы для N-связанных 
гликанов дали пределы обнаружения в диапазоне 
низких нг/мкл и квадратичные калибровочные кри-
вые в диапазоне от 1 до 200 нг/мкл. 

Таблица 1. Сводные данные о времени удерживания  
и точности площади пика

Table 1. Summary of retention times and peak area accuracy

Компонент
Component

Время 
удерживания  

(% RSD)
Retention time 

(% RSD)

Площадь пика 
(% RSD)

Peak area  
(% RSD)

Пик 1
Peak 1

0,06 3,3

Пик 2
Peak 2

0,04 3,7

Трисиалилированное 
призводное
Trisialylated derivative

0,01 3,5

Тетрасиалилированное 
призводное
Tetrasialylated

0,02 1,9

Среднее
Average

0,03 3,1

Таким образом можно утверждать:
O-гликаны, высвобождаемые восстановительным 

β-элиминированием для сохранения структурной це-
лостности, можно измерить количественно. Высво-
бодившиеся гликаны разделяются с высоким разре-
шением по заряду, размеру и полярности на колонке 
смешанного режима, использующей как ионный об-
мен, так и разделение HILIC. 

Метод УВЭЖХ, разработанный для измерения 
нативных О-связанных гликанов, является точным и 
чувствительным. Точность времени удерживания луч-
ше, чем 0,1 % RSD, а точность площади пика в сред-
нем составляет 3,1 %. Непосредственно реагируя на 
любые нелетучие соединения, обнаружение заряжен-
ных аэрозолей позволяет количественно определять 
немеченые О-связанные гликаны. 

Близкий к единице коэффициент детектирова-
ния для обнаружения заряженных аэрозолей обеспе-
чивает простую и относительно точную оценку кон- 
центрации, даже при отсутствии чистого первичного 
стандартного образца.

Метод. Определение сиаловых кислот  
с использованием детектора заряда аэрозоля

Сиаловые кислоты представляют собой компо-
ненты клеточных рецепторов, которые специфич-
ны для вирусов семейства Adenoviridae, ротавирусов 
(Reoviridae), вирусов гриппа (Orthomyxoviridae), а так-
же для многих грамположительных бактерий. Накоп- 
лены факты, отражающие важнейшую роль сиаловых 
кислот в обеспечении устойчивости макроорганиз-
ма к патогенам различной природы, а также в разви-

тии соматической патологии и опухолеассоцииро-
ванных процессов. Концентрация сиаловых кислот 
также возрастает при сиалидозе, инфаркте миокарда, 
онкологических заболеваниях, в том числе и при опу- 
холях головного мозга. Особенно высокий рост это-
го показателя отмечается при активной форме тубер-
кулеза и ревматизме, при паренхиматозной желтухе. 
После отщепления от белково-углеводных комплек-
сов тканей свободных сиаловых кислот инактиви- 
руют многие бактериальные и вирусные агенты. По-
этому увеличение содержания в крови сиалоглико-
протеинов может быть проявлением компенсатор-
ной, защитной реакции организма. Одной из многих 
причин формирования иммунологической несосто-
ятельности при старении связывают с уменьшением 
концентрации сиаловых кислот в организме. Сиало-
вые кислоты способны выраженно изменять процесс 
распознавания опухолевых антигенов. Анализ часто- 
ты экспрессии разных антигенов на клетках различ-
ных опухолей во многих случаях может быть исполь-
зован для оценки прогноза и степени злокачествен-
ности опухолевого процесса, а также для получения 
вакцин с целью иммунотерапии.

Будучи замещенными моносахаридами с 9 угле-
родными атомами, сиаловые кислоты не имеют в 
структуре хромофорных группировок, поэтому не 
обнаруживаются в рабочем диапазоне спектрофото-
метрических детекторов УФ/видимой области. Одна-
ко, прямое обнаружение высвобожденных сиаловых 
кислот из трансферрина человека и крупного рога-
того скота возможно с использованием ВЭЖХ с де-
тектором заряженного аэрозоля.

Приборное оснащение, режим

Система УВЭЖХ Thermo Scientific ™ Vanquish ™ с 
детектором заряженных аэрозолей. 

Колонка: Thermo Scientific™ Acclaim™ Trinity P2, 
3 мкм, 2,1 × 100 мм. 

Температура колонки: 30 °C. 
Скорость потока: 0,3 мл/мин. 
Объем впрыска: 5 мкл. 
Подвижная фаза: 65/25/10 (ACN/вода/100 мМ 

формиат аммония, pH 4).

Метод. Определение адъювантов вакцин

Адъювáнт (от лат. adjuvans  – «помогающий, под-
держивающий») – соединение или комплекс веществ, 
используемое для усиления иммунного ответа при 
введении одновременно с иммуногеном. В отличие 
от  иммуномодуляторов, они применяются для уси-
ления конкретного иммунного ответа (например, 
при  вакцинации) чаще всего в здоровом организме,  
а не для нормализации нарушенных реакций иммун-
ной системы при патологии.

Адъюванты на протяжении десятилетий при-
меняются для улучшения иммунного ответа на вак-
цинные антигены. Включение адъювантов в состав 
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вакцин направлено на усиление, ускорение и прод- 
ление специфического иммунного ответа до жела-
емого уровня. Таким образом, адъюванты играют 
ключевую роль в получении эффективного и дли-
тельного иммунитета.

Достаточно изученными и часто применяющи- 
мися адъювантами являются сапонины и производ- 
ные холестерола, входящие в состав липосом. И са-
понины, и производные холестерола практически не 
имеют хромофорных группировок, но с применением 
детектора заряженного аэрозоля возможно прямое 
определение этих адъювантов.

Приборное оснащение, режим

Система УВЭЖХ Thermo Scientific™ Vanquish™ с 
детектором заряженных аэрозолей. 

Колонка: Thermo Scientific™ Accucore™ PFP 2,6 мкм, 
2,1 × 100 мм.

Температура колонки: 50 °С. 
Скорость потока: 1,0 мл/мин. 
Объем впрыска: 0,2 мкл. 
Подвижная фаза A: 0,1 % муравьиной кислоты в 

деионизированной воде. 
Подвижная фаза B: 0,1 % муравьиной кислоты в 

соотношении 30:70 ацетонитрил: 2-пропанол. 
Градиент: 25–70–70 % B при 0–4–9 мин. 
Детектор: VCAD 2 Гц, 5 с, PF 1
Сравнение детектирования УФ (210 нм) и детек-

тора заряженного аэрозоля.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Детекторы заряженных аэрозолей Thermo Scien-

tific™ Vanquish™ и Thermo Scientific™ Corona™ Veo™ 
обеспечивают: 
 • Простое, интуитивно понятное управление. 
 • Широкий линейный и динамический диапазон. 
 • Чувствительность на уровне субнанограмм. 
 • Гибкость метода, охватывающая приложения 

ВЭЖХ с микропотоком и УВЭЖХ с одним небулай- 
зером.

 • Отклик детектора не зависит от структуры ана-
лизируемого вещества для всех нелетучих 
соединений. 

 • Превосходная чувствительность в сочетании с 
широким динамическим диапазоном для повы-
шенной производительности. 

 • Единый калибрант для количественного опреде-
ления нескольких аналитов, когда отдельные 
стандарты недоступны.

Рисунок 4. Прямое обнаружение высвобожденных сиаловых 
кислот из трансферрина человека и крупного рогатого скота 
с использованием ВЭЖХ с детектором заряженного аэрозоля

Figure 4. Direct detection of released sialic acids from human and 
bovine transferrin using HPLC with charged aerosol detector

Риснок 5. Сравнение детектирования УФ (210 нм) и детектора заряженного аэрозоля

Figure 5. Comparison of UV detection (210 nm) and charged aerosol detector for selected adjuvants
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Рекламная статья / Sponsored article

Проектирование лабораторий под ключ
Статья предоставлена компанией ООО «ТД «ХИММЕД»

ООО «ТД «ХИММЕД» предлагает услуги по проектированию лабораторий различного профиля и их комплексному оснащению 
лабораторным и аналитическим оборудованием, расходными материалами и мебелью. По желанию заказчика возможна разработка 
предпроектной и проектной документации согласно Постановлению Правительства РФ от 16.02.2008 № 87.

Turnkey Laboratory Design
The article is presented by the company LLC "TH "HIMMED"

"TD "CHIMMED" LLC offers services of designing laboratories of various profiles and their complex equipment with laboratory and 
analytical equipment, consumables, and furniture. Development of pre-project and project documentation in accordance with the 
Decree of the Government of the Russian Federation No. 87 dated 02/16/2008 is possible on request.

ООО «ТД «ХИММЕД» осуществляет проектирова-
ние и комплексное оснащение лабораторий различ-
ного профиля: 
 • ПЦР лаборатория;
 • микробиологическая лаборатория;
 • лаборатория иммуноферментного анализа;
 • лаборатория клеточных технологий;
 • аналитическая лаборатория; 
 • лаборатории электрофореза и вестерн-блоттинга;
 • лаборатория ветеринарной диагностики;
 • лаборатория микроэлектроники.

По желанию заказчика мы можем разработать: 
 9 Предпроектные решения (технологическую про-

работку проекта с размещением оборудования 
согласно заявленной площади).

 9 Проектную документацию согласно Постановле-
нию Правительства РФ от 16.02.2008 № 87 «О со-
ставе разделов проектной документации и требо-
ваниях к их содержанию».

 9 Раздел «Технологические решения».
 9 Раздел «Отопление, вентиляция и кондициониро-

вание воздуха, тепловые сети».
Также мы осуществляем полную комплектацию 

лаборатории мебелью, оборудованием и расходными 
материалами согласно проекту.

В состав проектной документации входят сле-
дующие разделы: 
1. ПЗ – пояснительная записка.
2. ПЗУ – схема планировочной организации земель-

ного участка.
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3. АР – архитектурные решения.
4. КР – конструктивные решения.
5. ИОС – сведения об инженерном оборудовании, о 

сетях инженерно-технического обеспечения, пе-
речень инженерно-технических мероприятий, со-
держание технологических решений.
5.1. ИОС1_ЭС – система электроснабжения.
5.2. ИОС2_СВС (ВК1) – система водоснабжения.
5.3. ИОС3_СВО (ВК2) – система водоотведения.
5.4. ИОС4_ОВ (ОВиК) – отопление, вентиляция и 

кондиционирование воздуха, тепловые сети.
5.5. ИОС5_СС – сети связи.
5.6. ИОС6 – системы газоснабжения.
5.7. ИОС7_ТХ – технологические решения.

6. ПОС – проект организации строительства.
7. ПОД – проект организации работ по сносу или де-

монтажу объектов капитального строительства 
(при необходимости сноса или демонтажа).

8. ООС – перечень мероприятий по охране окружа-
ющей среды.

9. МПБ – мероприятия по обеспечению пожарной 
безопасности.

10. ОДИ – мероприятия по обеспечению доступа 
инвалидов.
10.1. ЭЭ – мероприятия по обеспечению соблю-

дения требований энергетической эффектив-
ности и требований оснащенности зданий, 

строений и сооружений приборами учета ис-
пользуемых энергетических ресурсов.

11. СМ – смета на строительство объектов капиталь-
ного строительства.

12. Иная документация в случаях, предусмотренных 
федеральными законами.
*В проектную документацию возможно включить 

разделы выборочно.
Техническое задание на разработку докумен-

тации по размещению испытательной лаборато-
рии включает в себя следующие разделы:
1. Наименование объекта.
2. Назначение объекта.
3. Адрес объекта.
4. Заказчик.
5. Подрядчик.
6. Срок выполнения работ.
7. Исходные данные, предоставляемые Заказчиком.
8. Стадийность проектирования.
9. Объем работ по разработке документации.
10. Требования к пожарной безопасности.
11. Особые условия.
12. Разработка смет (сметной документации).
13. Требования к отчетным документам.

ООО «ТД «ХИММЕД»
г. Москва, Каширское шоссе, д. 3, корп. 2, стр. 4/9

(территория бизнес-центра «Сириус Парк»)
+7 (495) 640 41 92

e-mail: develop@chimmed.ru         chimmed.ru
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Мероприятия
Events

Информационная статья / Informational article

В мире вирусных угроз, персонализированной медицины и «цифры» –  
о чем говорили на OpenBio-2021
Подведены итоги восьмого комплекса отраслевых мероприятий в сфере биотехнологии, биофармацевтики и вирусологии OpenBio, 
который прошел в наукограде Кольцово Новосибирской области 5–8 октября. В работе научной конференции и делового форума 
приняли участие около 6 тыс. человек.

In the world of viral threats, personalized medicine and big data –  
main topics of OpenBio-2021
The results of the eighth set of industry events in the field of biotechnology, biopharmaceuticals and virology OpenBio, which took place 
in the Koltsovo science city of the Novosibirsk region on October 5–8, were summed up. About 6 thousand people took part in the scientific 
conference and business forum.

В сравнении с прошлым годом, аудитория Open- 
Bio-2021 значительно выросла: 920 офлайн-участ-
ников, 5027 человек присоединились к площадкам  
онлайн. Расширилась география: на научной конфе-
ренции и деловом форуме работали специалисты из 
42 регионов Российской Федерации и 15 стран мира.

Научная конференция дополнилась новыми тема-
ми и форматами. В четырех традиционных секциях  –  
вирусология, биотехнология, биофизика и молеку-
лярная биология – прозвучали также доклады в сфе-
ре биоинформатики. Часть исследований молодые 
ученые представили в виде постеров, размещенных в 
фойе второго этажа здания Биотехнопарка. Победи-
телями научной конференции стали:
 • Анастасия Гладышева, Государственный науч-

ный центр вирусологии и биотехнологии «Век-
тор», в секции «Вирусология» за моделирование и 

анализ структур нового многокомпонентного ви-
руса Kindia tick virus;

 • Мария Боргоякова, Государственный научный 
центр вирусологии и биотехнологии «Вектор», в 
секции «Биотехнология» за результаты по возник-
новению иммунного ответа от вакцины Комбико-
ронавак у мышей;

 • Зарет Дениева, Институт физической химии и 
электрохимии им. А. Н. Фрумкина РАН, в секции 
«Биофизика» за исследование механизмов инфи-
цирования оболочечными вирусами;

 • Сергей Шарабрин, Государственный научный 
центр вирусологии и биотехнологии «Вектор», 
в секции «Молекулярная биология», за доклад о 
применении МРНК-вакцины против SARS-COV-2.
Лучшими постерными докладами жюри призна-

ло работы Татьяны Налимовой в секции «Виру-
сология», Дениса Кисакова в секции «Биофизика», 
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Виктории Литвиновой в секции «Биотехнология» 
(все трое  – из Государственного научного центра ви-
русологии и биотехнологии «Вектор») и Кристины  
Патры из Университета ИТМО в секции «Молекуляр-
ной биологии».

«Наша научная конференция обеспечивает сре-
ду для встреч и общения, для представления своих  
докладов и понимания того места в жизни, в котором 
молодые ученые находятся. Сегодняшняя конферен-
ция, по сравнению с предыдущими годами, продви-
нулась очень сильно по составу, тематическому раз-
нообразию, количеству ученых, как молодых, так и 
маститых. И это та инфраструктура, в которой будут 
вырастать будущие звездочки, которые определят 
формирование научной школы и станут локомоти-
вами прогресса», – отметил Валерий Локтев, пред-
седатель жюри секции «Вирусология», д. б. н, профес-
сор, руководитель отдела молекулярной вирусологии 
флавивирусов и вирусных гепатитов Государствен-
ного научного центра вирусологии и биотехнологии 
«Вектор».

Перед участниками научной конференции вы-
ступили с установочными лекциями ученые мирово-
го уровня. Михаил Михайлов, член-корреспондент 
РАН, заведующий лабораторией вирусных гепатитов 
научно-исследовательского института вакцин и сыво- 
роток имени И. И.  Мечникова, рассказал об эволю- 
ции диагностики, профилактике и лечении вирусных 
гепатитов в СССР и России.

Ежегодно на OpenBio взаимодействуют предста-
вители фундаментальной науки и инновационного 
бизнеса. Производители продуктов, инструментов и 
сервисов от разработки до производства, представ-
ляют свои разработки на выставке, а также выступают 
с профильными докладами для разработчиков и про- 
изводителей. Екатерина Авилова, к. б. н., руководи-
тель отдела по работе с клиентами компании Cytiva, 
рассказала слушателям научной конференции об ин-
новациях, которые можно применять в разработ-
ке и производстве биофармацевтических препара-
тов: применении сред и сорбентов для повышения 
урожайности и качества продукта, одноразовых био-
реакторах и масштабируемой линейке хроматогра-
фических систем и колонн для быстрого запуска 
производственных линий, а также технологиях и алго-
ритмах оптимизации процессов. 

«Каждый разработчик хочет как можно быстрее 
и качественнее масштабировать пилотное произ- 
водство, пройти через все стадии клинических ис-
пытаний, чтобы минимизировать фактор изменчи-
вости и количество расходных материалов. Если во 
время испытаний возникают какие-то трудности, их 
можно быстрее преодолеть, применяя компьютер-
ное моделирование и алгоритмы. Как поставщики 
технологий, на OpenBio мы получаем срез сегодняш-
ней науки и инноваций. Мы учимся, слышим и пони- 
маем, куда движется индустрия, что будет актуально 

на рынке через несколько лет», – поделилась Екате-
рина Авилова.

Деловой форум в этом году расширился и запол-
нил своими площадками все четыре дня OpenBio. 
Особое внимание на форуме уделили вирусологичес- 
кой повестке. Состоялся ряд разноформатных меро-
приятий: пленарное заседание и симпозиум, экс-
пертные дискуссии и круглые столы. 

Ведущие вирусологи и представители фармком-
паний продолжили прошлогоднюю дискуссию о про-
тиводействии коронавирусной пандемии. Сергей 
Нетесов, модератор площадки, член-корреспондент 
РАН, заведующий лабораторией биотехнологии и ви-
русологии Факультета естественных наук НГУ, пере-
дал суть обсуждения: «Мы подвели предварительные 
итоги с перспективами на будущее, обсудили теку-
щую ситуацию с пандемией и диагностическими воз-
можностями, разработку новых вакцин, и посмотре-
ли, насколько реально побороть эту коронавирусную  
инфекцию в ближайшие год-два. Также мы поговори-
ли о положении дел в разных странах. Конкретно в 
России оно очень тяжелое, это связано с низким охва-
том вакцинации, поэтому участники обсудили новые 
подходы к подаче данных по вакцинам и их главной 
роли в победе над пандемией».

По инициативе Государственного научного 
центра вирусологии и биотехнологии «Вектор» на 
OpenBio-2021 был организован научный симпозиум  
«ВИРОМ России». Большое внимание участников 
привлек доклад об эволюции вирусов биолога с ми-
ровым именем Евгения Кунина, члена Националь-
ных академий наук США, России и Европы, ведущего 
научного сотрудника Национального центра биотех-
нологической информации (штат Мэриленд). Логи- 
кой симпозиума, как объяснил Александр Агафо-
нов, заместитель генерального директора «Вектора», 
было обсуждение необходимости консолидации уси-
лий для подготовки к новым эпидемиям и созданию 
средств диагностики, профилактики и лечения.

«Проблема вирусов стала более острой после по-
следней пандемии. Мы все убедились, как один вид 
вируса может изменить устройство человеческого 
общения. Мировая экономика получила колоссаль-
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ный урон. Но самые страшные потери – это 5 млн че-
ловек, погибших от пандемии», – пояснил Александр 
Агафонов.

Широкое обсуждение развернулось на круглом 
столе «ВИЧ в России: новейшие разработки и пробле-
мы фарммедобращения», где собрались активисты, 
пациенты, врачи и ученые, ведущие исследования 
в области борьбы с ВИЧ. Эксперты из разных регио-
нов России обсудили важность обеспечения ранней  
диагностики и приверженности терапии, тенденции 
и проблемы в получении помощи людьми, живу- 
щими с ВИЧ, модели тестирования, стигматизацию,  
перспективы современных научных подходов к ле-
чению. В финале дискуссии участники отметили важ-
ность комплексного подхода к решению проблемы 
эпидемии ВИЧ и ценность открытого диалога.

Важным событием стало пленарное заседание, 
посвященное вопросам больших данных в проектах 
мегасайнс, обсуждению взаимодействия между цент- 
ром коллективного пользования «Сибирский коль-
цевой источник фотонов» и будущим суперкомпью-
терным центром «Лаврентьев». В ходе дискуссии, как 
отметил Михаил Марченко, директор Института вы-
числительной математики и математической геофи-
зики СО РАН, «в большей мере пришло осознание, 
насколько серьезная стоит задача по созданию циф-
ровой обвязки ЦКП СКИФ». 

Другую задачу обсуждения назвал Михаил Во-
евода, академик РАН, директор федерального ис-
следовательского центра фундаментальной и транс-
ляционной медицины, заместитель председателя 
СО  РАН: «Самый большой научный вызов находится  
в области лайфсайенс. Сейчас в США, Европе, Китае 
реализуются масштабные проекты с такими названи-
ями как «Миллион геномов», «100 тысяч геномов».  
В рамках этих проектов помимо генетической ин-
формации, будут получены и другие характеристики 
живой материи, и все это предстоит анализировать 
в едином комплексе для получения принципиально 
важной информации для решения вопросов здраво-

охранения, создания новых лекарственных препа-
ратов и обеспечения устойчивого функционирова-
ния нашего общества».

Самой продолжительной по времени площадкой  
стала экспертная сессия «Технологии жизни». На ней 
обсуждались научные методы и практики, позволя-
ющие людям оставаться здоровыми и жить сущест- 
венно дольше. В этом году на площадке звучали как  
доклады в научно-популярном стиле, так и узко- 
специализированные выступления. Эксперты расска- 
зали о влиянии генетики на старение, гигиене рта и 
эстетике лица, молодости кожи. «Очень важный до-
клад был посвящен борьбе со стрессом в современ-
ном мире, ведь когда мы говорим о долголетии, то 
подразумеваем, в том числе, здоровье нашего мозга, 
памяти и интеллекта»,  – поделился Артем Елмура-
тов, модератор сессии, сооснователь и директор по 
развитию медикогенетического центра Genotek.

Юлия Смирнова, со-модератор площадки, автор  
и ведущая программы «Молодость и долголетие» на 
Mediametrics, сообщила, что в следующем году ор-
ганизаторы планируют сделать акцент на здоровье 
мозга и уже сейчас приглашают экспертов из США, 
Германии, Японии и Китая.

На OpenBio-2021 состоялся экспертный диалог 
«Сделка с интеллектом» с участием Леонида Гурье-
ва, патентного юриста США, адвоката, партнера в 
Muncy, Geissler, Olds & Lowe, и Андрея Москвича, ру-
ководителя центра интеллектуальной собственнос- 
ти и передачи технологий НТУ «Сириус», патентного 
поверенного РФ и Евразии. Гурьев, на брифинге по  
итогам диалога, назвал два самых животрепещущих 
вопроса со стороны российского бизнес-сообщест- 
ва: «Первый вопрос, который я обсуждаю каждый раз, 
когда приезжаю в Россию – кто владеет интеллекту-
альной собственностью: компания, институт или раз-
работчик? Эти проблемы владения всегда очень 
остро стоят здесь, реалии коммерческого права в 
России все же отличаются от того, что есть в США. 
Второй вопрос – это качество патентов. Что это озна-
чает  – «иметь хорошую патентную заявку». На Open- 
Bio мы обсудили, что нужно для этого сделать и как 
потом эту заявку коммерциализировать». 

Мероприятия
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Как и в прошлом году, на площадках OpenBio про-
шла отдельная дискуссия по фудтеху. На ней высту-
пил Виктор Малеев, академик РАН, советник ди- 
ректора по научной работе Центрального НИИ эпи- 
демиологии Роспотребнадзора с докладом о пробле-
мах питания населения. По итогам дискуссии Анна 
Ненахова, модератор площадки, генеральный ди-
ректор ООО  «Уралхим Инновация», в качестве от-
личительной особенности обсуждения, отметила 
разность экспертных подходов: «Все озабочены эко-
логической повесткой, все говорят, что сельское хо-
зяйство выделяет много метана и это плохо сказыва-
ется на планете, и что невозможно всех прокормить 
животным белком, ключевым материалом для стро- 
ительства организма. Мы рассмотрели альтернативы, 
связанные с растительными источниками белка, на-
пример, белок из насекомых».

Круглый стол «Развитие экосистемы технологи-
ческого трансфера» был посвящен обмену опытом и 
мнениями между регионами, в части наработок и за-
труднений. Вице-губернатор Новосибирской облас- 
ти Ирина Мануйлова в своем вступительном слове 
объяснила важность круглого стола: «В Новосибирс- 
кой области создаются три центра трансфера тех-
нологий. Исполнительной власти важно выстроить 
взаимодействие с ними, принять их уникальность и 
поддержать всеми мерами содействия, которые им 
потребуются, чтобы наработки инновационного биз-
неса дошли до реального внедрения. Для короткого 
и эффективного пути необходимо предпринять уси-
лия разных институтов». Екатерина Шехтман, па-
тентный поверенный, директор агентства «ИНКО» 
отметила, что негативный опыт и предложения, озву-
ченные на круглом столе, могут помочь новосибирс- 
ким центрам трансфера технологии выстроить свою 
работу на новом уровне.

Еще одной новой площадкой стала специализиро-
ванная дискуссия «Снижение рисков в профилактике 
и лечении неинфекционных заболеваний» с участием  
федеральных специалистов по онкологии, пульмоно-
логии и сердечно-сосудистым заболеваниям. Алек-
сандр Розанов, модератор площадки, помощник 
директора по региональному развитию и федераль-
ным проектам «Российского геронтологического на-
учно-клинического центра» при университете имени 
Н. И.  Пирогова Минздрава РФ, обозначил логику об-
суждения так: «Концепция снижения вреда – это эф-
фективная стратегия, которую с успехом можно при-
менить для модификации большинства факторов 
риска хронических неинфекционных заболеваний, так 
как пациенты охотнее предпринимают небольшие  
шаги для изменения своей жизни, чем решаются на 
глобальные перемены. Я сторонник того, чтобы дви-
гаться от парадигмы приказа к парадигме сотрудни-
чества и в этом сотрудничестве ставить перед пациен-
тами реальные и достижимые цели, которые позволят 

им путем наименьшего сопротивления встать на путь 
здорового образа жизни». 

В дни форума состоялось подписание соглаше-
ния о сотрудничестве между Ассоциацией по разви-
тию инновационного территориального кластера 
Новосибирской области в сфере биофармацевтичес- 
ких технологий «Биофарм» и Ассоциацией биопред-
приятий Хоккайдо, Япония.

Подводя итоги всего комплекса мероприятий, 
Юлия Линюшина, руководитель OpenBio, подели-
лась своим комментарием: «Эволюция OpenBio от-
вечает на растущую потребность углубить диалог. На 
площадках поднимались серьезнейшие вопросы на-
уки и ее стыковки с жизнью общества. Четырехднев-
ный формат параллельной работы форума и конфе-
ренции оправдал себя, планируем продолжать эту 
практику. Мы имеем возможность подключать топо-
вых международных экспертов благодаря развитой  
онлайн-инфраструктуре OpenBio и новой архитек-
туре события. Отмечу расширение сотрудничества с 
«Вектором», площадка по вирому получила большое 
внимание со стороны прессы и научного сообщества».

Организатор OpenBio-2021: АНО «Инновацион-
ный центр Кольцово» при поддержке Правительства 
Новосибирской области и Администрации наукогра- 
да Кольцово.

Соорганизаторы: ГНЦ ВБ «Вектор», Биотехно-
парк Кольцово, Ассоциация «Биофарм», Новосибирс- 
кий Государственный Университет.

Организационные партнеры: Новосибирский 
областной инновационный фонд, Центр Региональ-
ного Развития Новосибирской области, Инфраструк-
турный центр HealthNet, программа «Молодость и 
долголетие с Юлией Смирновой».
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Резюме
Введение. «Этравирин» является одним из востребованных антиретровирусных препаратов, однако его физико-химические свойства 
недостаточно описаны в научных публикациях. Подробная информация о свойствах субстанции необходима как для организации синтеза, 
так и для обоснования лекарственной формы и технологии ее получения, а также для выявления узких мест и критических параметров, 
влияющих на качество готового продукта.
Цель. Изучение физико-химических свойств этравирина для моделирования дизайна исследований по созданию инновационной 
лекарственной формы. 
Материалы и методы. Этравирин (MSN Life Sciences Pvt. Ltd., Hetero Labs Ltd.). Температуру плавления определяли капиллярным 
методом. Образцы этравирина изучали с помощью дифференциальной сканирующей калориметрии (ДСК), рентгеновской порошковой 
дифрактометрии, ИК- и ЯМР-спектроскопии. Размер частиц определяли с помощью лазерной дифракция света. Форму и размер кристаллов 
определяли с применением просвечивающей электронной микроскопии (ПЭМ). Концентрацию этравирина в водных средах определяли 
c использованием метода ВЭЖХ при помощи флуориметрического детектора. Концентрацию этравирина в органических растворителях 
определяли спектрофотометрически.
Результаты и обсуждение. При помощи рентгеновской порошковой дифрактометрии и спектрометрии в ИК-области установлено, что 
исследованные субстанции представляют собой одну и ту же полиморфную модификацию. Температура плавления этравирина находится 
в диапазоне от 259 до 263 °С. Плавление сопровождается разложением. Субстанция практически нерастворима в водных средах при 
значениях рН в диапазоне от 1,2 до 6,8, растворима в некоторых органических растворителях, легко растворима в диметилсульфоксиде, 
тетрагидрофуране, N,N-диметилформамиде и N,N-диметилацетамиде. Коэффициент распределения в системе растворителей «октанол-1/
фосфатный буферный раствор рН 6,8» составил 5,22. Экспериментально показано, что субстанция этравирина – липофильная. Было 
установлено, что этравирин является высококристаллическим веществом и представляет собой кристаллы, имеющие форму вытянутых 
игольчатых призм.
Заключение. Этравирин – липофильная, практически нерастворимая в водных растворах, растворимая в ряде органических растворителей 
субстанция. Изученные субстанции оказались одной полиморфной модификацией. Так как плавление субстанции сопровождается 
разложением, следует избегать процессов технологической обработки при высоких температурах.

Ключевые слова: этравирин, растворимость, температура плавления, просвечивающая электронная микроскопия, лазерная дифракции 
света, рентгеновская порошковая дифрактометрия, ИК-спектроскопия, ЯМР-спектроскопия
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Abstract
Introduction. Etravirine, being one of the most popular antiretroviral drugs, doesn’t have its physicochemical properties sufficiently described 
in scientific publications. Detailed information on the substance properties is necessary both for organizing the synthesis and for justifying the 
dosage form and technology for its production, as well as for identifying bottlenecks and critical parameters that affect the quality of the finished 
product.
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Aim. Study the etravirine physicochemical properties to model the design of studies to create an innovative dosage form
Materials and methods. Etravirine (MSN Life Sciences Pvt. Ltd., Hetero Labs Ltd.). The melting point was determined by the capillary method. 
Etravirine samples were studied via differential scanning calorimetry (DSC), X-ray powder diffractometry, IR and NMR spectroscopy. Particle size was 
determined using laser diffraction analysis. The shape and size of the crystals were determined with the help of transmission electron microscopy 
(TEM). The concentration of etravirine in aqueous media was determined using the HPLC method with a fluorescence detector. The concentration of 
etravirine in organic solvents was determined spectrophotometrically.
Results and discussion. The X-ray powder diffractometry and IR spectroscopy helped to determine the fact that the studied substances represent the 
same polymorphic modification. The melting point of etravirine ranges from 259 to 263 °C. Melting is accompanied by decomposition. The substance 
is practically insoluble in aqueous media at pH values in the range from 1.2 to 6.8, soluble in some organic solvents, readily soluble in dimethyl 
sulfoxide, tetrahydrofuran, dimethylformamide, dimethylacetamide. The distribution coefficient in the "1-octanol/phosphate buffer solution pH 6.8" 
solvent system was 5.22. The experiment showed that the etravirine substance is lipophilic. Etravirine is found to be a highly crystalline substance 
and represents needle-shape prismatic crystals.
Conclusion. Etravirine is a lipophilic substance, practically insoluble in aqueous solutions, soluble in a number of organic solvents. The studied 
substances turned out to be the same polymorphic modification. Since the melting of the substance is accompanied by decomposition, high 
temperatures processes should be avoided. 

Keywords: etravirine, solubility, melting point, transmission electron microscopy, laser diffraction analysis, X-ray powder diffractometry, IR 
spectroscopy, NMR spectroscopy
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ВВЕДЕНИЕ
Одним из востребованных препаратов в терапии 

ВИЧ является «Этравирин» – ненуклеозидный ингиби-
тор обратной транскриптазы (ННИОТ) второго поколе-
ния вируса иммунодефицита человека типа 1 (ВИЧ-1).

Этравирин относится к IV классу биофармацевти-
ческой классификационной системы (БКС) [1–2]. Суб-
станция практически нерастворима в водных сре-
дах и характеризуется низкой проницаемостью. Для 
повышения биодоступности этравирина применяют 
твердые дисперсии на основе водорастворимого по-
лимера [1, 3–4], препарат продается под торговым на-
званием Интеленс®, таблетки 25  мг, 100  мг, 200  мг. В 
ходе получения твердых дисперсий применяются раз-
личные технологические процессы, способные по-
влиять на свойства препарата, такие как, например, 
экструзия горячего расплава [5], растворение в раз-
личных растворителях [6], которые могут негативно 
повлиять на качество готовой продукции. Поэтому для 
фармацевтической разработки крайне важно подроб-
ное изучение физико-химических свойств активных 
субстанций, таких как липофильность, температура 
плавления, растворимость в водных средах и органи-
ческих растворителях [7, 8], константа диссоциации, 
влияние на эту характеристику вспомогательных ве-
ществ [9, 10] и другие.

«Этравирин» является одним из востребован-
ных антиретровирусных препаратов. Одной из важ-
ных характеристик активных субстанций, связанных с  
адсорбцией и рекомендуемых для определения на 
предварительных этапах фармацевтической разра-
ботки, является константа диссоциации pKa [11–13]. 
В работе [14] сообщалось о значении pKa = 3,75 для 
этравирина, ее значение соответствует слабой кисло-
те, следовательно молекула находится в неионизиро-
ванном состоянии при низких значениях pH, что уве-
личивает ее проницаемость [15], предпочтительным 
местом всасывания будет являться желудок. В лите-
ратуре сообщается [1, 6, 16] о том, что для этравирина 
характерны полиморфные модификации и сольвато-
морфизм (псевдополиморфизм). Различные модифи-
кации молекулы субстанции могут обладать различ-
ной эффективностью, поэтому необходимо знание 
структуры используемой субстанции. Чтобы охарак-
теризовать различные полиморфные формы вещест- 
ва используются рентгеновская порошковая диф-
рактометрия, дифференциальная сканирующая ка-
лориметрия (ДСК), просвечивающая электронная 
микроскопия (ПЭМ). Полученные сведения о физико- 
химических свойствах фармацевтических субстанций 
необходимы как для организации синтеза, так и для 
обоснования лекарственной формы и технологии ее 
получения, а также для выявления узких мест и кри-
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тических параметров, влияющих на качество готово-
го продукта [9, 17]. Несмотря на высокую актуальность 
этравирина, его физико-химические свойства недо-
статочно описаны в научных публикациях.

Целью работы являлось изучение физико-хими-
ческих свойств этравирина для моделирования ди-
зайна исследований по созданию инновационной ле-
карственной формы.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Объектами исследования служили:

 • этравирин, MSN Life Sciences Private Limited (Ин-
дия), серия № EV0101118;

 • этравирин, Hetero Labs Limited (Индия), серия 
№ EA0101214.
Растворители: N,N-диметилформамид, для 

ВЭЖХ (Avantor®, США); диметилсульфоксид, для ВЭЖХ 
(PanReac, Испания); N,N-диметилацетамид, для ВЭЖХ 
(JK Chemical, Индия); тетрагидрофуран (ТГФ), для 
ВЭЖХ (PanReac, Испания); ПЭГ-400, соответствует USP/
EP (Croda Inc., Великобритания); 2-бутанон для ВЭЖХ 
(Acros Organics, США); ацетон, для ВЭЖХ (PanReac, 
Испания); 1-метокси-2-пропанол, для ВЭЖХ (Sigma-
Aldrich, США); этилацетат, для ВЭЖХ (Baker, США); 
дихлорметан, для ВЭЖХ (Fluka, США); ацетонитрил, 
для ВЭЖХ (ООО «ТД «ХИММЕД», Россия); диэтиловый 
эфир, для ВЭЖХ (ОАО «Медхимпром», Россия); метило-
вый спирт, для ВЭЖХ (Baker, США); этиловый спирт, для 
ВЭЖХ (Merck, Германия); пропиленгликоль, для ВЭЖХ 
(АО «ВЕКТОН», Россия); 4-метил-2-пентанон, для ВЭЖХ 
(Sigma-Aldrich, США); 1-октанол, для ВЭЖХ (PanReac, 
Испания); изопропиловый спирт, для ВЭЖХ (АО «ВЕК-
ТОН», Россия); толуол, для ВЭЖХ (ООО «ТД «ХИММЕД», 
Россия).

В работе использовали буферные растворы и 
растворы кислот, приготовленные в соответствии с 
ГФ ХΙV.

Температуру плавления определяли капиллярным 
методом в соответствии с ОФС.1.2.1.0011.15, в качест- 
ве жидкости для бани выступал раствор K2SO4 в кон-
центрированной H2SO4 (3 : 7 по массе).

Термические свойства образцов этравирина изу- 
чали методом дифференциальной сканирующей ка-
лориметрии (ДСК) на приборе Q20P (TA  Instruments, 
США). Измерения проводили в атмосфере воздуха при 
скорости нагрева 10  °С/мин. Температура нагрева-
ния  – до 300  °С. Подготовка пробы: точную навеску 
этравирина 10,0 ± 0,1 мг помещали в платиновый ти-
гель, закрывали крышкой без отверстия и прессовали. 
Второй тигель оставался пустым.

Растворимость оценивали по концентрации на-
сыщенного раствора, который получали растворе-
нием избытка субстанции в растворителе при 20  °С, 
в течение 24 ч при перемешивании на магнитной ме-
шалке MR  Hei-Tec (Heidolph, Германия) при скорости 
перемешивания 100 об/мин. Пробу пропускали через 
тефлоновый фильтр с размером пор 0,45  мкм. Кон-
центрацию этравирина в органических растворите-
лях определяли спектрофотометрически согласно 

ОФС.1.2.1.1.0003.15 «Спектрофотометрия в ультра-
фиолетовой и видимой областях». 

Концентрацию этравирина в водных растворах 
определяли методом ВЭЖХ. Используемая система 
ВЭЖХ состояла из ВЭЖХ-насоса LC-30AD (Shimadzu 
Corporation, Япония), автосамплера SIL-30AC (Shimad-
zu Corporation, Япония) и флуориметрического детек-
тора Prominence RF-20A (Shimadzu Corporation, Япо-
ния). Разделение осуществляли с помощью колонки 
ACQUITY UPLC® BEH C18 (50 × 2,1  мм, размер частиц 
1,7  мкм, Waters, США). Система ВЭЖХ работала при 
50 °C с подвижной фазой, состоящей из H3PO4, воды и 
ацетонитрила в объемном соотношении 0,7 : 139,3 : 260. 
Объем вводимой пробы составил 10 мкл, скорость по-
тока – 0,1  мл/мин. Детектирование проводили при 
λ(ex) = 305  нм, λ(em) = 405  нм, время хроматографи-
рования составляло 9  мин, время удерживания этра-
вирина – 5,5 мин. 

Стандартный раствор. Около 10 мг образца этра-
вирина помещали в мерную колбу вместимостью 
100 мл, добавляли 50 мл ацетонитрила и обрабатыва-
ли на ультразвуковой бане в течение 20  минут или 
до полного растворения, охлаждали до комнатной 
температуры и доводили объем раствора ацетонит- 
рилом до метки и перемешивали. Полученный раст- 
вор разбавляли подвижной фазой до концентрации 
этравирина 10 нг/мл.

При определении коэффициентов распределе-
ния в микропробирки вносили по 3  мл насыщен-
ного раствора этравирина в октаноле-1, добавляли 
по 3  мл насыщенного раствора этравирина в сре-
де буферных растворов, имеющих рН 1,2, 4,5 и 6,8. 
Пробирки перемешивали при комнатной темпера-
туре в течение 90  мин при скорости 300 колебаний 
в минуту на смесителе «Вортекс», после чего пробы 
центрифугировали в течение 20  мин при скорости  
13 000 об/мин. 

Для исследования с помощью просвечивающей 
электронной микроскопии (ПЭМ) образцы в виде по-
рошка наносили на двустороннюю проводящую угле-
родную ленту (SPI Supplies, США), прикрепленную к 
алюминиевому столу. Затем образцы были покры-
ты золотом (толщина слоя 5  нм) с использованием  
SPI-MODULE Sputter Coater (SPI Supplies, США). Ана-
лиз образцов проводили на двухлучевом растровом 
электронном микроскопе Quanta 200 3D (FEI Company, 
США) в режиме высокого вакуума с ускоряющим на-
пряжением, равным 10 кВ.

Размер частиц этравирина определяли согласно 
ОФС.1.2.1.0008.15 «Определение распределения час- 
тиц по размеру методом лазерной дифракции света» 
на анализаторе с сухим модулем Microtrac (США).

Рентгеновскую порошковую дифрактометрию вы-
сушенных образцов проводили с использованием ав-
томатического порошкового дифрактометра Ultima IV 
(Rigaku, Япония) в соответствии с ОФС.1.2.1.1.0011.15 
«Рентгеновская порошковая дифрактометрия».

ИК-спектры получали с помощью ИК-Фурье спект- 
рометра VERTEX  70 (Bruker, США). ИК-спектры регист- 
рировали без дополнительной пробоподготовки при 
помощи приставки нарушения полного внутреннего 
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отражения (НПВО) Pike MIRacle (однократное отраже-
ние) с кристаллом алмаз/ZnSe.

ЯМР-спектр получали на ЯМР-спектрометре Avan- 
ce III NanoBay (Bruker, США) при частоте 300  МГц на 
ядрах 1Н. Образцы растворяли в ДМСО-d6, спектры ре-
гистрировали с использованием стандартных мето-
дик Bruker в режиме термостабилизации при 25 °С.

Статистическую обработку полученных экспери-
ментальных данных осуществляли в соответствии с 
требованиями ГФ РФ XIV с применением программы 
StatSuite на платформе iOS и Microsoft Excel 2016. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Этравирин представляет собой порошок бело-

го цвета. В спецификации производителя MSN Life 
Sciences Private Limited внешний вид субстанции опи-
сан как порошок от белого до желтовато-коричнево-
го цвета, исследуемая в настоящей работе субстанция 
была желтовато-коричневой. В спецификации про-
изводителя Hetero Labs Limited – как порошок бе-
лого или почти белого цвета. Порошок этравири- 
на Hetero Labs Limited представлял собой частицы поч-
ти белого цвета в соответствии с описанием в специ- 
фикации [1]. Формула этравирина приведена на ри- 
сунке 1.

Рентгеновская порошковая дифрактометрия. 
На рисунке 2 представлены результаты, полученные 
с помощью рентгеновской порошковой дифрактомет- 
рии. Из полученных результатов можно сделать вы-
вод, что изученные субстанции представляют собой 
одинаковую полиморфную модификацию, так как на-
блюдаются пики при углах 8,8°, 9,1°, 13,0°, 19,4°, 19,6°, 
23,6°, 26,5°, 26,8°, 28,5°. Исходя из данных [16], можно 
сделать вывод, что изученные субстанции относятся к 
форме I. Эта форма является высококристаллическим 
веществом, для повышения растворимости которой 
целесообразно применение соответствующей техно-
логической обработки, например микронизации или 
получения твердой дисперсии. 

Температура плавления. Установлено, что тем-
пература плавления этравирина находится в диапа-
зоне 259–263  °С, плавление сопровождается разло-
жением. Результаты ДСК (рисунок 3) подтвердили эти 

данные, температура начала процесса эндотермичес- 
кого перехода – 260,8  °С, минимум эндотермическо-
го пика наблюдается при температуре 262,5  °С. Затем 
наблюдался еще один пик, соответствующий разложе-
нию: температура начала – 268,5  °С, максимум наблю-
дается при температуре 273,2 °С. 

Следовательно, при переработке субстанции воз-
можно использование технологических процессов, 
протекающих при температуре до 250 °С.

Растворимость. В таблице 1 представлены усред-
ненные результаты изучения растворимости субстан-
ции этравирина в водных средах с различным рН, по-
лученные по трем повторностям эксперимента. 

Рисунок 1. Структурная формула молекулы этравирина

Figure 1. Etravirine molecule chemical structure

Рисунок 2. Дифрактограмма этравирина.

1 – субстанция MSN Life Sciences Private Limited; 2 – субстанция 
Hetero Labs Limited

Figure 2. Etravirine diffraction pattern.

1 – MSN Life Sciences Private Limited substance; 2 – Hetero Labs 
Limited substance

Рисунок 3. Термограмма ДСК субстанции этравирина

Figure 3. Etravirine subctance diffraction pattern
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Доказано, что в водных средах с физиологичес- 
ким значением рН этравирин практически нераство-
рим. Растворимость – важная характеристика фар-
мацевтической субстанции, которая [7–8] напрямую 
связана с биодоступностью и коррелируется с дан-
ными по всасываемости для субстанций, относящих-
ся к ΙΙ и ΙV классу БКС. Полученные результаты пока-
зывают необходимость улучшения растворимости 
этравирина для получения эффективного лекарст- 
венного препарата.

Усредненные результаты (получены по трем по-
вторностям) растворимости этравирина в органичес- 
ких растворителях указаны в таблице 2. 

Таблица 2. Растворимость этравирина  
в органических растворителях  
(относительное стандартное отклонение не превышает 3 %)

Table 2. Etravine solubility in organic solvents  
(RSD no more than 3 %)
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N,N-диметилформамид
Dimethylformamide

42,233
легко растворим
readily soluble

Диметилсульфоксид
Dimethyl sulfoxide

37,449
легко растворим
readily soluble

N,N-диметилацетамид
Dimethylacetamide

31,435
легко растворим
readily soluble

ТГФ
THF

24,148
легко растворим
readily soluble

ПЭГ-400
PEG-400

7,548
растворим
soluble
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2-Бутанон
2-Butanone

3,224
умеренно растворим
sparingly soluble

Ацетон
Acetone

2,592
умеренно растворим
sparingly soluble

1-Метокси-2-пропанол
1-methoxy-2-propanol

2,040
умеренно растворим
sparingly soluble

Этилацетат
Ethyl acetate

1,067
умеренно растворим
sparingly soluble

Дихлорметан
Dichloromethane

0,603
мало растворим
slightly soluble

Ацетонитрил
Acetonitrile

0,313
мало растворим
slightly soluble

Диэтиловый эфир
Diethyl ether

0,188
мало растворим
slightly soluble

Метиловый спир
Methanol

0,186
мало растворим
slightly soluble

Этиловый спирт
Ethanol

0,119
мало растворим
slightly soluble

Пропиленгликоль
Propylene glycol

0,092
очень мало растворим
very slightly soluble

4-Метил-2-пентанон
4-Methyl-2-pentanone

0,090
очень мало растворим
very slightly soluble

1-Октанол
1-Octanol

0,041
очень мало растворим
very slightly soluble

Изопропиловый спирт
Isopropyl alcohol

0,035
очень мало растворим
very slightly soluble

Толуол
Toluene

0,022
очень мало растворим
very slightly soluble

Таблица 1. Растворимость этравирина в водных средах с рН от 1,2 до 6,8 (относительное стандартное отклонение  
не превышает 3 %)

Table 1. Etravine solubility in aqueous media with pH from 1.2 to 6.8 (RSD no more than 3 %)

Растворитель
Solvent

Растворимость г  
на 100 мл раствора

Solubility 
g per 100 ml of solution

pH раствора
pH of solution

Интерпретация растворимости  
по ГФ РФ

Interpretation of solubility according 
to the Russian State Pharmacopoeia

0,06 M HCl 8,5 · 10-8 1,2
практически нерастворим
practically insoluble

Ацетатный буферный раствор
(1,0 М NH4(CH3COO), 1,2 М CH3COOH)
Acetate buffer solution
(1,0 М NH4(CH3COO), 
1,2 М CH3COOH)

12,6 · 10-8 4,5
практически нерастворим
practically insoluble

Фосфатный буферный раствор
(0,39 М Na2HPO4, 0,02 М C6H8O7)
Phosphate buffer solution
(0,39 М Na2HPO4, 0,02 М C6H8O7)

24,7 · 10-8 6,8
практически нерастворим
practically insoluble
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Данные, приведенные в таблице 2, показывают, 
что этравирин обладает различной растворимостью 
в органических растворителях. Так, субстанция очень 
мало растворима в изопропиловом спирте и пропи-
ленгликоле, мало растворима в часто используемом в 
фармацевтической технологии этиловом спирте. В то 
же время в большинстве полярных апротонных орга-
нических растворителей обе субстанции этравирина 
легко растворимы.

Липофильность фармацевтической субстанции 
имеет принципиальное значение, так как во многом 
определяет поведение молекулы в организме, его 
абсорбцию и фармакокинетику.

Результаты определения коэффициента распре-
деления log  P этравирина, установленные в системах 
«1-октанол/водный буферный раствор», представлены 
в таблице 3.

Таблица 3. Коэффициент распределения log Р  
этравирина в системе растворителей  
«1-октанол/водный буферный раствор»

Table 3. Etravirine partition coefficient log Р  
of a «1-octanol/buffer solution» solvent system

Водный раствор в системе 
растворителей

Aqueous solution in a solvent system
log P

рН раствора
Solution рН

0,06 M HCl 5,68 1,2

Ацетатный буферный раствор
(1,0 М NH4(CH3COO), 1,2 М CH3COOH)
Acetate buffer
(1,0 М NH4(CH3COO), 1,2 М CH3COOH)

5,51 4,5

Фосфатный буферный раствор
(0,39 М Na2HPO4, 0,02 М C6H8O7)
Phosphate buffer
(0,39 М Na2HPO4, 0,02 М C6H8O7)

5,22 6,8

Этравирин проявляет ярко выраженные липо-
фильные свойства (log P > 5) в интервале pH от 1,2 
до 6,8.

Форма и размер частиц. Исследование с помо-
щью ПЭМ показало, что частицы представляют собой 
игольчатые кристаллы призматической формы для 
обеих исследованных субстанций (рисунок 4). 

В таблице 4 представлены данные распределения 
частиц этравирина по размеру.

Таблица 4. Распределение частиц этравирина по размеру

Table 4. Etravirine particles size distribution

Производитель 
субстанции

Substance manufacturer

d10, мкм
d10, µm

d50, мкм
d50, µm

d90, мкм
d90, µm

MSN Life Sciences Private 
Limited substance

11,5 37,4 108

Hetero Labs Limited 1,06 3,02 10,4

Исходя из того, что 90 % частиц (d90) представле-
ны кристаллами, имеющими форму вытянутых иголь-
чатых призм длинной менее 108 мкм (субстанция MSN 
Life Sciences Private Limited) и менее 10,4 мкм (субстан-
ция Hetero Labs Limited), этравирин обладает плохой 
сыпучестью, что согласуется с материалами работ [18–
19]. Плохая сыпучесть может затруднять многие тех-
нологические процессы переработки порошков: таб- 
летирование, растворение, смешивание и др., что не-
обходимо учитывать при разработке технологических 
схем.

Спектрометрия в ИК-области. На инфракрасном 
спектре этравирина (рисунок 5) были получены следу-
ющие пики: валентные колебания N-H: 3481,8, 3377,5, 
3344,8; валентные колебания CN: 2221,7; деформаци-
онные и скелетные колебания, область «отпечатков 
пальцев»: 1616,3, 1588,8, 1569,3, 1519,9, 1504,4, 1451,7, 
1398,1, 1364,5, 1304,4, 1241,7, 1197,4, 1172,1, 1136,3, 
1057,0, 1001,7, 882,1, 871,3, 829,6, 767,7  см–1. Данные 
значения также соотносятся с описанными в [16] для 
формы I.

1H ЯМР (ДМСО-d6, 300 МГц): δ = 9,57 (s, 1H; протон 
вторичного амина); 7,74 (s, 2H; ароматические прото-
ны); 7,55 (d-d, 4H; ароматические протоны); 7,11 (2H; 
протоны первичного амина); 2,12 (s, 6H; метильные 
протоны).

Рисунок 4. Микрофотография образца этравирина.

1 – субстанция MSN Life Sciences Private Limited; 2 – субстанция 
Hetero Labs Limited

Figure 4. Etravirine sample micrograph.

1 – MSN Life Sciences Private Limited substance; 2 – Hetero Labs 
Limited substance

Рисунок 5. ИК-спектр этравирина

Figure 5. Etravirine IR spectrum
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Этравирин – липофильная, практически нераст- 

воримая в водных растворах, растворимая в ряде 
органических растворителей субстанция, обладаю-
щая слабокислотными свойствами. Рентгеновская по-
рошковая дифрактометрия показала, что исследо-
ванные субстанции (MSN Life Sciences Private Limited 
и Hetero Labs Limited) являются одной и той же поли-
морфной модификацией, характеризующейся пиками 
при углах 8,8°, 9,1°, 13,0°, 19,4°, 19,6°, 23,6°, 26,5°, 26,8°, 
28,5°, что также было подтверждено спектромет- 
рией в ИК-области. Субстанции представляют собой 
кристаллы призматической формы и обладают плохой 
сыпучестью. Частицы субстанции Hetero Labs Limited 
обладают меньшим размером (d90): 10,4 мкм, в сравне-
нии с частицами субстанции MSN Life Sciences Private 
Limited (d90): 108  мкм. Температура плавления этра-
вирина находится в диапазоне 259–263 °С, плавление 
сопровождается разложением, что исключает техно-
логическую обработку при температурах выше 250 °С. 
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Резюме
Введение. Цикорий обыкновенный (Cichorium intybus L.) широко используется в традиционной медицине различных стран при 
заболеваниях печени, а также является объектом фармакологических исследований гепатопротекторной активности. В связи с этим во 
Всероссийском научно-исследовательском институте лекарственных и ароматических растений разработан способ получения сухого 
экстракта из травы дикорастущего цикория (ЭТДЦ).
Цель. Цель исследования – определение качественного состава фенольных соединений, выявление веществ, преобладающих в ЭТДЦ, и 
проведение фармакологического скрининга исследуемого экстракта.
Материалы и методы. Химический состав ЭТДЦ изучали с помощью метода ВЭЖХ-МС/МС, количественное определение 
основных компонентов проводили методом ВЭЖХ-УФ с использованием индивидуальных соединений, выделенных нами ранее и 
идентифицированных методом ЯМР-спектроскопии. Проведение фармакологического скрининга гепатопротективной активности 
ЭТДЦ проводили на 50 крысах-самцах. Острый токсический гепатит у животных вызывали однократным подкожным введением 50 % 
масляного раствора тетрахлорметана (ТХМ) в дозе 0,4 мл на 100 г массы тела. За час до введения ТХМ животные получали ЭТДЦ в дозах 
100 или 500 мг/кг. Через 48 часов после введения ТХМ определяли активность сывороточных ферментов аланинаминотрансферазы 
(АЛТ), аспартатаминотрансферазы (АСТ), щелочной фосфатазы (ЩФ), а также содержание общего билирубина для предварительного 
установления фармакологической активности. Патоморфологические исследования печени крыс проводили с использованием 
гистологических методик. Гистологическое строение печени оценивали, используя срезы печени, окрашенные гематоксилином и 
эозином.
Результаты и обсуждение. Компонентный состав ЭТДЦ представлен оксикумаринами, гидроксикоричными кислотами и флавоноидами. 
Доминирующими фенольными соединениями являются эскулетин, цикориин, цикориевая, хлорогеновая и кафтаровая кислоты. В условиях 
острого экспериментального токсического гепатита было установлено, что предварительное введение ЭТДЦ снижает вызванное ТХМ 
токсическое действие на клетки печени. У животных, получавших ЭТДЦ в дозах и 100 мг/кг, и 500 мг/кг, наблюдалось снижение активности 
АЛТ на 35 и 45 %, АСТ – на 15 и 28 %, щелочной фосфатазы – на 15 и 21 %; содержание общего билирубина – на 20 и 29 % соответственно 
по сравнению с аналогичными показателями у группы животных, не получавших экстракт. Гистологическое исследование показало, что 
введение ЭТДЦ животным в дозах 100 и 500 мг/кг уменьшает дистрофические изменения гепатоцитов, этот эффект более выражен при 
дозе 500 мг/кг экстракта.
Заключение. Основными компонентами ЭТДЦ являются оксикумарины (эскулетин, цикориин) и гидроксикоричные кислоты (цикориевая, 
хлорогеновая и кафтаровая). По результатам скрининговых исследований установлено, что ЭТДЦ в дозах 100 мг/кг и 500 мг/кг является 
перспективным объектом для дальнейшего фармакологического исследования. 

Ключевые слова: цикорий обыкновенный, экстракт, ВЭЖХ-МС/МС, гидроксикоричные кислоты, оксикумарины, фармакологический 
скрининг
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Abstract
Introduction. Сhicory (Cichorium intybus L.) is widely applied for liver disease treatment by traditional medicine of different countries; as well, it 
is the object for pharmacological research of hepatoprotective activity. In this regard, the method for obtaining dry extract of wild chicory herb 
(WCHE) is developed in the All-Russian Research Institute of Medicinal and Aromatic Plants.
Aim. Aim of the research is determination of the qualitative composition of phenolic compounds, identification of the substances prevailing in 
WCHE and conducting pharmacological screening of the extract.
Materials and methods. WCHE chemical composition has been explored with HPLC-MS/MS method; the main components were determined 
quantitatively with HPLC-UF method using single compounds that were isolated by us earlier and identified by NMR spectroscopy. WCHE 
pharmacological screening of hepatoprotective activity research was involving 50 male rats. Acute toxic hepatitis in animals was induced by a 
single subcutaneous injection of 50 % oily solution of tetrachloromethane (TCM) at a dosage of 0.4 ml per 100 g body weight. One hour before 
administration TCM, animals received WCHE at the doses of 100 or 500 mg/kg. 48 hours after TCM administration, the activity of serum enzymes 
alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), alkaline phosphatase (ALP), as well as the content of total bilirubin were 
determined for preliminary establishment of pharmacological activity. Pathomorphological studies of rat liver were carried out using histological 
methods. The liver histological structure was inspected using liver sections stained with hematoxylin and eosin.
Results and discussion. The component composition of WCHE is represented by oxycoumarins, hydroxycinnamic acids and flavonoids. 
The dominant phenolic compounds are esculetin, chicoriin, chicoric, chlorogenic and caftaric acids. It was found under acute experimental 
toxic hepatitis, that preliminary WCHE administration reduces the toxic TCM effect on liver cells. In animals treated with WCHE at doses both  
100 mg/kg and 500 mg/kg body weight, it was observed decreases in ALT activity by 35 % and 45 %, AST by 15 % and 28 %, alkaline phosphatase 
by 15 % and 21 %; the content of total bilirubin by 20 % and 29 %, respectively, in comparison with similar indicators in the group of animals that 
were not treated with the extract. The histological study showed that WCHE administration to animals at the doses of 100 and 500 mg/kg reduces 
dystrophic changes in hepatocytes, this effect is more pronounced at the extract dosage of 500 mg/kg. 
Conclusion. Main WCHE components are oxycoumarins (esculetin, chicoriin), hydroxycinnamic acids (chicoric, chlorogenic and caftaric). 
According to the results of screening studies, it was established that WCHE in doses of 100 mg/kg and 500 mg/kg is a promising object for further 
pharmacological research.

Keywords: chicory, extract, HPLC-MS/MS, hydroxycinnamic acids, oxycoumarins, pharmacological screening
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ВВЕДЕНИЕ
Вирусные гепатиты, метаболические нарушения 

(диабет, ожирение и др.), несбалансированное пита-
ние, неоправданный прием лекарственных средств, 
динамичный образ жизни современного человека в 
условиях неблагоприятной окружающей среды могут 
служить факторами развития хронических заболева-
ний печени. Данное понятие в клиническом контекс- 
те описывает патологические процессы, приводя-

щие, при отсутствии лечения, к прогрессирующему  
разрушению гепатоцитов. Среди различных форм 
хронических заболеваний печени наиболее распро-
страненными являются вирусные гепатиты, алко-
гольная или неалкогольная жировая болезнь печени,  
аутоиммунный гепатит, цирроз и гепатоцеллюляр-
ная карцинома [1–3]. 

Несмотря на то, что за последние несколько де-
сятилетий был достигнут значительный прогресс в 
открытии методов и поиска средств лечения хрони-
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ческих заболеваний печени, разработка новых ле-
карственных препаратов, способствующих нормали-
зации работы печени, остается актуальной. 

Особого внимания в решении этого вопроса зас- 
луживает опыт народной и традиционной медицины 
разных стран, основанный преимущественно на при-
менении средств растительного происхождения  [4]. 
Вместе с тем опубликованные данные научной лите-
ратуры, основанные на результатах изучения экст- 
рактов и биологически активных веществ (БАВ) рас-
тений в опытах in vitro и in vivo подтверждают эффек-
тивность растительных средств при хронических 
заболеваниях печени [5–7], что указывает на целесо- 
образность исследований, направленных на деталь-
ное изучение растений, и разработку на их основе ге-
патопротективных средств.

Одним из перспективных объектов отечествен-
ной флоры является многолетнее травянистое расте-
ний семейства Астровые (Asteraceae) цикорий обык- 
новенный (Cichorium intybus L.). Данный вид широ- 
ко известен своим многоцелевым использованием.  
Культивируемые сорта «корневого» цикория выра-
щиваются на плантациях в промышленных масшта-
бах с целью производства «заменителя кофе», а также  
получения пребиотика инулина. Надземная часть об-
ладает высокой пищевой ценностью, поэтому специ-
ально выведенные сорта цикория применяется для 
обогащения рациона домашних животных на паст-
бищах. Листовые сорта используется в пищу в виде 
салата [8]. 

Анализ данных литературы электронной меди-
цинской библиотеки Pub Med, базы данных Google 
scholar показал, что цикорий обыкновенный рассмат- 
ривается зарубежными учеными в качестве источ-
ника получения БАВ гепатопротективного дейст- 
вия [8–11].

Так, антиоксидантный механизм защиты печени 
экстракта листьев цикория был показан в исследова-
нии на модели окислительного стресса печени, вы-
званного метотрексатом [12, 13]. Гепатопротективные 
свойства экстракта листьев также подтверждены на 
модели токсического гепатита в работах A.  Jamshid- 
zadeh et al. и A. L. Al-Malki et al. [14,15]. В экспери-
менте на 40 крысах-самцах в составе комплексного 
средства экстракт цикория улучшил липидный про-
филь и снижал активность ферментов печени на фо-
не высокожировой диеты [16]. Аналогичные данные 
были получены при исследовании экстракта семян 
цикория [17]. 

A. H. Gilani et al. исследовали водно-метанольный 
экстракт семян цикория на гепатопротекторную ак-
тивность в отношении вызванного ацетаминофеном 
и четыреххлористым углеродом поражения печени 
у мышей. Авторами было отмечено снижение смерт- 
ности животных, а также снижение уровня сывороточ-
ных ферментов: щелочной фосфатазы (ЩФ), аланина-
минотрансферазы (АЛТ), аспартатаминотрансферазы 
(АСТ) [18]. На основании биохимических анализов и  

гистологических исследований антигепатотоксичес- 
кая активность установлена для экстракта корней и 
корневых каллусов [19]. С. Г. Крыловой с соавт. по-
казано, что гепатопротекторная активность экстракта 
корней цикория превосходит препарат Карсил® [20].

Во всех вышеописанных исследованиях экстрак-
ты цикория были получены из культивируемых рас-
тений. Учитывая, что на территории Российской Фе-
дерации цикорий обыкновенный имеет довольно 
обширный ареал распространения в дикорастущем 
виде и значительные сырьевые ресурсы, нами в ка-
честве объекта исследования выбрана надземная 
часть (трава) именно таких растений.

На основе травы дикорастущего цикория в  
ФГБНУ ВИЛАР разработан способ получения сухого 
экстракта (ЭТДЦ) и установлены его иммуномодули-
рующая, антиоксидантная и противовоспалительная 
активность [21].

Целью настоящей работы явилось изучение ка-
чественного состава фенольных соединений, выявле-
ние доминирующих веществ ЭТДЦ и проведение его 
фармакологического скрининга.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Сухой экстракт цикория обыкновенного получен 

из травы дикорастущего цикория обыкновенного, за-
готовленного в фазу цветения в Рыбновском райо-
не Рязанской области в 2019 году. Способ получения 
экстракта включает стадию экстракции сырья 70%-м  
спиртом, концентрирования полученных извлечений, 
очистку от липофильных соединений и сушку. Со-
держание суммы фенольных соединений в пересче-
те на цикориевую кислоту в экстракте составляет 
8,1 ± 0,37 %. 

Метаболический профиль ЭТДЦ исследовали ме-
тодом ВЭЖХ-УФ-МС/МС с использованием системы 
LCMC-8040 (Shimadsu, Япония), включающей ульт- 
раэффективный жидкостной хроматограф Nexera и 
тройной квадрупольный масс-спектрометр (иони-
зация  – электроспрей (ESI), сканирование масс в ре-
жиме регистрации положительных и отрицательных 
ионов в диапазоне 100–1000 m/z, напряжение на ка-
пилляре источника ионизации 5 кВ, температура на-
гревательного блока 400 °С, поток азота (газа осуши-
теля) 20 л/мин), а также диодно-матричный детектор. 
Хроматографирование проводили на колонке Luna 
5 µm C18 100 Å (250 × 4,6 мм). Температура термоста-
тирования колонки 30 °С. Скорость потока подвиж-
ной фазы 1 мл/мин. Объем инжекции испытуемого 
раствора составлял 10 мкл. Подвижная фаза: систе-
ма растворителей 0,2%-й раствор муравьиной кисло-
ты (А) и ацетонитрил (В) в градиентном режиме элю-
ирования (0–20  мин – 10 % В, 20–30 мин – 10–25 % В, 
30–40  мин  – 40 % В, 40–44 мин – 60 % В, 44–48 мин  – 
80 % В, 48–60 мин – 10 % В). Идентификацию веществ 
проводили на основании характеристик УФ- и масс- 
спектров, их сопоставлением с данными литературы, 
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а также сравнением с ранее выделенными нами инди- 
видуальными соединениями [22–25].

Количественное определение цикориевой, хло-
рогеновой, кафтаровой кислот, эскулетина и цикори-
ина проводили методом ВЭЖХ-УФ на хроматографе 
Prominence-i LC-2030C 3D (Shimadzu, Япония) в опи-
санных выше условиях. В качестве стандартных об-
разцов (чистота не менее 98 %) были использованы 
индивидуальные вещества, выделенные нами ранее 
из надземной части цикория обыкновенного и иден-
тифицированные методом ЯМР-спектроскопии. 

Фармакологические исследования ЭТДЦ вы-
полняли согласно Решению Совета ЕЭК от 03.11.2016  
№  81 «Об утверждении Правил надлежащей лабо-
раторной практики ЕАЭС в сфере обращения лекар-
ственных средств», национальному стандарту Рос-
сийской Федерации ГОСТ 33044-2014 «Принципы 
надлежащей лабораторной практики», «Руководству 
по проведению доклинических исследований ле-
карственных средств» [26]. Исследования одобрены 
биоэтической комиссией ФГБНУ ВИЛАР. 

Скрининговые фармакологические исследова-
ния ЭТДЦ проводили на модели токсического гепа-
тита, индуцированного тетрахлорметаном (ТХМ), 
на 50 нелинейных крысах-самцах с исходной мас-
сой тела 200–250 г. Животные содержались в вива-
рии ФГБНУ ВИЛАР на стандартном рационе. Перед 
началом эксперимента животные находились на ка-
рантине 14 дней. Опытные животные были разделе-
ны на пять групп по 10 особей: первая – интактные 
животные; вторая – контрольные животные, кото-
рым перед введением ТХМ пять дней вводили эквива-
лентное количество 1%-го крахмального клейстера 
в аналогичном с опытными группами режиме внут- 
рижелудочно через зонд. Третья и четвёртая груп-
пы – опытные, которые до введения тетрахлор- 
метана получали ЭТДЦ пять дней в дозах 100 и 
500  мг/кг, суспендированный в 1%-ом крахмаль-
ном клейстере соответственно. Пятая группа жи-
вотных получала препарат сравнения – Силимар® 

(таблетки 100 мг, АО «Фармцентр ВИЛАР»), в дозе  
100  мг/кг, также суспендированный в 1%-м крах-
мальном клейстере в течение пятидневного срока.

Острый токсический гепатит у животных вызыва-
ли однократным введением подкожно 50 % масля- 
ного раствора ТХМ (ООО «Компонент-Реактив», 
Россия) в дозе 0,4 мл на 100 г, через час после по- 
следнего введения исследуемых веществ. Через 
48  часов после введения тетрахлорметана проводи-
ли взятие крови из хвостовой вены крыс. На биохи-
мическом анализаторе СS-T240 (Dirui, Китай) опре- 
деляли активность сывороточных ферментов: ала-
нинаминотрансферазы (АЛТ), аспартатаминотранс-
феразы (АСТ), щелочная фосфатазы (ЩФ), а также со-
держание общего билирубина для предварительного 
установления фармакологической активности. Пато-
морфологические исследования печени крыс про-
водили с использованием гистологических методик. 
Гистологическое строение печени оценивали при 
окраске срезов печени гематоксилином и эозином.

Статистическую обработку результатов проводи-
ли с использованием лицензионного пакета программ 
статистического анализа Statistica 13 (StatSoft, США). 
Для оценки значимости различий выборок, имеющих 
нормальное распределение, применяли параметри-
ческий t-критерий Стьюдента, для ненормального 
распределения – U-критерий Манна – Уитни. Вычис-
ляли среднее значение (М) и стандартную ошибку 
среднего (m). Различия между сравниваемыми зна-
чениями считали достоверными при уровне вероят- 
ности 95 % и более (р < 0,05).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Изучение хроматографического профиля ЭТДЦ 

методом ВЭЖХ-МС/МС показало, что основными его 
метаболитами являются оксикумарины, фенолокисло-
ты – производные гидроксикоричной кислоты и фла-
воноиды. Среди доминирующих соединений иденти- 
фицированы эскулетин, цикориин, цикориевая, хло-
рогеновая и кафтаровая кислоты (рисунок 1).

Рисунок 1. ВЭЖХ-УФ-хроматограмма (330 нм) ЭТДЦ: 

1 – эскулетин; 2 – хлорогеновая кислота; 3 – кафтаровая кислота; 4 – цикориин; 5 – цикориевая кислота

Figure 1. HPLC-UV-chromatogram (330 nm) WCHE: 

1 – esculetin; 2 – chlorogenic acid; 3 – caftaric acid; 4 – chicoriin; 5 – chicoric acid
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Характеристика и содержание основных компо-
нентов исследуемого экстракта представлено в табли-
це 1.

Для первичного отбора потенциальных гепато-
протекторов ЭТДЦ использована модель токсичес- 
кого гепатита, индуцированная четыреххлористым 
углеродом. При попадании в организм ТХМ (CCl4) под 
действием системы цитохрома P450, расположенной в 
эндоплазматическом ретикулуме гепатоцитов, пре-
вращает его в реакционноспособное промежуточное 
соединение, трихлорметильный радикал (CCl3), кото-
рый быстро реагирует с кислородом с образованием 
высокореактивного гепатотоксичного трихлорметил-
пероксирадикала, а затем пероксирадикал. Резуль-
татом такого воздействия является взаимодействие 
метаболитов ТХМ с полиненасыщенными жирными 
кислотами и развития цепной реакции, ведущей к пе-
рекисному окислению липидов или ковалентному 
связыванию с липидами и белками, что, в свою оче-
редь, ведет к разрушению клеточных мембран гепа-
тоцитов  [27]. Нарушение целостности клеток пече-
ни приводит к высвобождению ферментов, таких как 

АСТ, АЛТ, ЩФ, а также нарушению захвата билируби-
на, уровень которых соответственно в крови повыша-
ется. В связи с этим снижение концентрации данных 
ферментов и билирубина под действием лечебных 
средств служит свидетельством их гепатопротектор-
ного действия [28].

Результаты изучения влияния ЭТДЦ на активность 
маркеров морфофункционального состояния гепато-
цитов в сыворотке крови крыс представлены в табли-
це 2.

Профилактическое введение ЭТДЦ в дозах  
100 мг/кг и 500  мг/кг дозозависимо снижало актив-
ность АЛТ на 35 и 45 % соответственно, АСТ – на 15  
и 28 %, ЩФ – на 15 и 21 %, содержание общего би-
лирубина – на 20 и 29 % в сыворотке крови крыс по 
сравнению с аналогичными показателями у живот-
ных с нелеченным экспериментальным гепатитом  
II  группы. Биохимические показатели крови крыс 
IV  группы, получавших ЭТДЦ в дозе 500 мг/кг, были 
ниже, чем у крыс V группы, которым вводили препа-
рат сравнения Силимар®, 100 мг/кг.

Морфологическое строение образцов печени, по-
лученной от крыс интактной группы I, соответствова-

Таблица 1. Основные биологически активные вещества ЭТДЦ 

Table 1. The main biologically active substances of WCHE

Время 
удерживания, 

мин
Retention time, 

min

Вещество
Substance

λmax, нм
λmax, nm

Mолекулярная 
масса, Da
Molecular 
weight, Da

Положительная 
ионизация, m/z 

фрагменты
Positive ionization, m/z 

fragments

Отрицательная 
ионизация, m/z 

фрагменты
Negative ionization, m/z 

fragments

Содержание, % 
(M ± RSD, n = 3)

Content, %
(M ± RSD, n = 3)

10,24
Цикориин
Chicoriin

289
340

340

179 (эскулетин)
179 (esculetin)

341 [М + H]–

363 [М + Na]–

681 [2М + Н]
703 [2М + Na]–

177 (эскулетин)
177 (esculetin)

339 [М – H]–

679 [2М – H]–

1,44 ± 0,05

13,15
Хлорогеновая 
кислота
Chlorogenic acid

217
325

354

163 (кофейная кислота 
– Н2О)

181 (кофейная кислота)
163 (caffeic acid – H2O)

181 (caffeic acid)
355 [М + H]–

377 [М + Na]–

731 [2М + Na]–

191 (хинная кислота)
191 (quinic acid)

353 [М – H]–

707 [2М – H]–

1,77 ± 0,06

13,50
Кафтаровая 
кислота
Caftaric acid

329 312
313 [М + H]–

330 [М + Н2О]–

335 [М + Na]–

149 (винная кислота)
179 (кофейная кислота)

149 (tartaric acid)
179 (caffeic acid)

311 [М – H]–

357 [М + НСООН]–

0,20±0,01

15,00
Эскулетин
Esculetin

297
345

178
179 [М + H]–

201 [М + Na]–

379 [2М + Na]–

177 [М – H]–

355 [2М – H]– 0,44 ± 0,14

28,00
Цикориевая 
кислота
Chicoric acid

329 474

163 (кофейная кислота 
– Н2О)

181 (кофейная кислота)
163 (caffeic acid – H2O)

181 (caffeic acid)
475 [М + H]–

492 [М + Н2О]–

497 [М + Na]–

971 [2М + Na]–

293 [М – кофейная кис-
лота – H2О]–

311 [М – кофейная 
кислота]–

293 [M – caffeic acid – H2O]-

311 [M – caffeic acid]-

473 [М – H]–

947 [2М – H]–

2,90 ± 0,09
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ло гистологической норме. Введение тетрахлорме-
тана вызывало дистрофические изменения по типу 
гиалиново-капельной дистрофии (рисунок 2).

Введение ЭТДЦ в дозах 100 и 500 мг/кг уменьша-
ло дистрофические изменения гепатоцитов, при этом 
эффект был более выражен при введении максималь-
ной дозы экстракта (рисунок 3).

В печени крыс V группы, получавших препарат 
сравнения Силимар® (100 мг/кг), выявлены аналогич-
ные дистрофические изменения гепатоцитов, что и в 
группе III – ЭТДЦ в дозе 100 мг/кг (рисунок 4).

Оценивая морфологическую структуру пече-
ни крыс III и IV групп, установлено, что Силимар® 
в дозе 100 мг/кг проявляет гепатопротекторную 
активность.

На основании результатов патогистологических 
исследований показано, что экстракт цикория в до-
зах 100 и 500 мг/кг проявляет дозозависимую гепато-
протективную активность, сравнимую с аналогичным 
действием известного гепатопротекторного препара-
та Силимар®.

Таким образом, экстракт травы цикория обыкно-
венного в дозах 100 и 500 мг/кг по результатам скри-

Таблица 2. Сравнительные исследования биохимических показателей крови крыс, получавших ЭТДЦ  
и препарат сравнения Силимар® (M ± m), n = 10

Table 2. Comparative studies of the biochemical parameters of the blood of rats treated with WCHE  
and the reference drug Silimar® (M ± m), n = 10

Группы животных
Animal groups

Биохимических показателей крови крыс

АЛТ, Е/л
ALT, E/l

%
АСТ, Е/л
AST, E/l

%
ЩФ, Е/л
ALF, E/l

%

Билирубин 
общ., мкмоль/л

Bilirubin total 
μmol/l

%

Интактные
Intact

64,06 ± 5,45 – 89,58 ± 6,42 – 321,00 ± 6,80 – 1,30 ± 0,12 –

Контроль (модель 
тетрахлорметанового гепатита)
Control (carbon tetrachloride 
hepatitis model)

202,60 ± 5,42 100 189,60 ± 3,91 100 569,00 ± 5,50 100 1,94 ± 0,04* 100

ЭТДЦ, доза 100 мг/кг + модель 
тетрахлорметанового гепатита
ETDC, dose 100 mg/kg + model of 
carbon tetrachloride hepatitis

131,70 ± 1,63* 65 160,40 ± 4,10* 85 483,70 ± 4,90* 85 1,62 ± 0,10 80

ЭТДЦ, 500 мг/кг + модель 
тетрахлорметанового гепатита
ETDC, 500 mg/kg + carbon 
tetrachloride hepatitis model

111,40 ± 4,00* 55 136,50 ± 2,67* 72 449,50 ± 4,51* 79 1,36 ± 0,06* 71

Силимар®, 100 мг/кг + модель 
тетрахлорметанового гепатита
Silimar®, 100 mg/kg + carbon 
tetrachloride hepatitis model

135,80 ± 6,60* 67 161,20 ± 2,39* 85 489,40 ± 8,06* 86 1,62 ± 0,04* 83,5

Примечание. * Достоверность различий по сравнению с контролем (модель патологии) при р < 0,05.

Note. * Reliability of differences compared with control (pathology model) at p < 0.05.

Рисунок 2. Морфологическое строение печени интактных крыс (А) и крыс с ТХМ гепатитом (В). Здесь и далее препараты окраши-
вали гематоксилином и эозином, увеличение х100

Figure 2. Morphological structure of the liver of intact rats (A) and rats with TCM-hepatitis model (B). Hereinafter, preparations were 
stained with hematoxylin and eosin, magnification x100
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нингового исследования в условиях модели острого 
тетрахлорметанового гепатита является перспектив-
ным объектом для дальнейшего фармакологического 
изучения, что согласуется с ранее полученными дан-
ными на модели острого токсического поражения 
печени крыс, вызванного однократным подкожным 
введением сулемы в дозе 3 мг/кг [29].

Безусловно, гепатопротективное действие ЭТДЦ 
обусловлено активностью комплекса БАВ исследу-
емого экстракта. Однако основополагающая роль в 
обеспечении данного действия принадлежит доми-
нирующим его компонентам – оксикумаринам и гид- 
роксикоричным кислотам. В литературе описаны ре-
зультаты фармакологических исследований экулетина 
и гидроксикоричных кислот, подтверждающих их ге-
патопротективную активность.

Так, в работе A. H. Gilani et al. было показано, 
что предварительное введение эскулетина (6 мг/кг)  
снижало показатель смертности мышей до 40 % по 
сравнению со 100%-м контролем и предотвраща-
ла индуцированное парацетамолом (640 мг/кг) и 
ТХМ повышение сывороточных ферментов ЩФ, АСТ 
и АЛТ. Наряду с этим выявлено, что эскулетин пред- 

отвращает вызванное гепатотоксической дозой ТХМ  
(1,5  мл/кг; перорально) удлинение времени фенобар-
биталового сна, подтверждая тем самым гепатопро-
текторную активность [30]. 

Эскулетин, обладая ингибирующим действием на 
ксантиноксидазу, уровень которой повышается при 
гепатите и интоксикации печени, оказывает антиге-
патотоксическое действие. Аналогичным действием  
обладает и кофейная кислота, фрагменты которой  
являются частью структуры кислот (цикориевой, 
хлорогеновой и кафтаровой), входящих в состав 
ЭТДЦ  [31]. Также эскулетин проявляет подавляющую 
активность в отношении окислительного поврежде-
ния ДНК [32].

W. L. Lin et al. в опытах in vitro подтвердили, что 
эскулетин в дозах 5–20 мкг/мл значительно сни-
жал выход лактатдегидрогеназы (ЛДГ) и АЛТ, а так-
же уменьшал образование малонового диальдегида 
в первичных культивируемых гепатоцитах крыс, вы-
званное 30-минутной обработкой короткоцепочечно-
го аналога гидропероксида липидов трет-бутилгид- 
ропероксида (t-BHP). Наряду с этим исследование in 
vivo на крысах показало, что предварительная обра-
ботка эскулетином (внутрибрюшинно) в концентра- 
циях 0,5 и 5 мг/кг в течение 5 дней перед однократ-
ной внутрибрюшинной дозой t-BHP (0,1 ммоль/кг) 
значительно снижала уровни АЛТ и АСТ и окислитель-
ного стресса в печени. Гистопатологическая оценка 
свидетельствовала, что эскулетин снижает разрыв ге-
патоцитов, инфильтрацию лейкоцитов и некроз пе- 
чени [33].

Антиокислительный эффект эскулетина в опы-
тах in vitro подтвержден S. H. Kim et al. в отношении 
повреждения фибробластов, вызванного H2O2 [34],  
а также в исследовании M. J. Lee еt al. на липопро- 
теидах низкой плотности [35].

Цикориин, являясь гликозидом эскулетина, под 
действием кислой среды желудка наиболее вероят-
но будет подвергаться гидролизу с образованием  
агликона и, соответственно, проявлять все описан-
ные выше эффекты эскулетина.

Рисунок 3. Морфологическое строение печени крыс, получавших ЭТДЦ в дозах 100 мг/кг (А) и 500 мг/кг (В), модель ТХМ гепатита

Figure 3. Morphological structure of the liver of rats treated with ETDC at doses of 100 mg/kg (A) and 500 mg/kg (B), TCM-hepatitis model

Рисунок 4. Морфологическое строение печени крыс, получав-
ших Силимар® в дозе 100 мг/кг, модель ТХМ гепатита

Figure 4. Morphological structure of the liver of rats treated with 
Silimar® at a dose of 100 mg / kg, TCM-hepatitis model
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Наряду с оксикумаринами, доминирующими ком-
понентами ЭТДЦ, являются гидроксикоричные кис-
лоты. Цикориевая кислота преобладает в ЭТДЦ по 
сравнению с другими метаболитами этой группы и, 
предположительно, вносит значительный вклад в ге-
патопротекторное действие экстракта. По мнению 
зарубежных авторов в основе механизма защитного 
действия данного соединения лежит антиоксидант- 
ная активность [36, 37]. В эксперименте на модели 
стеатоза печени, вызванного этанолом, также было 
показано, что цикориевая кислота при пероральном 
введении в дозе 4 мг/кг способна ослаблять острый 
алкогольный стеатоз у мышей, препятствуя индук-
ции индуцибельной синтазы оксида азота (iNOS) и  
iNOS-зависимых сигнальных каскадов в печени [38]. 

Структура цикориевая кислота, как и других про-
изводных оксикоричной кислоты, содержит виниле-
новый мостик, соединяющий карбоксильную группу с 
ароматическим кольцом, что характеризует такие со-
единения более высокой антиоксидантной активнос- 
тью, чем соответствующие производные бензойной  
кислоты. Проявлению значительной активности так- 
же способствует стабилизация феноксилов, образуе-
мых оксикоричными кислотами, за счет делокализа-
ции неспаренного электрона на виниленовый фраг- 
мент [39]. 

Поскольку используемая экспериментальная мо-
дель тетрахлорметанового гепатита имеет окисли-
тельный механизм разрушения гепатоцитов, то вы-
явленный гепатопротекторный эффект экстракта, 
предположительно, обусловлен именно предотвраще-
нием окислительного стресса посредством антиок- 
сидантной активности его метаболитов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, доминирующими метаболитами 

экстракта травы цикория обыкновенного являют-
ся оксикумарины (эскулетин, цикориин), а также ги-
дроксикоричные кислоты (цикориевая, хлорогеновая 
и кафтаровая). 

В результате проведенного фармакологического 
скрининга установлено, что экстракт травы цикория 
дикорастущего в дозах 100 и 500 мг/кг является пер-
спективным объектом для дальнейшего изучения и 
создания на его основе гепатопротекторного средст- 
ва растительного происхождения.

Опубликованные результаты исследований дру-
гих ученых позволяют предположить, что реализация 
механизмов гепатопротекторного действия экстракта  
травы дикорастущего цикория обусловлена феноль-
ными соединениями, обладающими выраженными  
антиоксидантными свойствами.
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Резюме
Введение. Наночастицы серебра являются перспективными агентами для подавления резистентных штаммов микроорганизмов 
и ускорения заживления гнойных ран. Окислительный стресс нарушает процессы нормального ранозаживления, что приводит к 
образованию хронических незаживающих ран. Поэтому определение способности новых ранозаживляющих агентов подавлять 
продукцию активных форм кислорода является актуальной задачей.
Цель. Исследовать влияние серебросодержащих бионанокомпозиций на основе гуминовых веществ на базальную и стимулированную 
трет-бутилгидропероксидом продукцию активных форм кислорода в культуре клеток нормальных фибробластов 3T3-L1 in vitro.
Материалы и методы. Исследование проведено на 7 образцах исходных гуминовых веществ и соответствующих им биоматериалах 
с наночастицами серебра, синтезированных в Лаборатории природных гуминовых систем химического факультета Московского 
государственного университета имени М. В.  Ломоносова. Оценка внутриклеточной продукции активных форм кислорода проводилась 
с использованием флуоресцентного зонда 2,7-дихлородигидрофлуоресцеиндиацетата. Клетки культивировали с образцами в течение 
24 ч, для стимуляции продукции активных форм кислорода использовали трет-бутилгидропероксид. Детекцию осуществляли 
флуориметрически с помощью микропланшетного ридера.
Результаты и обсуждение. Наиболее выраженную антиоксидантную активность продемонстрировали три образца биоматериалов с 
наночастицами серебра, ультрадиспергированными в матрицах гуминовых веществ (CHS-AgNPs, CHP-AgNPs и CHE-AgNPs), что позволяет 
рассматривать их как наиболее перспективные в качестве фармацевтических агентов для лечения гнойно-воспалительных процессов. 
Наиболее вероятным механизмом высокой антиоксидантной активности исследуемых биоматериалов в отношении интрацеллюлярных 
активных форм кислорода является собственная активность гуминовых веществ по связыванию активных форм кислорода, в то время 
как наночастицы серебра в составе биоматериалов катализируют восстановительные процессы их взаимодействия с активными формами 
кислорода.
Заключение. Для исследуемых образцов биоматериалов с наночастицами серебра, ультрадиспергированными в матрицах гуминовых 
веществ, характерна выраженная антиоксидантная активность, что вместе с антибактериальными свойствами позволяет рассматривать 
их как потенциальные агенты для ускорения заживления гнойных ран.

Ключевые слова: гуминовые вещества, наночастицы серебра, антиоксидантная активность, трет-бутилгидропероксид, 
ранозаживление
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Abstract
Introduction. Silver nanoparticles are promising agents for suppressing resistant strains of microorganisms and accelerating the purulent wounds 
healing. Oxidative stress disrupts normal wound healing processes, which leads to the formation of chronic non-healing wounds. Therefore, the 
determination of the ability of new wound healing agents to decrease the production of reactive oxygen species is a relevant task.
Aim. The aim of the current study was to investigate the effect of silver-containing bionanocompositions based on humic substances on the basal 
and tert-butyl hydroperoxide-stimulated production of reactive oxygen species at the normal fibroblasts 3T3-L1 cell culture in vitro.
Materials and methods. The study was carried out on 7 samples of initial humic substances and biomaterials with silver nanoparticles synthesized 
in the Laboratory of Natural Humic Systems, Faculty of Chemistry, Moscow State University named after M. V. Lomonosov. The intracellular 
production of reactive oxygen species was assessed using a 2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetate fluorescent probe. Cells were cultured 
with samples for 24 h; tret-butyl hydroperoxide was used to stimulate the production of reactive oxygen species. Detection was performed 
fluorometrically using a microplate reader.
Results and discussion. The most pronounced antioxidant activity was demonstrated by three samples of biomaterials with silver nanoparticles 
ultradispersed in humic substances matrices (CHS-AgNPs, CHP-AgNPs and CHE-AgNPs), which allows us to consider them as the most promising 
pharmaceutical agents for the treatment of purulent-inflammatory processes. The most probable mechanism of the high antioxidant activity of 
the studied biomaterials in relation to intracellular reactive oxygen species is the intrinsic activity of humic substances to bind reactive oxygen 
species, while silver nanoparticles in biomaterials catalyze the reduction processes of their interaction with reactive oxygen species.
Conclusion. For the studied samples of biomaterials with silver nanoparticles ultradispersed in matrices of humic substances pronounced 
antioxidant activity was shown. Together with antibacterial properties, it makes it possible to consider them as potential agents for purulent 
wounds healing accelerating.

Keywords: humic substances, silver nanoparticles, antioxidant activity, tert-butyl hydroperoxide, wound healing
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ВВЕДЕНИЕ 
Достижения в области нанотехнологий привели 

к повышенному вниманию к наноразмерным части-
цам со стороны специалистов всех областей науки  [1]. 
Уникальные химические, физические и биологичес- 
кие свойства наночастиц предоставляют доступ к ши-
рокому спектру их применения в электронике, спект- 
ральном анализе, катализе, а также биомедицине и 
фармацевтической промышленности для поиска но-
вых эффективных лекарственных средств [2]. Осо-

бое внимание исследователей привлекают наночас- 
тицы металлов, в частности серебра (AgNPs), ввиду 
наличия у них противомикробных и ранозаживляю-
щих свойств  [3, 4]. Как следствие, AgNPs находят при-
менение в качестве потенциальных антибактериаль-
ных агентов для подавления резистентных штаммов 
микроорганизмов и ускорения заживления гнойных 
ран  [5]. Физико-химические свойства AgNPs в основ-
ном определяются их формой, размером, диэлектри-
ческими свойствами и дисперсностью [6].
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Известно, что активные формы кислорода (АФК) 
играют ключевую роль в процессе смены стадий за-
живления ран [7]. Сразу после формирования раны 
начинается комплексный, но упорядоченный процесс 
заживления, состоящий из перекрывающихся фаз: 
коагуляции, иммунного ответа, воспаления, пролифе-
рации и ремоделирования [8, 9]. При низком уровне 
АФК в ране происходит подавление инфекционных 
агентов и стимулируется эффективное заживление 
путем индукции антиапоптотических сигналов  [10, 
11]. В то же время избыточный и неконтролируемый  
окислительный стресс способствует нарушению регу-
ляции воспалительных процессов вследствие окисли- 
тельной модификации биомолекул клеток и индук-
ции апоптоза, что приводит к образованию хрони-
ческих незаживающих ран [12]. Экспериментальные 
и клинические исследования показали, что стратегия 
использования агентов, обладающих антиоксидант-
ной активностью (АОА), демонстрирует положитель-
ные результаты при лечении незаживающих ран  [10]. 
Антиоксиданты  – это химические соединения, кото-
рые могут отдавать свои электроны молекулам АФК, 
тем самым препятствуя акцепции электронов от дру-
гих биологически важных молекул (например, бел-
ков или ДНК) [13]. Эти вещества обеспечивают проте-
кание сложных каскадов реакций по превращению  
АФК в более стабильные молекулы, такие как H2O и 
O2. Таким образом, интерес к использованию соеди-
нений с АОА для лечения ран растет, и определение  
способности новых ранозаживляющих агентов пода-
влять продукцию АФК и снижать их уровень является 
актуальной задачей.

Процессы синтеза AgNPs с использованием хи-
мических или физических методов (с помощью мик- 
роволнового или γ-излучения, термического разло-
жения и химического восстановления) часто требуют 
использования токсичных восстанавливающих и ста-
билизирующих агентов (гидразин-гидрат, натрий бор-
гидрид, этиленгликоль) [14] и сопряжены с другими 
экологическими и биологическими рисками [6]. По-
этому для производства наноматериалов биомеди-
цинского назначения в настоящее время применяет- 
ся «зеленый синтез» или «биогенный синтез», кото-
рый признается специалистами как экоадаптивный 
подход к созданию разнообразных наноматериалов, 
включая наночастицы металлов [6, 15–17]. Биосинтез 
наночастиц может быть достигнут путем восстанов-
ления катионов металлов с использованием экстрак-
тов растений, дрожжей, водорослей, лишайников, 
грибов и бактерий в качестве исходных матриц. Гуми-
новые вещества (ГВ) представляют собой гетероген-
ные природные биополимеры, содержащиеся в раз-
личных каустобиолитах (торфе, буром угле, донных 
отложениях и пр.) [18, 19], и являются перспективны-
ми матрицами для синтеза AgNPs. Ранее было пока- 
зано, что ГВ оказывают иммуномодулирующее и ан-
тиоксидантное действие в экспериментах in vitro и in 
vivo [20–22]. В связи с этим в качестве объектов иссле-
дования в настоящей работе были выбраны бионано- 

композиции, содержащие биологически активное се-
ребро, ультрадиспергированное в матрицах ГВ. 

Цель. Исследовать влияние серебросодержащих 
бионанокомпозиций на основе гуминовых веществ 
на базальную и стимулированную трет-бутилгидро-
пероксидом продукцию активных форм кислорода в 
культуре клеток нормальных фибробластов 3T3-L1 in 
vitro.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектами исследования являются 7 исходных 

образцов ГВ, представляющие собой как ГВ, выделен-
ные из природного сырья (торфа) на кафедре химии 
СибГМУ и на химическом факультете МГУ, так и ком-
мерческие гуминовые препараты, выделенные из угля, 
а также соответствующие им 7 образцов биоматери-
алов, содержащие наночастицы серебра (ГВ-AgNPs),  
синтезированные в Лаборатории природных гумино-
вых систем химического факультета Московского го-
сударственного университета имени М. В.  Ломоно-
сова. Синтез биоматериалов ГВ-AgNPs проводили 
путем восстановления ионов серебра в растворах ГВ 
(в концентрации 15  г/л) с использованием раствора 
AgNO3 до создания конечной концентрации наночас- 
тиц серебра 20  ммоль/л. Характеристика объектов 
исследования представлена в таблице 1.

Оценка внутриклеточной продукции АФК про-
водилась с использованием флуоресцентного зонда 
2,7-дихлородигидрофлуоресцеиндиацетата (ДХФДА) 
по описанной ранее методике [23]. Принцип мето-
да основан на способности ДХФДА легко проникать 
в цитоплазму клеток и деэстерифицироваться под  
действием внутриклеточных эстераз. 2,7-Дихлороди-
гидрофлуоресцеин не способен транспортироваться 
из клеток и является слабо флуоресцирующим аген-
том, но в реакциях с окислителями превращается в 
сильно флуоресцирующий продукт  – дихлорофлуо-
ресцеин. При повышении внутриклеточного уров-
ня оксидантов увеличивается скорость окисления 
2,7-дихлородигидрофлуоресцеина. Таким образом, 
активация внутриклеточного окисления сопровожда-
ется увеличением флуоресценции. 

Клетки линии 3T3-L1 культивировали в стандарт-
ных условиях [атмосфера 5 % CO2, среда DMEM/F-12 
(GibcoTM, США) + 10 % FBS (GibcoTM, США) + 2 мМ L-глу-
тамина (GibcoTM, США) и 1 % гентамицина (GibcoTM, 
США)] и рассаживали на черные 96-луночные куль-
туральные планшеты для измерения флуоресцен-
ции (1 × 104  клеток/лунку). В соответствующие лун-
ки вносили образцы исследуемых ГВ и ГВ-AgNPs  
(12,5 мкг/мл) и инкубировали 24 ч. Затем клетки отмы-
вали от образцов, в лунки вносили рабочий раствор 
ДХФДА (10 мкМ) (Sigma-Aldrich, США, D6883). Планше-
ты инкубировали в термостате 20 минут при 37 °C, от-
мывали от ДХФДА и для стимуляции продукции АФК 
вносили трет-бутилгидропероксид (t-BHP) (25 мкМ) 
(Sigma-Aldrich, США, B2633). После инкубации в тече-
ние 60 минут при 37 °C определяли флуоресценцию в 
лунках при λex = 485 нм и λem = 530 нм.
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Таблица 1. Экспериментальные образцы гуминовых веществ  
(ГВ) и серебросодержащих бионаноматериалов  
на их основе (ГВ-AgNPs)

Table 1. Experimental samples of humic substances (HS)  
and silver-containing bionanomaterials (HS-AgNPs)

Шифр ГВ
HS code

Шифр ГВ-AgNPs
HS-AgNPs code

Источник исходных  
субстанций ГВ

Source of the initial HS

CHS-K CHS-AgNPs

Гуминовые вещества угля, коммер-
ческий препарат (ООО «Сахалинские 
гуматы», Россия)

Coal humic substances, commercial 
preparation ("Sakhalin humates" LLC, 
Russia)

CHE-K CHE-AgNPs

Гуминовые вещества угля, ком-
мерческий препарат (ЗАО «Генезис», 
Россия)

Coal humic substances, commercial 
preparation ("Genesis" CJSC, Russia)

CHP-K CHP-AgNPs

Гуминовые кислоты угля «Powhu-
mus», коммерческий препарат (Hu- 
mintech GmbH, Германия)

Humic acids of «Powhumus» coal, 
commercial preparation (Humintech 
GmbH, Germany)

FA FA-AgNPs

Фульвокислоты торфа «Fulvagra», 
коммерческий препарат (Humintech 
GmbH, Германия)

Fulvic acids of peat «Fulvagra», 
commercial preparation (Humintech 
GmbH, Germany)

Peat1 Peat1-AgNPs

Гуминовые кислоты верхового ан-
густифолиум-торфа Томской области, 
выделенные экстракцией 0,1 моль/л 
раствором NaOH по методике, опи-
санной в [18] 

Humic acids of high-moor peat an-
gustifolium of the Tomsk region, iso-
lated by extraction with 0.1 M NaOH 
solution according to the method  
described in [18]

PHF-T3 PHF-T3-AgNPs

Гуминовые вещества низинного 
торфа Тверской области, выделен-
ные экстракцией 1 моль/л раствором 
NaOH, обессоленные на катионите 
Ку-2-8, высушенные методом лиофи-
лизации

Humic substances of low-lying peat 
of the Tver region, isolated by extrac-
tion with 1 M NaOH solution, desalted 
on a Ku-2-8 cation exchanger, dried by 
lyophilization

Peat2 Peat2-AgNPs

Гуминовые кислоты верхового 
сфагново-мочажинного торфа Томс- 
кой области, выделенные экстрак-
цией 0,1 моль/л раствором NaOH по 
методике, описанной в [18]

Humic acids of high sphagnum-hol-
low peat of the Tomsk region, isolated 
by extraction with 0.1 mol/L NaOH 
solution according to the method 
described in [18]

Содержание АФК выражали в единицах флуорес-
ценции. Для оценки антиоксидантной активности ГВ и 
ГВ-AgNPs величины флуоресценции в лунках, в кото- 
рые вносили только ДХФДА или ДХФДА и t-BHP, прини-
мали за 100 % базальной или стимулированной про-

дукции АФК соответственно. Антиоксидантную ак-
тивность образцов выражали как процент снижения 
флуоресценции в соответствующих лунках относи-
тельно базального или стимулированного уровней.

Экспериментальные данные обрабатывали с ис-
пользованием программного обеспечения GraphPad 
Prism 8.0 (GraphPad Software, США). Все результаты 
представлены в виде среднего и ошибки среднего 
(M ± SE, n = 6). Проверку на нормальность распреде-
ления значений проводили с использованием крите-
рия Шапиро – Уилка. Анализ уровня статистической 
значимости различий между выборками выполняли 
при помощи однофакторного дисперсионного анали-
за (one-way ANOVA). Достоверность различий считали 
значимой при p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
In vitro оценка АОА с использованием ДХФДА 

редко применяется для анализа наночастиц. Боль- 
шинство исследований основаны на использовании в 
модельных системах ДФПГ (2,2-дифенил-1-пикрилгид- 
разилгидрат) или ABTS (2,2’-азино-бис[3-этилбензоти-
азолин-6-сульфоновая кислота]) [24, 25]. Однако эти  
методы не отражают АОА на клеточном уровне, по-
скольку не учитывают физиологические условия, та-
кие как pH, температура и биодоступность. 

Прооксидант t-BHP используется в моделирова-
нии окислительного стресса in vitro [26, 27]. Введение 
t-BHP приводит к увеличению содержания окислен-
ной формы глутатиона (GSSG) в клетке, что является 
причиной изменения экспрессии про/антиапоптоти-
ческих белков Bax/Bcl-2 вследствие активации каспа-
зы-3 и апоптотической гибели клетки [28].

Перед проведением экспериментов мы исследо-
вали влияние различных концентраций прооксидан-
та на уровень внутриклеточных АФК в культуре кле- 
ток 3T3-L1 в условиях аналогичного эксперимента. 
Результаты представлены на рисунке 1.

В диапазоне концентраций от 6,25 до 50 мкМ про-
оксиданта наблюдается линейная зависимость интен-
сивности флуоресценции (уравнение линейной ре-
грессии y = 546,8x + 7043; R2 = 0,9945; P = 0,0027). При 
концентрациях t-BHP выше 50 мкМ линейность за- 
висимости нарушается. В связи с этим в дальней- 
ших экспериментах мы использовали концентра-
цию 25  мкМ, которая находится в середине линей-
ного диапазона. Добавление прооксиданта t-BHP в 
культуру клеток 3T3-L1 вызывало повышение интен-
сивности флуоресценции ДХФДА в 4,0 раза (p < 0,05) 
(21326,0 ± 1001,9  ед. флуоресценции) по сравнению с 
контролем (5300,1 ± 68,9 ед. флуоресценции).

В результате проведенных экспериментов уста-
новлено, что образцы исходных ГВ, а также биомате-
риалы с наночастицами серебра ГВ-AgNPs не прояв-
ляют прооксидантных эффектов in vitro. В то же время 
выраженность АОА в отношении базального (без до-
бавления прооксиданта) и стимулированного t-BHP 
уровней внутриклеточной продукции АФК сущест- 
венно различается между исследуемыми образцами 
(рисунок 2). 
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В ряду исходных образцов ГВ в эксперименте 
с оценкой влияния на базальный уровень продук-
ции АФК наиболее активным является образец CHE-K  
(снижение уровня внутриклеточных АФК на 20,7 ± 
3,1 %), затем по убыванию располагаются еще три об-
разца с достаточно близкой активностью – CHP-K 
(18,8 ± 4,6 %), FA (18,3 ± 3,3 %) и CHS-K (15,2 ± 1,5 %). 
Остальные образцы отличались относительно низкой  
(в среднем 7,6 – 5,3 %) собственной АОА. Аналогич-
ная картина распределения активности сохранилась и  
при добавлении к клеткам t-BHP в качестве проокси-
данта: наиболее активными остались образцы CHS-K 

(30,1 ± 2,9 %), CHP-K (24,3 ± 2,3 %) и CHE-K (17,3 ± 1,6 %), 
далее по убыванию располагаются два образца с близ-
кой и невысокой активностью: Peat1 (10,0 ± 2,7 %)  
и FA (9,9 ± 2,0 %), для оставшихся двух образцов отме- 
чена наименьшая АОА. 

Для образцов с наночастицами серебра ГВ-AgNPs 
в целом отмечена более высокая АОА в сравнении с 
исходными ГВ. Так, в эксперименте по оценке сниже-
ния базальной продукции АФК без прооксидантной 
стимуляции наиболее активными были четыре образ-
ца – CHP-AgNPs (42,1 ± 4,3 %), CHE-AgNPs (41,9 ± 2,2 %), 
CHS-AgNPs (38,1 ± 1,8 %) и FA-AgNPs (30,2 ± 3,1 %). 

Таким образом, сохранилась ранее описанная за-
кономерность по АОА образцов CHE-K, CHP-K, CHS-K 
и FA. Для остальных образцов отмечена значительно 
более низкая (в среднем 16,4 – 10,2 %) базальная АОА. 
Аналогичная картина распределения активности пос- 
ле добавления в инкубационную среду прооксиданта 
также отмечена и для образцов ГВ-AgNPs: наиболее 
активными остались образцы CHS-AgNPs (47,9 ± 1,5 %) 
и CHP-AgNPs (38,0 ± 2,6 %), несколько меньшая ак-
тивность отмечена для CHE-AgNPs (22,3 ± 1,4 %) и  
FA-AgNPs (18,4 ± 3,1 %), также была отмечена доста-
точно высокая АОА Peat1 (23,1 ± 3,6 %). Для оставших- 
ся двух образцов отмечена наименьшая АОА. 

С позиций влияния на процессы окислительного  
стресса в ране наиболее перспективными образца-
ми в качестве фармацевтических агентов для лечения 
гнойно-воспалительных процессов являются три об-
разца ГВ-AgNPs – CHS-AgNPs, CHP-AgNPs и CHE-AgNPs.

Результаты исследования АОА AgNPs различного 
происхождения часто противоречивы [29]. Известно, 
что способность AgNPs связывать свободные радика-
лы и прерывать цепные процессы окисления обуслов-
лена в первую очередь антиоксидантной и, в частнос- 
ти, антирадикальной активностью исходных матриц, 
используемых для синтеза [29]. 

Рисунок 1. Влияние различных концентраций прооксидан-
та трет-бутилгидропероксида (t-BHP) на флуоресценцию 
2,7-дихлородигидрофлуоресцеиндиацетата в культуре кле-
ток 3T3-L1
Figure 1. Effect of different concentrations of the prooxidant 
tert-butyl hydroperoxide (t-BHP) on the fluorescence of 2,7- 
dichlorodihydrofluorescein diacetate in 3T3-L1 cells

Рисунок 2. Влияние матриц гуминовых веществ (ГВ) и серебросодержащих биоматериалов на их основе (ГВ-AgNPs) на базальную 
(без добавления прооксиданта) и стимулированную трет-бутилгидропероксидом (t-BHP) внутриклеточную продукцию актив-
ных форм кислорода (АФК) в культуре клеток линии 3T3-L1. 

Примечания. * Отличия от базального уровня АФК в культуре клеток 3T3-L1 статистически значимы, p < 0,05; # – отличия от сти-
мулированного t-BHP уровня АФК в культуре клеток 3T3-L1 статистически значимы, p < 0,05
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ГВ обладают собственной выраженной АОА вслед-
ствие наличия в их молекулярном строении опреде-
ленных структурных детерминант [18], они содер-
жат большое количество фрагментов, способных к  
окислению. Один из механизмов АОА ГВ реализует-
ся за счет наличия большого количества фенольных  
гидроксилов в их структуре, что позволяет перехва-
тывать свободные радикалы в реакции: 

АН + R• → А• + RH, 

где AH  – антиоксидант с подвижным атомом водоро-
да; R•  – радикальный инициатор или промежуточный 
радикальный продукт свободно-радикального окис- 
ления. 

ГВ также обладают высокой каталитической ак-
тивностью в реакциях электровосстановления кис-
лорода за счет наличия в их структуре хиноидных 
группировок [18, 30–31], что в совокупности с нали-
чием стабилизированных жесткой полимерной мат- 
рицей органических радикалов семихинонного ти-
па [18, 32] говорит об их высокой активности как вос-
становителей и ловушек свободных радикалов. 

В наших экспериментах показана более выражен-
ная АОА ГВ-AgNPs в сравнении с исходными матри- 
цами ГВ. Известно, что серебро является катализато-
ром восстановительных реакций, лежащих в основе 
реализации антиоксидантных эффектов, а придание 
серебру наноразмерной формы повышает его реакци-
онную способность за счет дисперсионных свойств  
частиц и высокого отношения площади их поверх-
ности к объему частицы [33–36]. Ранее было проде-
монстрировано, что AgNPs могут использоваться в 
качестве каталитических агентов в реакциях восста-
новления метиленовой сини [34], азокрасителей Direct 
Orange 26 (DO26) и Direct Blue 15 (DB15) [35], а также 
4-нитрофенола [33, 36]. Таким образом, более высо-
кая АОА ГВ-AgNPs в отношении интрацеллюлярных 

АФК объясняется собственной высокой радикал-свя-
зывающей активностью ГВ, в то время как AgNPs  
катализируют восстановительные процессы их взаи-
модействия с АФК. Механизмы каталитической ак-
тивности AgNPs в случае антирадикальных реакций 
требуют дальнейшего углубленного изучения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящем исследовании проведена оценка  

влияния 7 образцов серебросодержащих бионано-
материалов ГВ-AgNPs, синтезированных в Лаборато-
рии природных гуминовых систем химического фа- 
культета Московского государственного университе-
та имени М. В.  Ломоносова, а также исходных матриц 
ГВ на базальную и стимулированную t-BHP продук-
цию АФК в культуре клеток нормальных фиброблас- 
тов 3T3-L1 in vitro. Три образца ГВ-AgNPs (CHS-AgNPs, 
CHP-AgNPs и CHE-AgNPs) являются наиболее перспек-
тивными в качестве фармацевтических агентов для  
лечения гнойно-воспалительных процессов в кон- 
тексте влияния на окислительно-восстановительный 
баланс в ране. В качестве предполагаемого механиз-
ма АОА исследуемых ГВ-AgNPs предлагается первич-
ная роль исходных ГВ как доноров протона, восстано-
вителей и ловушек свободных радикалов, в то время 
как AgNPs выполняют функции катализатора процес- 
са взаимодействия ГВ с АФК.
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Резюме
Введение. Интраназальная доставка in situ гелеобразующих систем является сложным, но перспективным направлением. Из-за высокой 
стоимости разработки нового химического объекта или генно-инженерной модификации биологических молекул фармацевтические 
компании сосредоточиваются на разработке технологий новых систем доставки для существующих активных фармацевтических 
ингредиентов с целью улучшения их эффективности и биодоступности. In situ системы для интраназальной доставки за счет повышенной 
вязкости и мукоадгезии к слизистой носа позволяют преодолевать мукоцилиарный клиренс и гарантировать полное всасывание и 
пролонгированное высвобождение активных фармацевтических ингредиентов.
Текст. В статье рассмотрены виды и основные преимущества интраназальных in situ систем доставки, показанные в доклинических 
исследованиях, а также подходы к технологии получения и стандартизации этих систем. Обобщены данные научных исследований 
в этой области за последние 15 лет, выделены наиболее перспективные полимеры для создания термообратимых и рН-чувствительных 
композиций, а также проанализированы современные методы оценки золь-гель перехода in situ.
Заключение. Применение in situ систем для интраназального введения позволяет обеспечивать высокую таргетность доставки 
синтетических и биологических молекул в мозг. В настоящее время имеются многочисленные фармакокинетические и фармакодинамические 
исследования на животных, подтверждающие эффективность таких систем, а также их безопасность. Наиболее востребованными для 
конструирования систем доставки in situ остаются термореверсивные коммерчески доступные и направленно синтезируемые полимеры 
(полоксамер 407, PLGA, NIPAAm и др.), а также хитозан. Для оценки параметров in situ гелеобразования широко используются in vitro и ex vivo 
методы со слизистой и искусственной назальной жидкостью, однако для увеличения воспроизводимости методик и улучшения корреляции 
in vitro/in vivo рекомендуется проводить моделирование носовой полости. Совершенствование технологии и методов скриннинга 
интраназальных реверсивных систем поможет приблизиться к проведению клинических исследований и выходу этих систем доставки на 
мировой фармацевтический рынок.

Ключевые слова: интраназальная доставка, системы доставки, in situ гелеобразование, полоксамеры, хитозан, мукоадгезия
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Abstract
Introduction. Intranasal delivery of in situ gel-forming systems is a complex but promising direction. Due to the high cost of developing a 
new chemical object or genetically engineered modification of biological molecules, pharmaceutical companies are focusing on developing 
technologies for new delivery systems for existing active pharmaceutical ingredients to improve their effectiveness and bioavailability. In situ 
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systems for intranasal delivery, due to increased viscosity and mucoadhesion to the nasal mucosa, allow overcoming mucociliary clearance and 
ensuring complete absorption and prolonged release of drugs.
Text. The article discusses the main advantages of intranasal in situ delivery systems shown in preclinical studies, as well as approaches to the 
technology of obtaining and standardization of these systems. The results of scientific research in this field over the past 15 years are summarized, 
the most promising polymers for creating thermoreversible and pH-sensitive compositions are identified, and modern methods for evaluating the 
sol-gel transition in situ are analyzed.
Conclusion. The use of in situ systems for intranasal administration allows providing a high targeting of the delivery of synthetic and biological 
molecules to the brain. Currently, numerous pharmacokinetic and pharmacodynamic preclinical studies confirm the effectiveness of such systems, 
as well as their safety. Thermoreversible commercially available and directionally synthesized polymers (poloxamer 407, PLGA, NIPAAm, etc.), as 
well as chitosan, remain the most popular for the design of in situ delivery systems. In vitro and ex vivo methods with mucosa and artificial nasal 
fluid are widely used to assess the parameters of in situ gelation, but to increase the reproducibility of the methods and improve the correlation 
in vitro/in vivo, it is recommended to conduct modeling of the nasal cavity. Developing the technology and methods of screening of intranasal 
reversible systems will help to get closer to clinical trials and the entry of these delivery systems into the global pharmaceutical market.

Keywords: intranasal delivery, delivery systems, in situ gelation, poloxamers, chitosan, mucoadhesion

Conflict of interest. The authors declare that they have no obvious and potential conflicts of interest related to the publication of this article.

Contribution of the authors. Elena O. Bakhrushina developed the design of the review. Authors Elena O. Bakhrushina, Polina S. Rodiuk, Daria S. 
Shulikina participated in the academic research, data processing, and compilation. Elena O. Bakhrushina, Natalia B. Demina, Marina M. Shumkova, 
Polina S. Rodiuk and Daria S. Shulikina participated in writing the text of the paper. The authors Natalia B. Demina and Ivan I. Krasniuk reviewed the 
paper and approved it for submission of the article to the journal. All authors participated in the discussion of the results.

For citation: Bakhrushina E. O., Demina N. B., Shumkova M. M., Rodyuk P. S., Shulikina D. S., Krasnyuk I. I. In situ intranasal delivery systems: 
application prospects and main pharmaceutical aspects of development. Razrabotka i registratsiya lekarstvennykh sredstv  = Drug development & 
registration. 2021;10(4):54–63. (In Russ.) https://doi.org/10.33380/2305-2066-2021-10-4-54-63

ВВЕДЕНИЕ
Интраназальный способ введения – один из са-

мых перспективных неинвазивных способов достав-
ки лекарственных веществ в организм человека. Этот 
путь введения обеспечивает высокую привержен-
ность пациентов терапии, поскольку не требует при-
влечения медицинского персонала, не травматичен, 
легко осуществляем и высокоэффективен [1]. Воз-
можность интраназального введения препаратов для 
обеспечения экстренной помощи используется на 
протяжении десятилетий медицинскими службами и 
службами безопасности многих стран при передози-
ровке наркотиками, экстренной остановке сердца  – 
как альтернатива внутривенным инъекциям [2]. 

В настоящее время препараты интраназального 
введения коммерчески доступны для синтетических 
субстанций (налоксон, дексаметазон и др.), а также для 
некоторых биопрепаратов [3, 4]. Так, интраназальная 
доставка вакцин успешно осуществляется благодаря 
относительно большой абсорбирующей поверхности 
и низкой протеолитической активности слизистой но-
са, а также в результате снижения производственных 
затрат по сравнению с парентеральными формами [5]. 

В последние годы интраназальный путь введе-
ния все чаще стал использоваться для направлен-
ной доставки лекарственных средств в мозг, так как 
эффективно позволяет действующим вещества пре- 
одолевать гематоэнцефалический барьер, благодаря 
транспорту через обонятельные пути и тройничный 
нерв [6].

Однако, несмотря на высокую проницаемость на-
зальной слизистой оболочки, как правило, только ак-
тивные фармацевтические ингредиенты (АФИ) с не-
большой молекулярной массой (< 1000 Да) способны 
абсорбироваться в полости носа. Также мукоцилиар-
ный клиренс, создающий значительное препятствие 
для интраназальной абсорбции, так как доза препара- 
та может быть быстро эвакуирована из носовой по-
лости за счет движения ресничек, а также подвергнута 
ферментативной деградации [5, 6]. Классические тех-
нологические приемы увеличения всасывания АФИ 
за счет введения в состав лекарственной формы (ЛФ) 
пенетраторов и поверхностно-активных веществ на-
ходят ограниченное применение в интраназальных 
препаратах, так как это может приводить к угнетению 
физиологических функций обонятельного органа [2, 
5]. Таким образом, проблему интраназального введе-
ния необходимо решать с помощью разработки систем 
доставки, обеспечивающих продолжительную экспо-
зицию дозы препарата на слизистой и высокую био-
доступность. К таким системам относятся интраназаль-
ные in situ системы доставки. 

«In situ» в переводе с латинского языка означает 
«в исходном месте» или «в положении». Этот термин 
применяется в различных областях, таких как физика, 
геология, медицина, строительство. Так, в химии in situ 
означает «в реакционной смеси», а в биомедицинской 
инженерии белковые наногели, полученные методом 
полимеризации in situ, обеспечивают универсальную 
платформу для хранения и высвобождения терапев-
тически активных белков. В медицине термин ранее 
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применялся для описания способа моделирования 
строения внутренних органов по сделанным слепкам 
с их поверхности [7]. 

В аспекте фармацевтической разработки под «in 
situ системами» понимают системы доставки, совер-
шающие фазовый переход в определенном дизайном 
исследования месте организма, способные таргетно 
высвобождать АФИ, поддерживая его относительно 
постоянные концентрации за счет образования де-
по, обеспечивающего пролонгированность действия 
системы. В узком смысле in situ системы рассматри-
ваются как реверсивные системы, золь-гель переход 
которых осуществляется локально под действием  
термических, химических или физико-химических 
факторов, определяемых физиологическими условия-
ми места применения [3, 5, 6].

В данной обзорной статье мы рассмотрим более 
подробно методики, направленные на доказательст- 
во наличия гелеобразования in situ, сферы примене-
ния систем направленной доставки, а также более  
детально рассмотрим полимеры, используемые при 
создании систем доставки in situ. 

Ретроспектива систем доставки in situ 

По данным базы медицинских публикаций PubMed, 
первое упоминание термина in situ в научной лите-
ратуре в аспекте локального гелеобразования дати-
руется 1984 годом и описывает образования геля же-
латина в желудке крыс линии Wistar при следовании 
гидратно-желатиновой диеты у животных [8].

Первые научные разработки систем in situ до-
ставки относятся к началу 2000-х годов. В 2001 году 
L. E.  Bromberg опубликовал работу о применении ред-
косшитых акриловых полимеров (карбомеров) и по-
лимеров полиакриловой кислоты с поверхностно-ак- 
тивными веществами (плюроников, полоксамеров) в  
системах интраназальной доставки, обладающих 
улучшенными свойствами. За счет биоадгезивных 
свойств фармацевтическая композиция на основе по-
локсамеров демонстрировала лучшее удерживание в 
полости носа, продолжительную экспозицию на мо-
дели у крыс по сравнению с карбомерами [9]. 

С середины 2000-х годов интерес к разработке in 
situ систем стал расти. С расширением ассортимента 
вспомогательных веществ и химически модифициро-
ванных полимеров возможности для фармацевтичес- 
кой разработки систем доставки для различных путей 
введения расширялись.

В 2003 году была опубликована работа исследо-
вателей Корейского института науки и технологии  
(Сеул, Южная Корея), в которой описывается приме-
нение термочувствительных циклотрифосфазенов, 
содержащих этиленгликоль и сложные эфиры амино-
кислот в качестве боковых групп в технологии направ-
ленной доставки противоопухолевого препарата пла-
тины [10].

В исследованиях ученых университета Хаджетте-
пе (Анкара, Турция) впервые описывается создание 
вагинальной системы доставки in situ для клотрима-

зола на основе термочувствительной матрицы. В ка-
честве термореверсивного полимера в исследовании  
использовался плюроник 127 (полоксамер 407), чьи 
технологические свойства были улучшены путем до-
бавления карбомера и производного целлюлозы. Ис-
следование E. Bilensoy et al. [11] дало начало новому 
направлению в технологии термореверсивных in situ 
систем – получения и изучения поликомплексов по-
локсамеров с различными гелеобразователями [12]. 

Однако, несмотря на изучение различных воз-
можных путей введения и способов применения ре-
версивных смарт-систем, интраназальная доставка 
in situ по-прежнему остается самым популярным на-
правлением исследований, число публикаций отно-
сительно которого увеличивается с каждым годом 
(рисунок 1). 

Рост исследовательского интереса к разработ-
ке интраназальных in situ систем связан с их преиму-
ществами, неоднократно отмечаемыми в различных 
работах. Реверсивные системы обеспечивают устой-
чивое и пролонгированное действие препарата, 
улучшенную комплаентность пациента и снижение 
частоты введения препарата по сравнению с обыч-
ной системой доставки лекарственных средств [1,  
3, 5, 6]. 

Интраназальные in situ системы могут демонстри-
ровать большую биодоступность за счет высокой му-
коадгезии и локального золь-гель перехода, кото-
рые способствуют длительной экспозиции даже в 
условиях мукоцилиарного клиренса. В исследованиях  
K.-L. Hu et al. [13] оценивалось влияние мукоцилиар-
ного клиренса на биодоступность введения лидока-
ина гидрохлорида интраназально в составе систем, 

Рисунок 1. Диаграмма изменения исследовательского интере-
са к вопросу создания in situ систем интраназальной достав-
ки (по данным PubMed; ключевые слова: «in-situ intranasal», 
«intranasal forms for system delivery»)

Figure 1. Diagram of changes in research interest for in situ 
intranasal delivery systems (according to PubMed; keywords: "in-
situ intranasal", "intranasal forms for system delivery")
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представляющих собой спрей и гель. Абсолютная био-
доступность назального геля лидокаина была пример-
но в 1,5 раза выше, чем у назального спрея, а таргент-
ность АФИ на обонятельный канал/желудочек после 
введения назального геля в 1,2 раза превышала тако-
вой показатель спрея. Был сделан вывод о том, что до-
ставка в мозг лидокаина усиливается при использова-
нии геля в качестве системы доставки.

Скрининг полимеров  
для in situ гелеобразования

В зависимости от рода стимула, потенцирующе-
го фазовый переход, матрицы in situ систем можно раз-
делить на термореверсивные, рН-зависимые, ионно- 
чувствительные, влагоактивизируемые и др. [1].

Выбор подходящего полимера с желаемыми по-
тенцирующими стимулами, мукоадгезивностью, вяз- 
костью и поведением при высвобождении лекарст- 
венного средства имеет важное значение для разра-
ботки эффективного геля in situ. 

В современных исследованиях находят примене-
ние как природные (хитозан, геллановая камедь, пек-
тин и др.), так и синтетические [полоксамер (Р407 и 
Р188), карбопол и др.] стимулочувствительные поли-
меры [14–31].

По результатам анализа научных публикаций ба-
зы PubMed по ключевым словам «intranasal forms for 
system delivery» и «in-situ intranasal» были отобраны 
десять самых используемых для создания in situ сис- 
тем полимеров и проранжированы в порядке убыва-
ния частоты их применения (таблица 1).

Таблица 1. Ранжирование смарт-полимеров,  
использующихся для создания in situ интраназальных систем

Table 1. Ranking of smart polymers used  
for in situ intranasal systems

Ранг
Rank

Полимер/группа полимеров
Polymer/Polymer Group

Доля (%)
Percentage (%)

1
Полоксамеры
Poloxamers

23,00

2
Хитозан 
Chitosan

22,00

3
Гидроксипропилметилцеллюлоза
Hydroxypropyl methylcellulose

7,70

4
Сополимер молочной и гликолевой 
кислот (PLGA)
Polylactic-glycolic Acid (PLGA)

6,70

5
Камеди (геллановая и конжаковая)
Gums (Gellan and konjac)

5,70

6
Карбомеры
Carbomers

5,70

7
Пектин
Pectin

2,80

8
Альгинаты
Alginates

2,80

9
Желатин
Gelatin

1,90

10
Натрия гиалуронат
Sodium hyaluronate

0,96

Таким образом можно заключить, что в настоя-
щее время большинство in situ систем функционируют  
по типу термореверсивного (полоксамеры) или 
рН-чувствительного (хитозан, карбомеры и др.) геле- 
образования.

Для коррекции и улучшения свойств готовых фар-
мацевтических композиций зачастую используют не 
монокомпонентные матрицы, а смеси полимеров, 
обладающих идентичными или же различными меха-
низмами in situ, гелеобразования [12]. Широко извест-
на технология получения поликомплексов на основе  
полоксамера 407, когда для улучшения свойств био-
адгезии в матрицу геля полоксамера добавляют му-
коадгезивные полимеры с молекулярным весом выше 
100  кДа, такие как редкосшитые акриловые полиме- 
ры карбополы, хитозан, а также различные производ- 
ные целлюлозы: натрий-карбоксиметилцеллюлозу,  
гидроксипропилметилцеллюлозу, гидроксипропилцел-
люлозу и метилцеллюлозу [1].

Наряду с использованием коммерчески доступ-
ных полимеров для создания in situ систем также вос-
требован направленный синтез полимеров, удовлет-
воряющих конкретным запросам исследователя.

Группой исследователей Аризонского универси-
тета (США) под руководством Bae Hoon Lee был пове-
ден направленный синтез полимера для получения in 
situ интраназальной системы. Полученный полимер 
N-изопропилакриламида на основе 2-гидроксиэтил-
метакриллактата и акриловой кислоты (NIPAAm) был 
термореверсивен и мукоадгезивен, а также не обладал 
острой и хронической токсичностью [32–34]. Темпера-
тура гелеобразования NIPAAm составляла 37  °С, что 
превышает таковую у самого известного терморевер-
сивного полимера – полоксамера 407 (около 26 °С).

In vivo исследования  
интраназальных in situ систем

В последние годы с ростом количества фарма-
цевтических разработок систем интраназальной in 
situ доставки появляются все больше опубликован-
ных данных доклинических исследований, демонст- 
рирующих эффективность и безопасность таких сис- 
тем [16, 20, 21, 35–38].

Одно из первых исследований было проведено 
в 2014 году в двух крупнейших медицинских центрах 
Китая – Харбинском и Фуданьском университетах. 
Группе исследователей под руководством Ch. Li уда-
лось создать стабильную термореверсивную компо-
зицию на основе полоксамера 407 и каррагинана для 
направленной доставки кеторолака трометамина [35]. 
Фармакокинетическое исследование интраназальной 
системы доставки на крысах продемонстрировало по-
вышенную абсолютную биодоступность (68,8 ± 23,3 %) 
и увеличенное среднее время экспозиции (8,8 ± 3,5 ча-
са) in situ геля по сравнению с интраназальным спреем 
(24,8 ± 13,8 %, 3,9 ± 0,6 часа). 

Фармацевтическая технология
Pharmaceutical Technology

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Li+C&cauthor_id=25138250


58 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2021. Т. 10, № 4
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2021. V. 10, No. 4

В университете Квинсленда (Австралия) были про-
ведены комплексные исследования по изучению 
безопасности in situ системы интраназальной достав-
ки дексаметазона [36]. Путем проведения системати-
ческих исследований цитотоксичности с использо-
ванием обнаружения лактатдегидрогеназы (ЛДГ) не 
было выявлено повышения по сравнению с исходным 
уровнем ЛДГ, при этом сохранялась целостность тка-
ни эксплантированной слизистой оболочки носа че-
ловека, что было дополнительно подтверждено гисто-
патологическим исследованием тканей. Полученные 
P. Pandey et al. результаты указывают на безопасность 
системы доставки и пролонгированный эффект за счет 
депонирования лекарственного средства в слизистой 
оболочке носа человека.

В работе N. Ahmad et al. [37] оценивались фар-
макокинетические параметры назального in situ ге- 
ля, содержащего наноэмульсию нарингенина, соз-
данного на основе термореверсивного поликомплек-
са полоксамера 407 и хитозана. В ходе исследования 
сравнивали интраназальное введение разработан-
ной системы доставки с внутримышечным введением  
референтного препарата. In situ гель увеличивал био-
доступность нарингенина в пределах ЦНС. У крыс 
с церебральной ишемией значительно улучшилась 
нейроповеденческая активность (двигательная актив-
ность и сила захвата), за которой последовала анти-
оксидантная активность. Проведенные исследования 
токсичности установили безопасный профиль систе-
мы интраназальной доставки.

Cовместные международные исследования Ин-
ститута фармацевтических наук и исследований (Нью- 
Дели, Индия) и университета Короля Сауда (Саудовс- 
кая Аравия) препарата ралоксифена гидрохлорида 
в форме интраназального in situ геля, предназначен-
ного для лечения остеопороза, продемонстрирова-
ли 7,4-кратное улучшение биодоступности АФИ по 
сравнению с зарегистрированным препаратом ра-
локсифена гидрохлорида в таблетированной фор-
ме для перорального приема. Исследования фарма-
кодинамики in vivo также показали, что плотность 
костной ткани после применения интраназальной 
системы доставки была увеличена на 162 % и значи-
тельно улучшены биохимические маркеры по сравне-
нию с пероральным приемом таблеток ралоксифена 
гидрохлорида [38].

В работе S. S. Bachhav et al. [16] изучалась возмож-
ность создания таргетной медуллярной системы на 
основе in situ интраназальной формы диазепама, пе-
реходящей в мукоадгезивный гель при контакте с 
небольшими количествами воды. Препарат был раз-
работан в качестве альтернативы инвазивному вве-
дению при эпилептических припадках. В фармако-
кинетических исследованиях на модели крыс, где в 
качестве референтного препарата использовался 
спрей диазепама, было показано, что высвобождение 
АФИ из системы доставки (pH 6,4) за 10 минут достига-
ло 50 % и продолжалось в течение 1 часа. Абсолютная 
биодоступность составляла 50 % как при интраназаль-
ном введении референтного препарата, так и системы 

in situ доставки. Интраназальное введение диазепама 
показало немедленное всасывание с быстрой и высо-
кой концентрацией АФИ во внеклеточной жидкости 
головного мозга по сравнению с внутривенным введе-
нием раствора диазепама. Потенциал направленной 
доставки системы in situ в 2 раза превышал таковой 
при интраназальном введении спрея диазепама, что 
исследователи объясняли мукоадгезивными и микро-
эмульсионными свойствами системы доставки. 

В работе Y. Sun et al. [20] описан метод получения 
in situ системы медуллярной таргетной доставки паео-
нола – фенольного соединения, выделяемого из рас-
тений рода Пион, применяемого в китайской медици-
не. Механизм in situ – гелеобразования был основан  
на применении ионно-чувствительной гидроксипро- 
пилметилцеллюлозы. Для изучения движения и рас-
пределения АФИ на крысах были использованы флу-
оресцентные метки. Среднее геометрическое значе-
ние интенсивности флуоресценции клеток в течение 
1, 4 и 6 ч составило 1841 ± 24, 2261 ± 27 и 2757 ± 22 
соответственно. In situ гель, нагруженный твердыми 
липидными частицами с флуоресцентными метками, 
эффективно накапливался в области мозга после вве-
дения через обонятельную область, и флуоресцент-
ный ответ наблюдали в обонятельной луковице, моз-
жечке и полосатом теле.

Интраназальные in situ формы не только с синте-
тическими АФИ, но и с иммунобиологическими, а так-
же пептидными субстанциями демонстрируют пре-
восходство в фармакокинетических исследованиях. 
В последнем исследовании M. J. Majcher et al. [21]  
гидрогелевые системы доставки in situ на основе мо-
дифицированного хитозана, нагруженные положи-
тельным аллостерическим модулятором дофамино-
вого рецептора D2, показывали пролонгированный 
эффект при интраназальном введении (до 72 часов) 
на индуцированной MK-801 доклинической модели 
шизофрении на крысах даже при низкой дозировке 
препарата (0,5  мг/кг). Для сравнения, обычное введе-
ние пептидного препарата внутрибрюшинным путем 
требует удвоенной дозы АФИ для достижения тера-
певтического эффекта, который сохраняется всего не-
сколько часов. 

К сожалению, несмотря на многочисленные ис-
следования фармакокинетики на этапах доклиники, 
до настоящего момента не проводились полноценные 
клинические исследования систем интраназальной 
доставки in situ [5]. Одни из первых шагов в этом на-
правлении осуществляются международной командой 
ученых из Индии и Саудовской Аравии [38].

Доказательство наличия  
гелеобразования in situ 

Критическим параметром in situ систем, который 
необходимо оценивать в процессе разработки и ис-
пользовать для скрининга экспериментальных со-
ставов, является доказательство протекания таргет-
ного in situ гелеобразования. 
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Для оценки этого показателя наиболее часто при-
меняют in vitro и ex vivo методы [13,18, 24, 39–45].

Ex vivo методы используются для определения 
мукоадгезивной составляющей in situ форм, так как 
было показано, что величина мукоадгезии имеет тен-
денцию к резкому возрастанию при фазовом перехо-
де [13]. К основным показателям мукоадгезии отно-
сятся прочность и время мукоадгезии [39, 40].

В исследовании H. F. Salem et al. [18] в качестве ex 
vivo модели использовали интактную слизистую обо-
лочку носовой ткани овец, полученную в течение 1  ч 
после забоя животного. Изолированную слизистую 
оболочку очищали в 0,9%-м растворе хлорида нат- 
рия. Для изучения прочности мукоадгезии участки 
слизистой оболочки носа, отобранные для исследо-
вания (размером 2,5 × 1 см2), фиксировали на пред-
метном стекле с помощью цианоакрилатного клея и 
гравиметрически определяли силу отрыва тканей с 
равномерно распределенным между ними образцом 
in situ геля (массой 1,0 г) друг от друга [18]. 

Время мукоадгезии также определяют на слизис- 
той оболочке носа свежезабитого мелкого рогатого 
скота ex vivo, прошедшей предварительную обработку 
раствором, имитирующим назальную жидкость. Сре-
зы слизистой оболочки фиксируют на стеклянном ста-
кане со слизистой поверхностью, обращенной наружу. 
Небольшое количество назального in situ геля поме-
щали на поверхность слизистой оболочки, после чего 
полученную модель помещали в ячейку, содержащую 
100  мл раствора-имитации назальной жидкости, и 
подвергали медленному перемешиванию при 10 обо-
ротах в минуту. Время, необходимое для эрозии геля 
in situ, было отмечено визуально и рассматривалось 
как время in vitro мукоадгезии [41].

Назальная жидкость, использовавшаяся в экспе-
риментах P. Asha et al., широко применяется для из-
учения и других показателей in situ интраназальных 
систем. Ее состав подробно описывается в работе 
H. S. Mahajan и S. Gattani [42]. В качестве имитации на-
зальной жидкости используется водный раствор, со-
держащий 8,77 мг/мл NaCl, 2,98 мг/мл KCl и 0,59 мг/мл 
CaCl2 на литр, рН 6 ± 0,1. 

In vitro методы, использующиеся для изучения in 
situ поведения интраназальных систем, применяются 
как для оценки термореверсивных матриц, так и для 
систем, обеспечивающих фазовый переход другим 
методом.

В среде искусственной назальной жидкости, тер-
мостатируемой при различных температурах (от 
33 до 37  °С в различных исследованиях [18, 43–45]), 
золь-гель переход, необходимый для in situ геле-
образования, фиксируется визуально или инстру-
ментальными методами – с помощью цифровой вис- 
козиметрии [43–45]. 

В работе S. Mohamed et al. [24] для оптимизации 
визуальной оценки гелеобразования предлагается 
ввести критерий для оценивания. Гель in situ оцени-
вался как (–), если гелеобразование не происходило, 

и оценивался как (+), если гель образовался через не-
сколько минут и быстро растворился. Степень (++) 
регистрировалась, если гель образовывался немед-
ленно и оставался в течение нескольких часов, и (+++), 
когда гель образовывался немедленно и оставался в 
течение длительного периода времени.

Параметрами дополнительной оценки являют-
ся время гелеобразования и прочность образуемого 
геля.

За параметр времени гелеобразования в иссле-
довании H. F. Salem et al. [18] принимали время, за 
которое в среде искусственной назальной жидкос- 
ти in situ система достигала вязкости, останавлива- 
ющей вращение магнитного стержня, помещенного 
в измерительный сосуд, при установке его на магнит-
ную мешалку с подогревом (скорость перемешивания  
30 об/мин, температура 34 °С). 

В работе H. Gholizadeh et al. [44] время гелеобра-
зования предлагалось оценивать визуально при ин-
кубировании пробирок с гелем на водяной бане 
(температура 37  °C). Время образования геля регист- 
рировали, когда в наклоненной пробирке не наблю-
далось течения. Оптимальным временем гелеобразо-
вания в этом исследовании называется интервал дли-
тельностью до 15 минут. 

Прочность гелеобразования является дополни-
тельным скрининговым параметром, оценивающим 
способность in situ систем противостоять мукоцили-
арному клиренсу. В исследовании [18] для оценки это-
го показателя 25 г мукоадгезивного геля помещали в 
мерный цилиндр объемом 50 мл и инкубировали при 
температуре 34  °C. Затем на поверхность геля поме-
щали груз весом 17 г. Время, необходимое этому гру-
зу для проникновения на 5 см в мукоадгезивный гель,  
определяли как прочность геля.

Температура гелеобразования является обяза-
тельным параметром при выборе составов терморе-
версивных систем. В различных работах эту характе-
ристику предлагается оценивать любыми доступными 
методами (при нагревании на водяной бане, магнит-
ной мешалке или термостатировании в климатичес- 
кой камере), используя термометр или термодатчик 
для фиксации температуры. Завершение фазового 
перехода, как и в случае с определением времени ге- 
леобразования, фиксируют визуальными или инстру-
ментальными методами, а также по остановке мешаль-
ника в случае использования магнитной мешалки [18]. 

Несмотря на многообразие описанных в науч-
ной литературе методов исследования in situ геле-
образования, все они, тем не менее, являются низко-
воспроизводимыми и имитируют физиологические 
особенности носовой полости с разной степенью 
достоверности.

В качестве альтернативы или дополнения име-
ющимся ex vivo/in vitro методам ведутся работы по in 
vitro моделирования носовой полости. Такие модели 
помогут стандартизировать методики исследования, 
а также учитывать больше физиологических условий: 

Фармацевтическая технология
Pharmaceutical Technology

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Gholizadeh+H&cauthor_id=30884987


60 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2021. Т. 10, № 4
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2021. V. 10, No. 4

не только ионный состав, мукозу и температуру, но и  
геометрию, площадь поверхности и угол наклона 
слизистых оболочек носовой полости [46–55].

In vitro моделирование носовой полости

Современные in vitro модели носовой полости  
используются как для изучения распределения клас- 
сических жидких интраназальных ЛФ, но особый по-
тенциал имеют для моделирования процесса in situ 
гелеобразования рассматриваемых систем достав- 
ки [46–55].

Трехмерные модели создаются на основе данных 
компьютерной томографии, акустической риномет- 
рии и магнитно-резонансной томографии здоровых 
пациентов [47–53]. Разработанные модели применя-
ются как для иллюстрирования процессов распре-
деления частиц вводимых интраназально АФИ  [52] 
для измерения площади поверхности назальных  
спреев [54], так и для оценки влияния мукоцилиарно-
го клиренса на интраназальные лекарственные пре- 
параты [48]. 

In vitro модели часто представляют собой 3D-маке-
ты носовой полости, выполненные по технологии 3D- 
печати [55] или силиконовые формы, коррелирующие 
с физиологическим строением полости носа [54]. Для 
моделирования тех или иных процессов в состав 
модели может включаться искусственная назальная 
жидкость, муциновый слой или направленный возду-
хопоток, а также постоянная температура [49–55].

Для оценки измеряемых показателей может быть 
предложено использовать метод визуализации. Так, 
в исследовании V. Kundoor и R. N. Dalby [54] после ис-
пользования силиконовой модели носовой полости 
человека (Koken Co., Ltd.) для определения распреде-
ления назального спрея проводилась обработка по-
лученных данных в программе Adobe Photoshop, а  
интерпретация результатов выполнялась путем рас-
чета площади поверхности распределения.

Таким образом, создание стандартизованной мо-
дели носовой полости для использования ее в качест- 
ве скринингового метода определения in situ геле-
образования является, на наш взгляд, очень пер- 
спективным.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Применение in situ систем для интраназально-

го введения позволяет обеспечивать высокую тар-
гетность доставки синтетических и биологических 
молекул в мозг. В настоящее время имеются много-
численные фармакокинетические и фармакодинами-
ческие исследования на животных, подтверждающие 
эффективность таких систем, а также их безопасность. 
Наиболее востребованными для конструирования  
систем доставки in situ остаются термореверсивные 
коммерчески доступные и направленно синтезиру- 
емые полимеры (полоксамер 407, PLGA, NIPAAm и др.), 
а также хитозан. Для оценки параметров in situ геле-

образования широко используются in vitro и ex vivo 
методы со слизистой и искусственной назальной 
жидкостью, однако для увеличения воспроизводи- 
мости методик и увеличения корреляции in vitro/in 
vivo рекомендуется проводить моделирование носо-
вой полости. Совершенствование технологии и мето-
дов скрининга интраназальных реверсивных систем 
поможет приблизиться к проведению клинических 
исследований и выходу этих систем доставки на ми-
ровой фармацевтический рынок.
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Резюме
Введение. Минеральная сырьевая база России располагает эффективными сорбционными веществами, которые соответствуют 
фармацевтическим требованиям. Перспективным минеральным сырьем являются цеолиты, сочетающие в себе свойства адсорбента и 
«молекулярного сита» за счет пористой структуры. Помимо энтеросорбционного направления, природные цеолиты являются источником 
макро- и микроэлементов, что обуславливает их применение в качестве биологически активных пищевых добавок.
Цель. Исследование физико-химических характеристик цеолитов Холинского месторождения.
Материалы и методы. В качестве объектов исследования использовали цеолитное минеральное сырье Холинского месторождения. 
Оптическую микроскопию осуществляли на прямом микроскопе Leica DM (Microsystems, Германия). Энергодисперсионный анализ 
проводили при помощи электронного сканирующего микроскопа JSM-5300 (JEOL, Ltd., Япония). Исследование сорбционных характеристик 
проводили на приборе ASAP 2400 (Micromeritics, США). Построение виртуальной трехмерной молекулярной модели цеолита проводили при 
помощи программы Java Applet Jmol.
Результаты и обсуждение. Исследованы физико-химические свойства цеолитов. Установлено, что морфологически частицы цеолитовой 
фазы имеют размер 5–30 мкм, они равномерно распределены по всей площади участка и представляют первый структурный уровень. 
Частицы цеолитовой фазы размером 5–6 мкм формируют второй структурный уровень за счет кристаллов клиноптилолита, микротрещин 
и микрожеод. На основании энергодисперсионного спектрального анализа выявлено повышенное содержание элементов K и Na, что 
указывает на щелочной состав катионного обменного комплекса. Исследуемые образцы цеолита имеют микропоры (объем 0,0031 см3/г), 
мезопоры (объем 0,0675 см3/г), удельная поверхность составила 29,1840 м2/г. Разработана виртуальная трехмерная молекулярная модель 
цеолита Холинского месторождения. Согласно молекулярной модели сорбционные характеристики цеолита Холинского месторождения 
составили: удельная поверхность – 1096,31 м2/г (1916,34 м2/см3), средний диаметр сферической молекулы для адсорбции в порах равен 
5,97 Å.
Заключение. Анализ сорбционных характеристик цеолита позволил выявить следующие его особенности: поры занимают половину объема 
всего цеолита, которые доступны для сорбции воды и низкомолекулярных веществ. Каждая пора по трем взаимно перпендикулярным 
направлениям сообщается с соседними через «окна». Образуется система внутрикристаллических пор и полостей, в которых может 
происходить адсорбция молекул соответствующего размера.

Ключевые слова: лекарственное минеральное сырье, цеолит, клиноптилолит, сорбент, молекулярная модель
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Abstract
Introduction. The mineral resource base of Russia has effective sorption substances that meet pharmaceutical requirements. Promising mineral 
raw materials are Zeolites, which combine the properties of an adsorbent and a "molecular sieve" due to the porous structure. In addition to 
the enterosorption direction, natural Zeolites are a source of macro-and microelements, which determines their use as biologically active food 
additives.
Aim. Study of the physical and chemical characteristics of the Zeolites of the Kholinsky deposit.
Materials and methods. The zeolite mineral raw materials of the Kholinsky deposit were used as objects of research. Optical microscopy was 
performed using a Leica DM direct microscope (Microsystems, Germany). Energy dispersion analysis was performed using an electron scanning 
microscope JSM-5300 (Jeol Ltd, Japan). The sorption characteristics were studied using the ASAP 2400 device (Micromeritics, USA) according to 
the method. The construction of a virtual three-dimensional molecular model of the Zeolite was carried out using the program Java Applet Jmol.
Results and discussion. The physicochemical properties of Zeolites are investigated. It is established that morphologically the particles of the 
zeolite phase have a size of 5–30 microns, they are evenly distributed over the entire area of the site and represent the first structural level. Particles 
of the zeolite phase with a size of 5–6 microns form the second structural level due to Clinoptilolite crystals, microcracks and microgeodes. Based 
on the energy-dispersion spectral analysis, an increased content of the elements K, Na was revealed, which indicates the alkaline composition of the 
cation exchange complex. The studied Zeolite samples have micropores (volume 0.0031 cm3/g), mesopores (volume 0.0675 cm3/g), and a specific 
surface area of 29.1840 m2/g. A virtual three-dimensional molecular model of the Zeolite of the Kholinsky deposit has been developed. According 
to the molecular model, the sorption characteristics of the Kholinsky deposit Zeolite were: specific surface area – 1096.31 m2/g (1916.34 m2/cm3), 
the average diameter of the spherical molecule for adsorption in the pores is 5.97 Å.
Conclusion. The analysis of the sorption characteristics of the Zeolite revealed the following features: the pores occupy half the volume of the 
entire Zeolite, which are available for the sorption of water and low-molecular substances. Each pore in three mutually perpendicular directions 
communicates with the neighboring ones through "windows". A system of intracrystalline pores and cavities is formed, in which the occlusion and 
adsorption of molecules of the appropriate size easily occurs.

Keywords: medicinal mineral raw materials, Zeolite, Clinoptilolite, sorbent, molecular model
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ВВЕДЕНИЕ
В процессе очистки и обогащения минерально-

го сырья получают медицинские глины, которые мож-
но применять в качестве активных фармацевтичес- 
ких субстанций для производства энтеросорбентов, 
в качестве вспомогательных веществ, а также актив-
ного компонента для вульнеросорбции [1]. В насто-
ящее время в России зарегистрирована одна фар-
мацевтическая субстанция на основе медицинских 
глин  – смектит диоктаэдрический [2]. Помимо смек-
титовой группы, минеральная сырьевая база России 
располагает эффективными сорбционными вещества-
ми, которые соответствуют фармацевтическим тре-

бованиям  [3–5]. Перспективным минеральным сы-
рьем являются цеолиты, сочетающие в себе свойства 
адсорбента и «молекулярного сита» за счет пористой 
структуры. Помимо энтеросорбционного направле-
ния, природные цеолиты являются источником макро-  
и микроэлементов, что обуславливает их примене- 
ние в качестве биологически активных пищевых до- 
бавок [6–7].

Первым этапом изучения нового лекарственного 
минерального сырья является исследование его фи-
зико-химических характеристик, которые позволяют 
прогнозировать сорбционные характеристики сырья. 
Основными сорбционными характеристиками явля-
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ются пористость и сорбционная активность [8–9]. По-
ристая структура сорбентов обеспечивает селектив-
ное извлечение молекул соответствующего объема. 
Сорбционная активность возрастает с увеличением 
удельной площади поверхности и уменьшении раз-
меров пор сорбента. Цеолиты имеют преимуществен-
но микропористую структуру, поэтому при адсорбции 
относительно небольших молекул объем микропор 
составляет основную часть адсорбционного объема 
пор цеолита [10–11]. Наряду с традиционными адсорб- 
ционными методами исследования пористой струк-
туры сорбентов успешно развиваются методы, ос-
нованные на моделировании пористой структуры и 
анализа сорбционных характеристик при помощи со-
временных компьютерных программ [12–13].

Цель исследования. Исследование физико-хими- 
ческих характеристик цеолитов Холинского место- 
рождения.

Задачи исследования:
1. Исследовать физико-химические свойства цеоли-

тов Холинского месторождения.
2. Разработать виртуальную трехмерную молеку-

лярную модель цеолита Холинского месторож- 
дения.

3. Провести анализ сорбционных характеристик 
цеолитов Холинского месторождения.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве объектов исследования использова-

ли цеолитное минеральное сырье Холинского место-
рождения. Подготовка образцов включила измельче-
ние в лабораторной мельнице МЛ-1 (ООО «ЛАБТЕХ», 
Россия) и просеивание для придания однородности 
через сито с диаметром пор 0,16 мкм.

Оптическую микроскопию осуществляли на пря-
мом микроскопе Leica DM (Microsystems, Германия) 
с режимом темного поля (DF) согласно ГОСТ Р ИСО 
27911-2015 «Государственная система обеспечения 
единства измерений. Химический анализ поверхнос- 
ти. Сканирующая зондовая микроскопия. Определе- 
ние и калибровка латерального разрешения ближ-
непольного оптического микроскопа». Энергодис-
персионный анализ проводили при помощи элект- 
ронного сканирующего микроскопа JSM-5300 (JEOL, 
Ltd., Япония) согласно ГОСТ Р ИСО 22309-2015 «Госу-
дарственная система обеспечения единства измере-
ний. Микроанализ электронно-зондовый. Количествен-
ный анализ с использованием энергодисперсионной 
спектрометрии для элементов с атомным номером от 
11 (Na) и выше». Исследование сорбционных характе-
ристик проводили методом адсорбции азота при 77 К  
на приборе ASAP 2400 (Micromeritics, США) согласно 
методике [14].

Построение виртуальной трехмерной молеку-
лярной модели цеолита Холинского месторождения  
проводили при помощи программы Java Applet Jmol. 
Для изучения размера, геометрии и связности пор 
клиноптилолита применили метод визуализации и 

рендеринга виртуальных трехмерных молекулярных 
моделей цеолита в проекциях X, Y и Z. Уточнение про-
водилось исходя из предположения состава SiO2 и ме-
жатомными расстояниями: dSi–O = 1,61 Å; вес = 2,0; 
dO–O = 2,629 Å; вес = 0,41; dSi–Si = 3,07 Å; вес = 0,23. В  
каждом случае координаты сначала оптимизирова-
лись в пределах приблизительной элементарной ячей-
ки, а затем уточнялся размер элементарной ячейки. 
Рассчитывался результативный индекс надежности, 
показывающий, насколько хорошо предполагаемые 
геометрические параметры соответствуют структуре 
каркаса цеолита [15–16].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На основании классификации лекарственного 

минерального сырья, разработанного на кафедре 
фармацевтической технологии НИУ «БелГУ», а также 
в соответствии с систематикой, утвержденной Меж-
дународной минералогической ассоциацией, ле-
карственное минеральное сырье включает четыре  
группы, получившие свое название благодаря ос-
новополагающему минералу. По форме соединения 
структурных минеральных единиц сырье делится 
на подкласс филлосиликаты (слоистые или листовые  
силикаты), к которому относятся группы палыгор-
скита, смектита, каолинита и подкласс тектосилика-
ты (каркасные силикаты) из семейства цеолитов. 
Семейство состоит из 237 минералов, известных к 
настоящему времени. Цеолиты имеют открытую кар-
касную непрерывную структуру из кислородных тет- 
раэдров с центральным атомом кремния или алюми-
ния. Атомы кислорода связаны с двумя соседними тет- 
раэдрами и образуют непрерывную кристалличес- 
кую структуру в виде пространственного каркаса. 
Цеолиты можно рассматривать как пространствен-
ный неорганический полимер, состоящий из алю-
мосиликатных тетраэдров. При замене четырехва-
лентного кремния в тетраэдре на трехвалентный 
алюминий происходит появление одной лишней ва-
лентности. Для компенсации отрицательного заряда 
тетраэдр образует связи с катионами щелочных ме-
таллов: калием, натрием, кальцием, магнием и дру-
гими. На следующем уровне строения тетраэдры 
цеолитов объединяются между собой в кольца по че-
тыре, шесть, восемь и более тетраэдров. Объем пор 
в цеолитах превышает половину объема кристалла. 
Эффективный диаметр пор цеолитов составляет диа- 
пазон 0,26–0,8 нм [17]. Поры заполнены молекула-
ми цеолитной воды. Максимальным поглотительным  
эффектом обладают высококремнистые цеолиты с 
большой величиной отношения кремния к алюми-
нию. При увеличении этого соотношения возрастает 
пористость и увеличивается диаметр входных окон. 
Из трех видов пор цеолиты располагают только мик- 
ропорами [18–19].

К цеолитам, имеющим в настоящее время наи-
большую практическую сырьевую значимость, отно-
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сится клиноптилолит [20]. В России наиболее круп-
ным месторождением цеолитов является Холинское 
с преобладанием в сырье клиноптилолита. В преде-
лах Холинского месторождения выявлены четыре 
пластообразные залежи цеолитизированных пород 
с пологим залеганием и крайне невыдержанными со-
держаниями цеолитов (10–60 %) и мощностями зале-
жей (1–150 м). Прогнозные ресурсы месторождения 
с содержанием клиноптилолита более 50 % оценены 
в 650 млн т [21]. Формула цеолита Холинского место-
рождения имеет вид Na6(AlO2)6(SiO2)30 × 24Н20.

В таблице 1 представлен оксидный состав цеолит-
ного минерального сырья Холинского месторожде-
ния (Р = 0,95).

Согласно данным энергодисперсионной спектро-
скопии, установлено распределение Al, Si, О, Na, К, Ca, 
Fe по площади участка основной массы породы, вы-
явлено повышенное содержание элементов алюмо- 
кремне-кислородного тетраэдра цеолитов: О, Al, Si. Вы-
сокое содержание K и Na указывает на щелочной со-
став катионного обменного комплекса. Исследуемые 
образцы содержат макроэлементы и микроэлементы: 
железо, магний, марганец, медь, молибден, никель, ти-
тан, ванадий, цинк. Содержание токсичных элементов 
свинца, кадмия, мышьяка и ртути не превышает мак-
симально допустимый уровень, лимитируемый техни-
ческими условиями. Благодаря наличию катионного 
обмена комплекса клиноптилолит обладает сорбци-
онными ионообменными свойствами. Катионы ще-
лочных металлов могут легко замещаться катионами 
других металлов [22].

Состав и структура цеолитов определяет их сорб- 
ционные характеристики. Сорбционные характерис- 
тики цеолитного минерального сырья Холинского 
месторождения представлены в таблице 2 (Р = 0,95).

Согласно представленным данным, исследуемые 
образцы клиноптилолита имеют микропоры (объем 
0,0031 см3/г), мезопоры (объем 0,0675 см3/г), удель-
ная поверхность составила 29,1840 м2/г. Сорбционные 
характеристики свидетельствуют о высокой удельной 
поверхности сорбента и его полифункциональной сор-
бционной активности.

На рисунке 1 представлена микрофотография це-
олитового минерального сырья Холинского место-
рождения, полученная на сканирующем электронном 
микроскопе в отраженных электронах.

Согласно анализу микрофотографии, сделан вы-
вод о преобладании цеолитовой фазы. Частицы це-
олитовой фазы имеют размер 5–30 мкм, они рав-
номерно распределены по всей площади участка и 
представляют первый структурный уровень.

На рисунке 2 представлена микрофотография це-
олитовой фазы, полученная на сканирующем элект- 
ронном микроскопе в отраженных электронах.

На рисунке 2 различимы частицы цеолитовой фа-
зы размером 5–6 мкм. Они формируют второй струк-
турный уровень за счет кристаллов клиноптилолита, 

микротрещин и микрожеод. Микрожеод представ-
ляет собой образование в виде замкнутой полости в 
цеолитовой фазе.

Для изучения сорбционных характеристик воз-
можно применение теоретических методов, основан-
ных на компьютерном моделировании цеолитных 
систем с учетом квантово-химического взаимодейст- 
вия частиц. Для изучения размера, геометрии и связ-
ности пор применили метод визуализации и рен-
деринга моделей цеолита в проекциях X, Y и Z, 
который позволил сформировать виртуальную трех-
мерную молекулярную модель цеолита Холинского 
месторождения, представленную на рисунке 3.

Согласно молекулярной модели сорбционные 
характеристики цеолита Холинского месторождения 
составили: удельная поверхность – 1096,31 ± 0,02  м2/г 

Рисунок 1. Микрофотография цеолитового минерального сы-
рья Холинского месторождения

Figure 1. Micrograph of zeolite mineral raw materials of the 
Kholinsky deposit

Рисунок 2. Микрофотография цеолитовой фазы

Figure 2. Micrograph of the zeolite phase
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(1916,34 ± 0,04 м2/см3), средний диаметр сферической 
молекулы для адсорбции в порах равен 5,97 Å.

Анализ сорбционных характеристик цеолита по-
зволил выявить следующие его особенности: поры 
занимают половину объема всего цеолита, которые 
доступны для сорбции воды и низкомолекулярных ве-
ществ. Каждая пора по трем взаимно перпендикуляр-
ным направлениям сообщается с соседними через 
«окна». Образуется система внутрикристаллических 
пор и полостей, в которых легко происходит окклю-
зия и адсорбция молекул соответствующего разме- 
ра. В данном случае методом моделирования удалось 
рассчитать полную удельную поверхность так назы- 
ваемого «идеального сорбента» без адсорбирован-
ных молекул. Поэтому полная удельная поверхность 
модели превысила показатель, полученный методом 
низкотемпературной сорбции азота.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
1. Исследованы физико-химические свойства цео-

литов. Установлено, что морфологически части-
цы цеолитовой фазы имеют размер 5–30 мкм, они  
равномерно распределены по всей площа-
ди участка и представляют первый структурный 
уровень. Частицы цеолитовой фазы размером  
5–6  мкм формируют второй структурный уровень 
за счет кристаллов клиноптилолита, микротрещин 
и микрожеод. На основании энергодисперсион-
ного спектрального анализа выявлено повышен-
ное содержание элементов алюмо-кремне-кис-
лородного тетраэдра цеолитов: О, Al, Si. Высокое Та
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Рисунок 3. Виртуальная трехмерная молекулярная модель 
цеолита Холинского месторождения

Figure 3. Virtual three-dimensional molecular model of the zeolite 
of the Kholinsky deposit
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содержание K и Na указывает на щелочной со-
став катионного обменного комплекса. Исследу-
емые образцы цеолита имеют микропоры (объем  
0,0031  см3/г), мезопоры (объем 0,0675 см3/г), 
удельная поверхность составила 29,1840 м2/г. 
Сорбционные характеристики, полученные ме-
тодом низкотемпературной сорбции азота, сви-
детельствуют о высокой удельной поверхности  
сорбента и его полифункциональной сорбцион-
ной активности.

2. Разработана виртуальная трехмерная молеку-
лярная модель цеолита Холинского месторожде-
ния с помощью программного приложения Java 
Applet Jmol для построения кристаллических 
структур. Согласно молекулярной модели сорб- 
ционные характеристики цеолита Холинско-
го месторождения составили: удельная поверх-
ность – 1096,31 м2/г (1916,34 м2/см3), средний диа- 
метр сферической молекулы для адсорбции в 
порах равен 5,97 Å.

3. Анализ сорбционных характеристик цеолита по-
зволил выявить следующие его особенности: по-
ры занимают половину объема всего цеолита, 
которые доступны для сорбции воды и низкомо-
лекулярных веществ. Каждая пора по трем взаим-
но перпендикулярным направлениям сообщает-
ся с соседними через «окна». Образуется система 
внутрикристаллических пор и полостей, в кото- 
рых легко происходит адсорбция молекул соот-
ветствующего размера.

ЛИТЕРАТУРА
1. Бондарев А. В., Жилякова Е. Т., Демина Н. Б., Тимошенко Е. Ю. 

Перспективы использования медицинских глин. Разработка 
и регистрация лекарственных средств. 2019;8(4):27–31. DOI: 
10.33380/2305-2066-2019-8-4-27-31.

2. Жилякова Е. Т., Бондарев А. В. Обзор российских энтеросорб- 
ционных лекарственных средств. Remedium. 2014;10:40–47. 
DOI: 10.21518/1561-5936-2014-10-40-47.

3. Bondarev A., Zhilyakova E., Bondareva N., Fadeeva D. Classification 
and Systematics of Medical Clay. Advances in Biological Sciences 
Research. 2019;7:44–46. DOI: 10.2991/isils-19.2019.10.

4. Шапиев Б. И., Алиев А. А., Шапиева К. Б., Канбулатова З. Ш., 
Халиков А. С. Использование природных цеолитов Дагес- 
тана в медицине и ветеринарии. Экологическая медицина. 
2018;1(1):87–92.

5. Голохваст К. С., Паничев А. М., Гульков А. Н. Использование це-
олитов в медицине и ветеринарии. Вестник Дальневосточно-
го отделения Российской академии наук. 2008;3:71–75.

6. Белкин Б. Л., Кубасов В. А. Использование хотынецких при-
родных цеолитов в ветеринарии и птицеводстве. Вест-
ник Орловского государственного аграрного университета. 
2011;6(33):35–38.

7. Rimoli M. G., Rabaioli M. R., Melisi D., Curcio A., Mondello  S., Mi-
rabelli R., Abignente E. Synthetic zeolites as a new tool for 
drug delivery. Journal of Biomedical Materials Research Part A. 
2008;87A(1):156–164. DOI: 10.1002/jbm.a.31763.

8. McCusker L. B., Liebau F., Engelhardt G. Nomenclature of struc-
tural and compositional characteristics of ordered microporous 
and mesoporous materials with inorganic hosts. Pure and Applied 
Chemistry. 2001;73(2):381–394.

9. Sing K. The use of nitrogen adsorption for the characterisa-
tion of porous materials. Colloids and Surfaces A: Physicochemi- 

cal and Engineering Aspects. 2001;187–188:3–9. DOI: 10.1016/
S0927-7757(01)00612-4.

10. Bacakova L., Vandrovcova M., Kopova I., Jirka I. Applications of 
zeolites in biotechnology and medicine – a review. Biomater Sci. 
2018;6(5):974–989. DOI: 10.1039/c8bm00028j.

11. Паничев A. M., Кулаков Ю. В., Гульков А. Н. Применение це-
олитов в медицине. Тихоокеанский медицинский журнал. 
2003;4(14):21–24.

12. Rhodes C. J. Properties and applications of Zeolites. Science 
Progress. 2010;93(3):223–284. DOI: 10.3184/003685010X12800828
155007.

13. Millini R. Application of modeling in zeolite science. Catalysis 
Today. 1998;41(1–3):41–51. DOI: 10.1016/S0920-5861(98)00037-6.

14. Вячеславов А. С., Померанцева Е. А., Гудилин Е. А. Измерение 
площади поверхности и пористости методом капиллярной 
конденсации азота. М.: МГУ; 2006. 60 с.

15. Бушуев Ю. Г. Цеолиты. Компьютерное моделирование цеолит-
ных материалов. Иваново: Ивановский государственный хи-
мико-технологический университет; 2011. 104 с.

16. Database of Zeolite Structures. Available at: http://www.iza-
structure.org/databases. Accessed: 05.03.2021.

17. Milina M., Mitchell S., Cooke D., Crivelli P., Pérez-Ramírez J. Impact 
of pore connectivity on the design of long-lived zeolite catalysts. 
Angewandte Chemie International Edition. 2015;54(5):1591–1594. 
DOI: 10.1002/anie.201410016.

18. Эпова Е. С., Еремин О. В., Русаль О. С., Филенко Р. А. Процессы 
активации сорбционных свойств цеолитовых пород Шивыр-
туйского месторождения (Восточное Забайкалье). Минерало-
гия техногинеза. 2015;16:148–154.

19. Perez-Ramírez J., Christensen C. H, Egeblad K., Christensen  C. H., 
Groen J. C. Hierarchical zeolites: enhanced utilisation of micropo-
rous crystals in catalysis by advances in materials design. Chem. 
Soc. Rev. 2008;37(11):2530–2542.

20. Cutovic M., Lazovic M., Vukovic-Dejanovic V., Nikolic D., Petronic-
Markovic I., Cirovic D. Clinoptilolite for treatment of dyslipidemia: 
preliminary efficacy study. The Journal of Alternative and 
Complementary Medicine. 2017;23(9):738–744. DOI: 10.1089/
acm.2016.0414.

21. Размахнин К. К. Характеристика вещественного состава и тех-
нолого-минералогические характеристики цеолитсодержа-
щих туфов Восточного Забайкалья. Горный информационно- 
аналитический бюллетень. 2007;12:315–328.

22. Шерматов Б. Э., Мансурова М. С., Ялгашев Э. Я., Курбанов  Э. Н., 
Исматов Д. Н. Исследование физико-химических свойств и ре-
генерации отработанных цеолитов. Инновации в науке: науч-
ный журнал. 2017;15(76):43–45.

REFERENCES
1. Bondarev A. V., Zhilyakova E. T., Demina N. B., Timoshenko  E. Yu. 

Prospects for the use of medical clays. Razrabotka i registratsiya le-
karstvennykh sredstv = Drug development & registration. 2019;8(4):27–
31. (In Russ.) DOI: 10.33380/2305-2066-2019-8-4-27-31.

2. Zhilyakova E. T., Bondarev A. V. Overview of russian enterosorbents. Reme-
dium. 2014;10:40–47. (In Russ.) DOI: 10.21518/1561-5936-2014-10-40-47.

3. Bondarev A., Zhilyakova E., Bondareva N., Fadeeva D. Classification 
and Systematics of Medical Clay. Advances in Biological Sciences 
Research. 2019;7:44–46. DOI: 10.2991/isils-19.2019.10.

4. Shapiev B. I., Aliev A. A., Shapieva K. B., Kanbulatova Z. Sh., Khali- 
kov A. S. Use of natural zeolites of Dagestan in medicine and ve- 
terinary medicine. Ekologicheskaya meditsina. 2018;1(1):87–92. (In 
Russ.)

5. Golokhvast K. S., Panichev A. M., Gulkov A. N. Application of natu-
ral zeolites in medicine and veterinary. Vestnik Dal'nevostochnogo  
otdeleniya Rossiyskoy akademii nauk = Vestnik of Far Eastern Branch 
of Russian Academy of Sciences. 2008;3:71–75. (In Russ.)

6. Belkin B. L., Kubasov V. A. Ispol'zovanie khotynetskikh prirodnykh 
tseolitov v veterinarii i ptitsevodstve [The use of Kholin natural zeo-
lites in veterinary medicine and poultry farming]. Vestnik Orlovsko-

Фармацевтическая технология
Pharmaceutical Technology

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Rimoli+MG&cauthor_id=18085645
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Rabaioli+MR&cauthor_id=18085645
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Melisi+D&cauthor_id=18085645
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Curcio+A&cauthor_id=18085645
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mondello+S&cauthor_id=18085645
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mirabelli+R&cauthor_id=18085645
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mirabelli+R&cauthor_id=18085645
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Abignente+E&cauthor_id=18085645
https://www.researchgate.net/journal/Journal-of-Biomedical-Materials-Research-Part-A-1552-4965
http://dx.doi.org/10.1002/jbm.a.31763
https://www.researchgate.net/profile/Kenneth-Sing
http://dx.doi.org/10.1016/S0927-7757(01)00612-4
http://dx.doi.org/10.1016/S0927-7757(01)00612-4
https://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3ALucie%20Bacakova
https://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AMarta%20Vandrovcova
https://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AIvana%20Kopova
https://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AIvan%20Jirka
https://www.researchgate.net/profile/Christopher-Rhodes-5
https://www.researchgate.net/journal/Science-Progress-0036-8504
https://www.researchgate.net/journal/Science-Progress-0036-8504
https://www.researchgate.net/journal/Catalysis-Today-0920-5861
https://www.researchgate.net/journal/Catalysis-Today-0920-5861
http://dx.doi.org/10.1016/S0920-5861(98)00037-6


71РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2021. Т. 10, № 4
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2021. V. 10, No. 4

go gosudarstvennogo agrarnogo universiteta. 2011;6(33):35–38. (In 
Russ.)

7. Rimoli M. G., Rabaioli M. R., Melisi D., Curcio A., Mondello  S., Mi-
rabelli R., Abignente E. Synthetic zeolites as a new tool for 
drug delivery. Journal of Biomedical Materials Research Part A. 
2008;87A(1):156–164. DOI: 10.1002/jbm.a.31763.

8. McCusker L. B., Liebau F., Engelhardt G. Nomenclature of struc-
tural and compositional characteristics of ordered microporous 
and mesoporous materials with inorganic hosts. Pure and Applied 
Chemistry. 2001;73(2):381–394.

9. Sing K. The use of nitrogen adsorption for the characterisa-
tion of porous materials. Colloids and Surfaces A: Physicochemi- 
cal and Engineering Aspects. 2001;187–188:3–9. DOI: 10.1016/
S0927-7757(01)00612-4.

10. Bacakova L., Vandrovcova M., Kopova I., Jirka I. Applications of 
zeolites in biotechnology and medicine – a review. Biomater Sci. 
2018;6(5):974–989. DOI: 10.1039/c8bm00028j.

11. Panichev A. M., Kulakov Yu. V., Gulkov A. N. Use of zeolites in medi-
cine. Pacific Medical Journal. 2003;4(14):21–24. (In Russ.)

12. Rhodes C. J. Properties and applications of Zeolites. Science 
Progress. 2010;93(3):223–284. DOI: 10.3184/003685010X12800828
155007.

13. Millini R. Application of modeling in zeolite science. Catalysis 
Today. 1998;41(1–3):41–51. DOI: 10.1016/S0920-5861(98)00037-6.

14. Vyacheslavov A. S., Pomerantseva E. A., Gudilin E. A. Izmerenie 
ploshchadi poverkhnosti i poristosti metodom kapillyarnoy konden-
satsii azota [Measurement of surface area and porosity by capillary 
nitrogen condensation]. Moscow: MGU; 2006. 60 p. (In Russ.)

15. Bushuev Yu. G. Tseolity. Komp'yuternoe modelirovanie tseolitnykh 
materialov. [Zeolites. Computer modeling of zeolite materials]. 
Ivanovo: Ivanovskiy gosudarstvennyy khimiko-tekhnologicheskiy 
universitet; 2011. 104 p. (In Russ.)

16. Database of Zeolite Structures. Available at: http://www.iza-
structure.org/databases. Accessed: 05.03.2021.

17. Milina M., Mitchell S., Cooke D., Crivelli P., Pérez-Ramírez J. Impact 
of pore connectivity on the design of long-lived zeolite catalysts. 
Angewandte Chemie International Edition. 2015;54(5):1591–1594. 
DOI: 10.1002/anie.201410016.

18. Epova E. S., Eremin O. V., Rusal' O. S., Filenko R. A. Protsessy ak-
tivatsii sorbtsionnykh svoystv tseolitovykh porod Shivyrtuyskogo 
mestorozhdeniya (Vostochnoe zabaykal'e) [Processes of activation 
of the sorption properties of zeolite rocks of the Shivyrtuisky field 
(Eastern Transbaikalia)]. Mineralogiya tekhnogineza. 2015;16:148–
154. (In Russ.)

19. Perez-Ramírez J., Christensen C. H, Egeblad K., Christensen  C. H., 
Groen J. C. Hierarchical zeolites: enhanced utilisation of micropo-
rous crystals in catalysis by advances in materials design. Chem. 
Soc. Rev. 2008;37(11):2530–2542.

20. Cutovic M., Lazovic M., Vukovic-Dejanovic V., Nikolic D., Petronic-
Markovic I., Cirovic D. Clinoptilolite for treatment of dyslipidemia: 
preliminary efficacy study. The Journal of Alternative and 
Complementary Medicine. 2017;23(9):738–744. DOI: 10.1089/
acm.2016.0414.

21. Razmakhnin K. K. Kharakteristika veshchestvennogo sostava i tekh-
nologo-mineralogicheskie kharakteristiki tseolitsoderzhashchikh tu-
fov Vostochnogo Zabaykal'ya [Characteristics of the material com-
position and technological and mineralogical characteristics of 
zeolite-containing tuffs of Eastern Transbaikalia]. Gornyy informat-
sionno-analiticheskiy byulleten' = Mining informational and analy- 
tical bulletin. 2007;12:315-328. (In Russ.)

22. Shermatov B. E., Mansurova M. S., Yalgashev E. Ya., Kurbanov E. N., 
Ismatov D. N. Investigation of physico-chemical properties and 
regeneration of waste zeolite. Innovatsii v nauke: nauchnyy zhurnal. 
2017;15(76):43–45. (In Russ.)

Фармацевтическая технология
Pharmaceutical Technology

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Rimoli+MG&cauthor_id=18085645
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Rabaioli+MR&cauthor_id=18085645
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Melisi+D&cauthor_id=18085645
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Curcio+A&cauthor_id=18085645
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mondello+S&cauthor_id=18085645
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mirabelli+R&cauthor_id=18085645
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mirabelli+R&cauthor_id=18085645
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Abignente+E&cauthor_id=18085645
https://www.researchgate.net/journal/Journal-of-Biomedical-Materials-Research-Part-A-1552-4965
http://dx.doi.org/10.1002/jbm.a.31763
https://www.researchgate.net/profile/Kenneth-Sing
http://dx.doi.org/10.1016/S0927-7757(01)00612-4
http://dx.doi.org/10.1016/S0927-7757(01)00612-4
https://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3ALucie%20Bacakova
https://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AMarta%20Vandrovcova
https://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AIvana%20Kopova
https://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AIvan%20Jirka
https://www.researchgate.net/profile/Christopher-Rhodes-5
https://www.researchgate.net/journal/Science-Progress-0036-8504
https://www.researchgate.net/journal/Science-Progress-0036-8504
https://www.researchgate.net/journal/Catalysis-Today-0920-5861
https://www.researchgate.net/journal/Catalysis-Today-0920-5861
http://dx.doi.org/10.1016/S0920-5861(98)00037-6


72 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2021. Т. 10, № 4
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2021. V. 10, No. 4

https://doi.org/10.33380/2305-2066-2021-10-4-72-80
УДК 577.34 + 57.043 + 57.013

Оригинальная статья / Research аrticle

Основы разработки микроволновой интенсификации  
upstream process на примере Escherichia coli
Д. Б. Кузнецов1*, А. Ю. Миронов2, В. А. Несчисляев1, И. Л. Вольхин3, А. М. Королюк4,  
Е. В. Орлова1, А. Д. Шилина1 
1 ФГБОУ ВО «Пермская государственная фармацевтическая академия» Министерства здравоохранения Российской Федерации (ПГФА), 614990, Россия, Пермский край, г. Пермь, 
ул. Полевая, д. 2
2 ФБУН «Московский научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии им. Г. Н. Габричевского» Федеральной службы по надзору в сфере защиты прав 
потребителей и благополучия человека (МНИИЭМ), 125212, Россия, г. Москва, ул. Адмирала Макарова, д. 10
3 ФГАОУ ВО «Пермский государственный национальный исследовательский университет» (ПГНИУ), 614068, Россия, Пермский край, г. Пермь, ул. Букирева, д. 15
4 ФГБОУ ВО «Санкт-Петербургский государственный педиатрический медицинский университет» Министерства здравоохранения Российской Федерации (СПбГПМУ), 194100, 
Россия, г. Санкт-Петербург, ул. Литовская, д. 2

*Контактное лицо: Кузнецов Денис Бахтиерович. E-mail: denis.pfa@gmail.com

ORCID: Д. Б. Кузнецов – https://orcid.org/0000-0003-0884-848X; А. Ю. Миронов – http://orcid.org/0000-0002-8544-5230; В. А. Несчисляев – https://orcid.org/0000-0002-8163-0674; 
               И. Л. Вольхин – https://orcid.org/0000-0002-8564-0968; А. М. Королюк – https://orcid.org/0000-0002-4680-3322; Е. В. Орлова – https://orcid.org/0000-0002-5120-7058; 
               А. Д. Шилина – https://orcid.org/0000-0002-2420-445X.

Статья поступила: 22.03.2021             Статья принята в печать: 22.09.2021             Статья опубликована: 25.11.2021

Резюме
Введение. Штаммы E. coli являются основными микроорганизмами, использующимися для получения ряда важных биофармацевтических 
продуктов. На Земле не существует естественных источников микроволнового излучения, так как оно поглощается верхними слоями 
атмосферы. Важность исследования биологического действия СВЧ-излучения ни у кого не вызывает сомнений. С каждым годом растет 
число публикаций, посвященных данной проблеме, и появляются новые идеи использования микроволн в технологии получения 
лекарств. 
Цель. Выявить основные эффекты СВЧ-облучения и разработать технологию микроволновой интенсификации роста культуры E. coli.
Материалы и методы. В настоящем исследовании представлены результаты атомно-силовой микроскопии, рефрактометрии, ЯМР-
релаксометрии, турбидиметрии и люминометрии, демонстрирующие возможность микроволновой интенсификации процесса 
культивирования. 
Результаты и обсуждение. Обнаружено, что СВЧ-облучение приводит к изменениям подвижности протонов и адсорбции молекул воды 
на биополимерах и клетках. Это является основными звеньями механизма «нетеплового» микроволнового воздействия. Однократное СВЧ-
облучение в зависимости от ряда параметров может снижать или повышать прирост биомассы. Исследования биолюминесценции штамма 
E. coli с lux-опероном показали, что оптимальные условия обработки не оказывают негативного влияния на продукцию люциферазы и 
метаболическую активность клеток.
Заключение. Процедура интенсификации с использованием СВЧ-излучения может считаться перспективным методом и может дать 
новые идеи для различных приложений в биотехнологии. 

Ключевые слова: E. coli, биолюминесценция, люцифераза, СВЧ-излучение, рост культуры
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Abstract
Introduction. E. coli strains are the main microorganisms used for the production of a number of important biopharmaceutical products. There 
are no natural sources of microwave radiation on Earth, as it is absorbed by the upper atmosphere. No one doubts the importance of studying the 
biological effect of microwave radiation. The number of publications devoted to this problem is growing every year, and new ideas for the use of 
microwaves in drug production technology are emerging.
Aim. Reveal the main effects of microwave irradiation and develop a technology for microwave intensification of E. coli culture growth.
Materials and methods. This study presents the results of atomic force microscopy, refractometry, NMR relaxometry, turbidimetry, and lumimetry, 
demonstrating the possibility of microwave intensification of the cultivation process. 
Results and discussion. It was found that microwave irradiation leads to changes in the mobility of protons and the adsorption of water 
molecules on biopolymers and cells. These are the main links in the mechanism of "non-thermal" microwave action. A single microwave irradiation, 
depending on a number of parameters, can decrease or increase the growth of biomass. Studies of the bioluminescence of the E. coli strain with the 
lux-operon have shown that the optimal processing conditions do not negatively affect the luciferase production and metabolic activity of cells.
Conclusion. The intensification procedure using microwave radiation can be considered a promising method and can provide new ideas for 
various applications in biotechnology.

Keywords: E. coli, bioluminescence, luciferase, microwave radiation, culture growth
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время клеточные линии млекопи-

тающих, преимущественно линия клеток СНО (яич-
ник китайского хомячка), являются основными плат-
формами для производства терапевтических молекул 
из-за возможности получения гликозилированных 
полипептидов. Однако генно-инженерные штаммы 
кишечной палочки по-прежнему остаются основными 
продуцентами ряда важных терапевтических продук-
тов на основе гетерологичных белков [1–3]. 

Около 30 % всех одобренных терапевтических бел-
ков продуцируются именно в кишечной палочке [4–6].

За последнее десятилетие интерес к использова-
нию микроволнового излучения в различных отрас-
лях сильно повышался. Однако «нетепловое» микро-
волновое воздействие на бактериальные культуры 
изучено недостаточно. В ряде работ утверждается, 
что микроволновое излучение способно «избира-
тельно» нагревать вещества в интересующей систе-
ме [7, 8]

Для исключения «теплового» эффекта темпера-
тура в процессе микроволнового облучения должна 
контролироваться и быть в пределах ± 1 °С. 

В большинстве случаев в работах не указывают-
ся такие основные параметры облучения, как поток 
мощности излучения и глубина проникновения поля 
(скин-слой), а также условия засева культуры. Все это 
значительно усложняет как воспроизводимость, так и 
интерпретацию результатов исследований. 

Наши первые исследования с различными про-
изводственными штаммами лактобактерий проде-
монстрировали различие в приросте биомассы при 
СВЧ-облучении [9]. Ранее нами проведены работы 
с потенциально производственным штаммом E.  coli 
LEGM-18, которые показали возможность управления 
накоплением биомассой, а также влияние радиацион-
ных и биологических факторов на воспроизводимость 
процесса культивирования и получение полезного 
биотехнологического эффекта [10]. Настоящее иссле-
дование направлено на достижение более глубокого 
понимания основных звеньев механизма повышения 
активности культуры кишечной палочки и разработ-
ку основ интенсификации процесса культивирования 
рекомбинантного штамма E. coli с использованием 
крайне высокочастотного излучения. 

Штамм E. coli K12 является основным производст- 
венным штаммом и используется для получения про- 
дуцентов различных белков [11, 12].

Цельноклеточные биосенсоры чувствительны к 
факторам окружающей среды и могут реагировать 
на многие виды воздействий. Обычно их используют  
для определения интегральных параметров и состоя- 
ний, таких как стресс, токсичность и т. д. В этой работе 
используется штамм E. coli K12 ТG1 с lux-опероном, 
который зарекомендовал себя как надежный инстру-
мент для определения интегрального влияния ши-
рокого спектра соединений различной природы и 
электромагнитного излучения (ЭМИ) на бактериаль-
ную клетку [13, 14]. 
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Объекты исследования

В эксперименте использован штамм E. coli K12 ТG1 
hsd R17 hsdM thi relAl supE44 Δ(lac-proAB) F’ (traD36 
proAB+ laclq lacZΔM15 c lux-опероном PhotoRHAbdus  
luminescens ZM1) [15]. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследование метаболической активности

Изменение метаболической активности клеток 
определяли методом биолюминесцентного тестиро-
вания. Подготовка образца для исследования биолю-
минесценции включала регидратацию лиофилизиро-
ванного штамма бактерий 0,9%-м раствором хлорида 
натрия, охлажденным до 6 ± 2 °С. После 30-минутной 
выдержки при температуре (6 ± 2)  °С разбавленную 
суспензию индикаторного штамма достали из холо-
дильника и оставили не менее 30 минут при 22 ± 2 °С. 
Затем суспензию разливали в полимерные пробирки 
объемом 1 мл и помещали в экспериментальную уста-
новку для СВЧ-облучения. Уровень люминесценции 
образцов биосенсора определяли при 22 ± 2 °C. Рабо-
та на установке «Биотокс-10М» (ООО «НЕРА-С», Россия) 
проводилась согласно инструкции по эксплуатации 
установки.

Для изучения влияния излучения на свечение 
биосенсора эффект воздействия выражали либо в ви-
де значений показателя люминесценции в имп/сек, 
либо в виде коэффициента свечения (безразмерная 
величина). Коэффициент свечения: 

K
I I

I
=

−1 2

1
,

где I1 и I2 – интенсивности свечения индикаторного 
штамма без и после облучения соответственно [16]. 

Увеличение интенсивности свечения прямо про-
порционально ингибирующему эффекту, а уменьше-
ние прямо пропорционально стимулирующему эф- 
фекту.

Исследование силы адгезии

На атомно-силовом микроскопе NTEGRA Prima  – 
НаноЛаборатория (ООО «НТ-МДТ», Россия) были из-
мерены разности высоты кантилевера в момент 
контакта с образцом и его отрыва от образца и полу-
чены изображения поверхностей клеток. Сила адге-
зии на поверхности клеток биосенсора вычислена по 
формуле:

Fa = k × ΔZ, 

где k – твердость кантилевера; Z – разность высоты 
кантилевера в момент контакта с образцом и его от-
рыва от образца. 

Рефрактометрия

Рефрактометрия проводилась с помощью рефрак-
тометра RM50 (Mettler Toledo, США) при температуре 
23 ± 1  °С. Погрешность измерения показателя пре-
ломления ± 0,00002 nD.

ЯМР-релаксометрия

Параметры ЯМР-релаксации определены с по-
мощью прибора mq10 NMR Analyzer (Bruker, США) в 
10  МГЦ диапазоне. В соответствии с требованиями к 
измерениям температура образцов в релаксометре 
должна составлять 40  °С, поэтому пробы термостати-
ровали 30 мин.

Определение оптической плотности 

Измерения оптической плотности проводили на 
приборе Densi-La-Meter II (АО «Эрба Рус», Россия) и 
КФК-3 (ОАО «ЗОМЗ», Россия). Перед каждым измере-
нием суспензию клеток тщательно перемешивали 
круговыми движениями без образования пузырьков, 
после чего около ½ мин образец отстаивался для вы- 
хода остаточных пузырьков воздуха, которые могли 
исказить результат.

Экспериментальная установка

На рисунке 1, а представлена схема установки, 
используемой для исследований в крайне высокочас- 
тотном диапазоне. Путь антенно-волнового трак-
та состоит из Г4-156 генератора, рупорной антенны 
и линзы. Для контроля потока излучения на проти-
воположной стороне размещалась антенна, которая 
была подключена к нановольтметру. Подробное опи-
сание установки приведено в [17]. Емкость с образ-
цом облучалась потоком микроволнового излучения  
0,4  мВт/см2. Емкость находилась в сечении СВЧ-пучка 
половинной мощности. В процессе облучения конт- 
ролировали температуру и рН. Изменение темпе-
ратуры образцов в процессе эксперимента не пре-
вышало 1  °C. После облучения образцы термостати-
ровались на водяной бане при температуре 37 ± 1  °С 
(рисунок 1, б).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Определение глубины проникновения  
СВЧ-излучения

При воздействии СВЧ-излучения на бактериаль-
ную культуру следует учитывать, что вода является 
основным компонентом живых организмов, поэтому 
изменение ее свойств, таких как поляризация моле-
кул, перенос протонов и связанная вода в полимерах 
может иметь большое значение. При СВЧ-облучении 
часть энергии сохраняется, а другая часть выделяет-
ся в виде теплового движения частиц. В немагнитных 
жидкостях плотность запасаемой энергии пропорци-
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ональна диэлектрической проницаемости вещества, а 
выделяемая энергия пропорциональна коэффициен-
ту диэлектрических потерь [18, 19]. При рассмотрении 
спектра поглощения жидкой воды наблюдается силь-
ное поглощение излучения в диапазоне миллиметро-
вого излучения [20]. Особое внимание следует обра-
тить на показатели диэлектрической проницаемости 
и диэлектрических потерь в среде в этом диапазоне. 
Вероятно, для получения биологического эффекта не-
обходимо относительное равенство между диэлектри-
ческой проницаемостью среды и диэлектрическими 
потерями [21].

СВЧ-облучение следует проводить при условии 
снижения интенсивности не более чем в 2,71 раза. 
Были проведены исследования для установления ус-
ловий, при которых все клетки микроорганизмов на-
ходятся в поле СВЧ-излучения примерно одинако-
вой интенсивности. Для этого определялись толщина 
скин-слоя.

Электрическое сопротивление среды Rср было 
определено для расчета поглощающей способности 
среды. Измерения проводились в течение 3,5  минут. 
Выявлено, что среда ГРМ-бульон (питательный бульон 
для культивирования микроорганизмов на основе 
гидролизата рыбной муки) имеет электрическое со-
противление Rср = 532 ± 53 Ом.

Для определения глубины проникновения мик- 
роволн в ГРМ-бульон использовались эксперимен-
тальные данные по электрическому сопротивлению 
и параметрам применяемых генераторов электро-
магнитного излучения. Удельная электропроводность 
рассчитана по формуле: 

σср = (c/ab Rср), 

где a = 18 мм, b = 29 мм, c = 16 мм – размеры слоя жид-
кости; R – электрическое сопротивление. 

Толщина скин-слоя: 

 

δ
π µ µ σ

=
2

2 0f m m
,

где f – частота микроволнового излучения, мкм; 
μm  – относительная магнитная проницаемость сре-
ды (μm = 1); μ0 – магнитная проницаемость вакуума  
(4π × 10-7 Гн/м). На рисунке 2, а показаны значения 
скин-слоя для различных частот СВЧ-излучения. Наи-
большая глубина проникновения поля показана на 
частоте 37,04 ГГц.

Определение основных звеньев механизма  
СВЧ-облучения

При изучении влияния микроволнового излуче-
ния на бактериальную культуру E. coli исследование 
было разделено на несколько этапов:
1. Изучение влияния различных режимов СВЧ-облу-

чения на свечение клеток.
2. Определение воздействия СВЧ-облучения на по-

казатель преломления в питательной среде.
3. Исследование влияние СВЧ-облучения на пара-

метры ЯМР-релаксометрии в питательной среде и 
культуре.

4. Получение данных атомно-силовой микроскопии 
и силы адгезии на поверхности клеток. 

Биолюминесцентное тестирование

На первом этапе изучались влияние СВЧ-облуче-
ния на метаболическую активность методом люми-
несцентного тестирования. Знак минус указывает на 
повышение метаболической активности. Обнаруже-

Рисунок 1. Экспериментальная установка: 

а – установка на основе генератора Г4-156; б – водяная баня

Figure 1. Experimental setup: 

a – setup based on the G4-156 generator; b – water bath
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но, что облучение миллиметровым СВЧ-излучением в 
течение одного часа сразу индуцирует люминесцен-
цию биосенсора. Такая обработка обеспечивала сти-
муляцию свечения на протяжении всего эксперимента 
(рисунок 2, б, в). Установлена зависимость уровня лю-
минесценции от частоты СВЧ-излучения и продолжи-
тельности облучения.

Рефрактометрия

На следующем этапе изучались эффекты воз-
действия СВЧ-излучения на показатель преломления 
и параметры ЯМР-релаксометрии. С учетом отсутствия 
изменения концентрации белков в стерильной пита-
тельной среде показатель преломления способен от-
ражать изменения его конформационной структуры. 
Методом рефрактометрии установлено незначитель-
ное изменение показателя преломления (рисунок 
2, г). Вероятно, наблюдаемый эффект связан с актом 
поглощения СВЧ-излучения молекулами-акцептора-
ми, что приводит к смещению электронных плотнос- 
тей и увеличению их поляризации. Повышение поля-
ризации молекул растворителя в свою очередь изме- 
няет электронные плотности в полипептиде, и преж-
няя конформация становится энергетически невыгод-
ной, что приводит к разворачиванию спирали белков 
за счет встраивания молекул растворителя.

ЯМР-релаксометрия

Установлено, что влияние времени облучения пи-
тательной среды на количество малоподвижных 
протонов 1Н внутри надмолекулярных комплексов 
незначительно (рисунок 2, д). Однако количество про-
тонов 1Н, участвующих в диполь-дипольном взаимо-
действии, увеличивается при облучении нелинейно и 
при 20 мин наблюдается насыщение (рисунок 2, е). 

При добавлении в питательную среду клеток 
E.  coli наблюдается повышение количества прото-
нов 1Н внутри надмолекулярных комплексов, что об- 
условлено протонами 1Н, входящих в состав клеток, 
и образованием адсорбированный (связанной) во-
ды. С увеличением продолжительности облучения  
наблюдается линейное незначительное их повыше-
ние, вероятно, обусловленное только за счет повы-
шения количества адсорбированной воды. Также с 
увеличением продолжительности облучения наблю-
дается линейная зависимость увеличения протонов 
1Н, участвующих в диполь-дипольном взаимодействии 
(рисунок 2, е).

Атомно-силовая микроскопия

При изучении влияния СВЧ-обработки проведе-
но сканирование поверхностей клеток на атомно-си-
ловом микроскопе. На рисунке 2, ж клетка без облу-
чения, у клеток визуализируются ровные края. На 
рисунке 2, з клетки после облучения. На поверхностях 
клеток видна складчатая структура, а также умень-
шение размера клетки. Складчатая структура об- 
условлена поверхностными полисахаридами с узкой  

адсорбированной фазой. На рисунке 2, и видно, что 
сила адгезии значительно снижается с увеличением 
продолжительности облучения. 

Полученные данные ЯМР-релаксометрии, АСМ и 
рефрактометрии подтверждают влияние СВЧ-излуче-
ния на подвижность протонов и обводненность био-
полимеров. Таким образом, установлено влияние 
нетеплового СВЧ-облучения на обводненность кле-
ток посредством процесса «набухания» в питатель-
ной среде и синерезиса при ее удалении за счет из-
менения объема адсорбированной фазы молекул 
растворителя. 

Проведенные исследования подтвердили влияние 
СВЧ-излучения на метаболическую активность и под-
вижность протонов, и обводненность биополимеров 
и клеток в среде посредством процесса синерезиса 
или «набухания» за счет изменения объема адсорби-
рованной фазы молекул растворителя.

Ростовые характеристики культуры  
при микроволновом облучении

Исследование ростовых свойств культуры прово-
дили на среде ГРМ-бульон. Установлено, что эффект 
значимо зависит от исходной концентрации, при кото-
рой проводится облучение и его продолжительность 
(рисунок 3). Обнаружено, что при концентрациях 
60  млн кл/мл и 300 млн кл/мл микроволновое излуче-
ние значительно замедляет рост культуры, однако при 
облучении культуры с концентрацией 600 млн кл/мл 
не обнаружено изменение уровня статистически зна-
чимых различий. При концентрации 1200 млн кл/мл 
наблюдается прирост биомассы до 25 % только при 
20-минутном облучении. 

Зависимость эффекта прироста биомассы от кон-
центрации также была продемонстрирована в рабо-
те  [10]. Явление обусловлено тем, что концентрация 
бактериальных клеток определяет суммарные площа-
ди гидрофильных поверхностей, на которых происхо-
дит перераспределение зарядов и образование гра-
диента концентрации протонов ΔμH+. 

Люминесцентное тестирование E. coli  
после культивирования

В качестве исследования, демонстрирующего 
влияние микроволнового облучения на продукцию 
рекомбинантных белков, продуцируемых в клетках 
хозяина и их метаболическую активность, проведе-
но люминесцентное тестирование после 24-часово-
го культивирования в среде МПБ через 30 и 60 мин  
после разведения в 50 раз. Обнаружено, что облуче-
ние в течение 20 мин культуры с исходной концент- 
рацией 1200  млн кл/мл приводит к выраженному по-
вышению люминесценции (рисунок 4) по сравнению 
с образцами бактериальных культур, где концентра-
ция была ниже (60, 300, 600 млн кл/мл). Таким образом,  
подтверждено отсутствие негативного влияния как 
на клетки хозяина, так и на продукцию рекомбинант-
ных белков после СВЧ-облучения культуры и после-
дующего культивирования.
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Рисунок 2. Эффекты микроволнового облучения: 

а – глубина проникновения поля (скин-слой); б и в – уровень люминесценции биосенсора; г – показатель преломления питатель-
ной среды в зависимости от продолжительности облучения; д – населенность протонов 1Н, P1(1); е – амплитуда 1Н, А2; ж – клетка 
без облучения; з – клетка после облучения, 60 мин; и – сила адгезии на поверхности клеток в зависимости от продолжитель-
ности облучения

Figure 2. Effects of microwave irradiation: 

a – the depth of field penetration (skin layer); b and c – the level of luminescence of the biosensor; d – the refractive index of the nutrient 
medium depending on the duration of irradiation; e – the population of protons 1H, P1(1), (f) amplitude 1H, A2; g – cell without irradiation; 
h – cell after irradiation, 60 min; i – strength of adhesion on the cell surface depending on the duration of irradiation
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В связи с тем, что СВЧ-излучение в значительной 
степени поглощается водой, при определенных усло-
виях оно может влиять на подвижность протонов и 
приводить к их перераспределению в системе «сре-
да-клетка». Для обсуждения возможного механизма 
влияния «нетеплового» микроволнового облучения 

на метаболическую активность и рост клеток рас-
смотрены известные механизмы свечения микроор-
ганизмов с lux-оперонами. Во всех трех механизмах 
донорами протонов служат молекулы воды [22–25]. 
Кроме того, существует вероятность того, что неиден-
тифицированным основанием могут выступать про-
дукты диссоциации молекул воды. 

В результате проведенных экспериментов уста-
новлено, что найденные параметры СВЧ-обработки 
приводят к запуску двух взаимосвязанных процес-
сов: повышению концентрации малоподвижных про-
тонов внутри надмолекулярных структур (расшире- 
ние адсорбированной фазы воды) и увеличению 
фракции подвижных протонов, участвующих в меж- 
молекулярном взаимодействии. Градиент концентра-
ции протонов ΔμH+ является основным источником 
энергии любой клетки. Именно транспорт протонов 
через АТФ-синтазу обеспечивает синтез молекул АТФ. 
На основании выше полученных результатов пред-
полагается, что микроволновая индукция процессов 
транспорта протонов влияет на градиент их концент- 
рации в межмембранных пространствах. Совокуп-
ность этих процессов определяет эффект прироста 
биомассы при СВЧ-обработке.

Рисунок 3. Влияние микроволнового облучения на ростовые характеристики культуры E. coli. * р < 0,01

Figure 3. Influence of microwave irradiation on the growth characteristics of E. coli culture. * р < 0.01

Рисунок 4. Люминесценция E. coli

Figure 4. Luminescence of E. coli
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В свою очередь, это может объяснить как излуче-
ние, которое в основном поглощается молекулами во-
ды, может влиять на интенсивность люминесценции, 
прирост биомассы и продолжительность эффекта. 
Данные, представленные в данной работе, значитель-
но расширяют представления о микроволновом воз-
действии на культуры микроорганизмов и позволят 
в перспективе разработать новые технологии с дру-
гими рекомбинатными микроорганизмами.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящей работе был обнаружен ряд эффек- 

тов «нетеплового» микроволнового облучения. Пока-
зано, что наблюдаемые эффекты напрямую связаны с 
поглощением излучения молекулами-акцепторами. 
Определены параметры СВЧ-облучения, позволяющие  
повысить уровень люминесценции биосенсора и 
прирост биомассы. Таким образом, использование 
СВЧ-облучения для интенсификации роста кишеч-
ной палочки можно считать перспективным мето-
дом. Установлено, что ключевую роль в получении эф-
фектов от «нетеплового» микроволнового облучения  
играют изменения подвижности протонов и процес-
сов обводненности биополимеров и клеток посредст- 
вом процесса синерезиса и «набухания» за счет изме-
нения объема адсорбированной фазы. Это являет-
ся основными звеньями механизма нетеплового СВЧ- 
воздействия и может дать новые идеи для его прак-
тического применения в технологии получения ле- 
карств.
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Резюме
Введение. Применение противоопухолевого препарата паклитаксела ограничено из-за его высокой системной токсичности и 
липофильности, существенно лимитирующей создание парентеральных форм на основе субстанции паклитаксела. Предложена новая 
полимерная композиция паклитаксела, обеспечивающая направленный транспорт препарата в опухолевые клетки и повышающая 
профиль его безопасности.
Цель. Разработка состава и технологии получения наноразмерной формы паклитаксела в виде конъюгата частиц на основе сополимера 
молочной и гликолевой кислот с третьим доменом альфа-фетопротеина.
Материалы и методы. Объектом данного исследования являются наночастицы, содержащие паклитаксел, на основе сополимера 
молочной и гликолевой кислот, поверхность которых модифицирована векторной молекулой – рекомбинантным третьим доменом 
альфа-фетопротеина. Наночастицы получали методами одинарного эмульгирования и преципитацией. Последующую конъюгацию 
с белковой молекулой проводили карбодиимидным методом. Анализ полученных наночастиц проводили с помощью динамического и 
электрофоретического светорассеяния, высокоэффективной жидкостной хроматографии, метода диализной мембраны.
Результаты и обсуждение. Разработан метод получения наночастиц на основе сополимера молочной и гликолевой кислот с 
паклитакселом, оптимизирована конъюгация полученных наночастиц с белковой векторной молекулой при варьировании широкого 
диапазона условий. Полученные наночастицы обладали средним диаметром 280 ± 12 нм. Эффективность конъюгации составила 95 %. 
Высвобождение паклитаксела из полимерной матрицы в среде 0,01 M фосфатно-солевого буфера (pH 7,4) составило 65 % за 220 ч.
Заключение. Предложен метод получения и приведено обоснование состава оригинальной наноразмерной формы паклитаксела 
на основе конъюгата частиц на основе сополимера молочной и гликолевой кислот с третьим доменом альфа-фетопротеина. Показана 
возможность пролонгированного высвобождения паклитаксела из полимерной матрицы.

Ключевые слова: наночастицы, PLGA, паклитаксел, контролируемое высвобождение, альфа-фетопротеин
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Abstract
Introduction. The use of the anticancer drug paclitaxel is limited due to its high toxicity and lipophilicity. A new polymer composition of paclitaxel 
has been proposed, which provides targeted transport of the drug into tumor cells and improves its safety.
Aim. Method development for preparation of a novel paclitaxel formulation consisting of a conjugate of PLGA nanoparticles with the third domain 
of alpha-fetoprotein.
Materials and methods. The object of this study is paclitaxel-loaded nanoparticles based on a copolymer of lactic and glycolic acids, the 
surface of which is modified with a vector molecule – the recombinant third domain of alpha-fetoprotein. Nanoparticles were obtained by single 
emulsification method and precipitation. Conjugation with a protein molecule was performed by the carbodiimide method. The analysis of the 
obtained nanoparticles was carried out using dynamic and electrophoretic light scattering, high performance liquid chromatography, dialysis 
membrane method.
Results and discussion. Synthesis of paclitaxel-loaded nanoparticles based on a copolymer of lactic and glycolic acids and its conjugation 
optimization under varying a wide range of conditions have been carried out. The resulting conjugate had an average diameter of 280 ± 12 nm. The 
conjugation efficiency was 95 %. The release of paclitaxel from the polymer matrix in the release medium was 65 % in 220 h.
Conclusions. A method of obtaining and substantiating the composition of the original nanosized form of paclitaxel is proposed. The possibility of 
prolonged release of paclitaxel from the polymer matrix has been shown.

Keywords: nanoparticles, PLGA, paclitaxel, controlled release, alpha-fetoprotein
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ВВЕДЕНИЕ
Паклитаксел (Ptx) является химиотерапевтическим 

агентом, применяемым для лечения немелкоклеточ-
ного рака легких, рака яичников, рака молочной же-
лезы [1, 2]. Практическое использование Ptx затруд-
нено из-за его высокой липофильности, в связи с чем 
в состав лекарственной формы Ptx для клинического 
применения входит солюбилизатор – Cremophor® EL. 
Использование последнего сопряжено с развитием 
реакций гиперчувствительности и возникновением 
нейтропении [2].

Вторая вышедшая на фармацевтический рынок 
лекарственная форма паклитаксела – Abraxane®. Этот 
препарат представляет собой наноразмерные агрега-
ты альбумина с нековалентно связанным Ptx [3]. Кли-
нические исследования Abraxane® показали, что 
отсутствие Cremophor® EL снижает токсичность пре-
парата и позволяет вводить дозу выше на 49 % без 
премедикации кортикостероидами [4]. В случае при-
менения Abraxane® доставка Ptx в опухолевые ткани 
неспецифична и осуществляется за счет пассивного 
транспорта частиц альбумина, обусловленного эффек-
том повешенной проницаемости и удерживания [5].

В настоящее время сополимер молочной и глико-
левой кислот (PLGA) широко применяется для полу-
чения систем доставки лекарственных веществ. PLGA 
является биосовместимым и биодеградируемым по-
лимером, одобренным регуляторными органами США 

и Европы для парентерального применения [6]. По-
лучение адресных систем доставки на основе PLGA 
с векторными молекулами является перспективной 
стратегией увеличения специфического действия ле-
карственных препаратов. В последние десятилетия 
широко изучается, в том числе и в нашей лаборато-
рии [7], возможность использования рекомбинант-
ного альфа-фетопротеина (AFP) и его функциональ-
ных фрагментов в качестве векторной молекулы для 
адресной доставки противоопухолевых препара-
тов. AFP является известным онкомаркером, экспрес-
сия которого избирательно повышена в опухоле-
вых клетках и практически отсутствует у нормальных 
клеток [8]. 

Ранее в нашей лаборатории была показана воз-
можность получения наночастиц PLGA с паклитак-
селом и дальнейшей модификации их поверхности 
рекомбинантным третьим доменом AFP человека 
(rAFP3d) [9, 10]. В проведенном исследовании конъ- 
югат адресного действия получали, образуя ковалент-
ную связь между аминогруппами белка и карбок-
сильными группами модифицированного ангидри-
дом янтарной кислоты поливинилового спирта (PVA), 
входящего в состав лиофилизата полученных нано- 
частиц. Несмотря на доказанную клеточную интерна-
лизацию, уровень эндоцитоза разработанной систе-
мы и селективной доставки в клетки-мишени in vivo 
могут быть ограничены из-за десорбции модифици-
рованного PVA с поверхности наночастиц [11].
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В настоящей работе предложен и оптимизиро-
ван карбодиимидный метод [12] получения конъюга-
та адресного действия с помощью модификации кар-
боксильных групп PLGA, находящихся на поверхности 
наночастиц. Таким образом, удалось достичь постоян-
ного количества связанного с наночастицами белка в 
полученной адресной системе доставки паклитаксе-
ла. Была доказана противоопухолевая эффективность 
и селективность действия полученного конъюгата, что 
подтверждает эффективность разработанной и опти-
мизированной технологии [13].

Цель исследования – разработка состава и тех-
нологии получения наноразмерной формы Ptx в виде 
конъюгата частиц PLGA с третьим доменом альфа-фе-
топротеина (rAFP3d-NP).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение наночастиц

Оптимизацию процесса получения наночастиц 
PLGA, нагруженных паклитакселом (NPs), проводи-
ли, анализируя такие параметры, как размер, дзета- 
потенциал, общее содержание (DL) и индекс полидис-
персности (PDI) и варьируя метод получения наночас- 
тиц, тип используемого сополимера PLGA, соотно-
шение PLGA : Ptx, соотношение объема органической 
и водной фаз (O : W), концентрацию стабилизатора 
эмульсии (PVA) и органический растворитель.

NPs получали методом одинарного эмульгирова-
ния или преципитации, как описано в опубликованных 
ранее работах авторов [14, 15]. Первичную эмульсию 
получали путем эмульгирования органической фа-
зы, представляющей собой раствор паклитаксела (LC 
Laboratories, США) и PLGA (Purasorb®, D,L-лактид/глико-
лид  = 50 : 50 моль/моль, характеристическая вязкость 
0,2 и 0,4 см3/г, молекулярная масса 17–21 кДа; Corbion 
Biomedicals, Нидерланды) в органическом раствори-
теле [дихлорметане (DCM), трихлорметане (ТCM), сме-
си трихлорметан/ацетон (ТCM/ACTN) с соотношением 
объемов 7 : 3; х.ч., ООО «ТД «ХИММЕД», Россия], с вод- 
ным раствором (0,5, 1 или 2 %) поливинилового спир-
та (степень гидролиза 87–90 %, Sigma-Aldrich, США) 
при помощи УЗ-гомогенизатора (Labsonic U.B. Braun, 
Германия). Для получения NPs использовали соотно-
шения PLGA : Ptx, составляющие 1 : 5 или 1 : 10; соотно-
шение O : W составляло 1 : 3, 1 : 5, 1 : 10 или 1 : 20. Органи- 
ческий растворитель удаляли под вакуумом, полу-
ченную наносуспензию центрифугировали при +4  °С 
и 16 000 g в течение 30  мин. Ресуспендированный в 
10  мл дистиллированной воды осадок фильтровали 
через стеклянный фильтр, замораживали с добавлени-
ем D-маннитола (10 масс. %, Sigma-Aldrich, США) в ка-
честве криопротектора и лиофилизировали в течение 
24 ч (Alpha 2-4, Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen 
GmbH, Германия). Образцы хранили в холодильнике 
без доступа света при температуре +4 °С.

Размер полученных наночастиц и дзета-потен- 
циал определяли методами динамического и элект- 
рофоретического рассеяния света, соответственно, на 

приборе Zetasizer Nano ZS ZEN 3600 instrument (Mal-
vern Instruments Ltd., Великобритания).

Общее содержание паклитаксела в наночастицах 
определяли с помощью метода высокоэффективной 
жидкостной хроматографии (ВЭЖХ), как было описано 
ранее [16]. 

Получение rAFP3d-NP

Конъюгат оптимизированных NPs с rAFP3d был по-
лучен с помощью карбодиимидного метода [13]. Рас-
чет мольной концентрации PLGA проводили, исхо-
дя из концентрации карбоксильных групп 6 мг KOH/г, 
указанной в спецификации. Согласно [12], значе-
ние mEq/g = µmol/mg, что позволяет определить ко-
личество карбоксильных групп в навеске NPs (n) по 
формуле: 

n = m (NPs) × w (PLGA) × IA × M (KOH)-1 × 100-1, 

где m (NPs) – масса навески наночастиц, мг; w (PLGA)  – 
массовая доля PLGA в навеске частиц, %; IA – кислот-
ное число, мг KOH/г; M (KOH) – молярная масса экви-
валента KOH, г/моль. 

20 мг предварительно отмытых NPs ресуспенди-
ровали в 1 мл 0,01 М PBS и инкубировали с 1,5 мкмоль 
(7,5 мкмоль, 15 мкмоль или 30 мкмоль) 1-этил-3-(3-ди-
метиламинопропил)карбодиимидом (EDC, Fluka, 
Германия) и 1,5 мкмоль (7,5 мкмоль, 15 мкмоль или 
30  мкмоль) N-гидроксисукцинимида (NHS, Merck, 
Германия) в течение 10 мин при комнатной темпе-
ратуре. Далее добавляли 1,5 мкмоль (7,5 мкмоль, 
15 мкмоль или 30 мкмоль) 2-меркаптоэтанола (Sigma-
Aldrich, США) и перемешивали в течение 10 мин. В ре-
акционную смесь добавляли растворы 0,15 мкмоль  
(0,30 мкмоль, 0,45 мкмоль, 0,75 мкмоль, 1,5 мкмоль 
или 7,5 мкмоль) rAFP3d в 0,01 М PBS (pH 7,4) и доводи-
ли pH раствора до 8,5 с помощью 10 М NaOH (Merck, 
Германия). rAFP3d был получен ранее в лаборато-
рии ОАО «ВНЦМДЛ» [17]. После 30 мин инкубирова-
ния к полученной реакционной смеси добавляли  
1,5  мкмоль этаноламина (Fluka, Германия) для оста-
новки реакции, и перемешивали реакционную смесь 
еще 10 мин. Очистку и выделение целевого про-
дукта реакции – rAFP3d-NP проводили с помощью 
гель-фильтрации на сорбенте Superose 12 (GE Нealth-
care, США), элюируя 0,1 M NH4HCO3 (Sigma-Aldrich, 
США). Для лиофилизации очищенной целевой фрак-
ции rAFP3d-NP подбирали тип и концентрацию крио-
протектора, добавляя сахарозу, глюкозу или D-манни-
тол (5 или 10 масс. %; х.ч. ООО «АО РЕАХИМ», Россия). 
Образцы лиофилизировали в течение 24 ч (Alpha 2-4, 
Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Герма-
ния) и хранили при +4 °С.

Эффективность конъюгации (ЭК) определяли по 
формуле: 

ЭК = (mi/mf) × 100 %,

где mi – внесенная в реакционную смесь масса rAFP3d, 
мг; mf – конечная масса rAFP3d в лиофилизирован-
ном продукте (конъюгат rAFP3d-NP), мг.
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Исследование кинетики  
высвобождения паклитаксела

Для изучения скорости высвобождения паклитак-
села из rAFP3d-NP использовали метод равновесно-
го диализа через полупроницаемую мембрану. Около 
10  мг rAFP3d-NP (точная навеска) наносили на мемб- 
рану (регенерированная целлюлоза, MWCO 10  кДа), 
неподвижно закрепленную в чаше для диализа Slide-
A-Lyzer™ MINI Dialysis Devices (Thermo Fisher Scientific, 
США). Чашу с навеской опускали на 2–3 мм в стакан с 
диализной средой (0,01 М PBS, pH 7,4) объемом 1,7 л. 
Температура инкубации составила 37  °С, что соот- 
ветствует температуре кровяного русла человека. Че-
рез определенные промежутки времени отбирали 
пробу диализата и сразу же восполняли свежей сре-
дой до первоначального объема. Количественное со-
держание паклитаксела в диализате определяли с по-
мощью ВЭЖХ [16].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Разработка метода получения  
и обоснование состава наночастиц

С целью оптимизации процесса получения нано-
частиц оценивали влияние различных технологичес- 
ких параметров на размер, PDI, дзета-потенциал и DL 
паклитаксела в частицах (рисунки 1, 2).

Для получения частиц были выбраны стандартные 
методы инкапсулирования гидрофобных веществ  – 
нанопреципитация и прямое эмульгирование [18].

Для получения наночастиц был выбран биодегра-
дируемый и биосовместимый сополимер D,L-молоч-
ной и гликолевой кислот (PLGA). С целью дальнейшей 
функционализации поверхности наночастиц оптими-
зацию процесса получения проводили с использо-
ванием полимеров с терминальной карбоксильной 
группой. Ранее нами было показано, что использова-
ние полимера с соотношением лактидных и гликолид-

Рисунок 1. Подбор условий процесса получения наночастиц с паклитакселом методами прямого эмульгирования и преципита-
ции (n = 3). 

Зависимости: а – среднего диаметра, нм; б – индекса полидисперсности (PDI); в – общего содержания (DL, %); г – дзета-потен- 
циала (z, мВ) от условий получения. PVA – поливиниловый спирт; TCM – хлороформ; DCM – дихлорметан; ACTN – ацетон

Figure 1. Optimization of paclitaxel loaded nanoparticles synthesis by direct emulsification and precipitation (n = 3). 

Dependences: а – size, nm; b – polydispersity index (PDI); c – drug loading (DL, %); d – zeta potential (z, mV) on the preparation conditions. 
PVA – polyvinyl alcohol; TCM – chloroform; DCM – dichloromethane; ACTN – acetone
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ных групп 50 : 50 позволяет получить частицы с наи-
меньшими размерами [15, 19]. Известно, что вязкость 
полимера также может влиять на размер частиц [20]. 
Таким образом, для проведения исследований были 
выбраны сополимеры PLGA-СООН (50 : 50) с вязкостью 
0,2 и 0,4 см3/г (PLGA5002А и PLGA5004А соответст- 
венно).

В качестве стабилизатора эмульсии был выбран 
PVA в концентрациях 0,5, 1 и 2 %, поскольку он широ-
ко используется для получения полимерных нано-
частиц, и его эффективность в сравнении с другими 
стабилизаторами была доказана ранее [21].

К характеристикам органических растворителей, 
влияющих на размер частиц, можно отнести поверх-
ностное натяжение и вязкость [22]. Для оценки вли- 
яния данных характеристик на параметры наночастиц 
были выбраны органические растворители: DCM, TCM, 
ТCM/ACTN, в ряду которых значения поверхностного 
натяжения и вязкости уменьшаются [22]. В случае ме-
тода преципитации был использован ацетон, посколь-
ку он является стандартным растворителем для дан-
ной методики [23].

Известно, что концентрация PLGA в органичес- 
кой фазе, а также соотношение объема органичес- 
кой фазы к водной (O : W), влияют на размеры и DL 
за счет изменения вязкости раствора [18]. Ранее на-
ми было показано, что наиболее оптимальные массо-
вые соотношения PLGA : Ptx составляют 5 : 1 и 10 : 1 со-
ответственно [16]. Влияние указанных соотношений 
PLGA : Ptx, а также стандартных соотношений O : W (1 : 3, 
1 : 5, 1 : 10 и 1 : 20) было исследовано в данной работе.

Метод преципитации позволил получить нано-
частицы с меньшими размерами по сравнению с ме-
тодом прямого эмульгирования (рисунок 1). Одна-
ко при использовании последнего значения DL были 

значительно выше, что свидетельствует о более эф- 
фективной инкапсуляции Ptx в наночастицы. В связи с 
чем далее подбор оптимальных параметров прово-
дили по этому методу. 

При дальнейшем исследовании были установле-
ны оптимальные параметры получения наночастиц: 
полимер PLGA5002А, 1 % PVA, DCM в качестве орга-
нической фазы, соотношение PLGA : Ptx 10 : 1, соотно-
шение O : W 1 : 10. Данные параметры позволили полу-
чить наночастицы с наименьшим средним диаметром 
(263 ± 8 нм) и максимальной эффективностью инкап- 
суляции (DL 6 масс. %). Полученные частицы обладали 
дзета-потенциалом –21,7 ± 1,4 мВ, что указывает на их 
агрегационную устойчивость [24]. 

Разработка метода получения  
и обоснование состава rAFP3d-NP 

Наиболее распространенным методом конъюга- 
ции аминсодержащих молекул с карбоксильными 
группами является карбодиимидный, при использо-
вании которого карбоксильные группы на поверх-
ности частиц (PLGA-COOH) сначала активируются EDC 
с образованием промежуточного соединения О-аци-
лизомочевины. Последующее добавление NHS приво- 
дит к образованию более стабильного N-гидроксисук-
цимидного эфира, который реагирует с первичными 
аминогруппами белковых молекул [12].

С целью оптимизации процесса получения конъ-
югата варьировали количество вносимых в реакци-
онную массу EDC, NHS и белковой молекулы (rAFP3d), 
исходя из концентрации карбоксильных групп 6  мг 
KOH/г, указанной в спецификации. Мольное соотно-
шение EDC : NHS составило 1 : 1. Добавление 20-, 10- и 
5-кратного мольного избытка EDC и NHS позволило 
конъюгировать более 89 % внесенного в реакцию бел-
ка. Дальнейшее снижение количества EDC и NHS при-
вело к снижению эффективности протекания реакции. 
Таким образом, использование 5-кратного мольного 
избытка EDC и NHS являлось оптимальным для дан-
ной реакции, поскольку позволяло обеспечивать вы-
сокую эффективность конъюгации при минимальных 
загрузках.

Пятикратный мольный избыток молекулы rAFP3d 
использовали для определения максимально воз-
можного связывания белка с карбоксильными груп-
пами, присутствующими на поверхности наночастиц. 
Количество конъюгированного белка определяли ко-
лориметрическим методом с бицинхониновой кис-
лотой  [25]. Последующее снижение концентрации 
rAFP3d проводили для уменьшения начальных загру-
зок белка с сохранением максимальной эффективнос- 
ти конъюгации. Снижение концентрации белка 
до соотношения PLGA-COOH : rAFP3d 5 : 1 не оказы-
вало значительного влияния (p > 0,05) на эффектив-
ность реакции (таблица 1), при этом концентрация свя-
занного rAFP3d составила 13 масс. %. Эффективность 
связывания при использовании соотношения PLGA-
COOH : rAFP3d 10 : 1 снизилась до 71 %.

Рисунок 2. Кинетика высвобождения паклитаксела из rAFP3d-NP 
(среднее ± SD, n = 3)

Figure 2. Release kinetics of paclitaxel from rAFP3d-NP (mean 
± SD, n = 3)
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Таблица 1. Оценка эффективности конъюгации  
векторной молекулы (rAFP3d) с наночастицами  
[n = 3, среднее ± стандартное отклонение (SD)]

Table 1. Evaluation of the conjugation efficiency  
[n = 3, mean ± standard deviation (SD)]

Мольные соотношения
PLGA : rAFP3d

Molar ratios PLGA : rAFP3d

Эффективность конъюгации 
rAFP3d, %

Conjugation efficiency  
of rAFP3d, %

1 : 5 89 ± 3

1 : 1 92 ± 1

2 : 1 97 ± 2

5 : 1 95 ± 2

10 : 1 71 ± 2

Таким образом, было подобрано оптимальное со-
отношение PLGA-СООН : rAFP3d, равное 5 : 1, позволя-
ющее при минимальных начальных загрузках прово- 
дить эффективную конъюгацию (95 %) всех доступ- 
ных на поверхности карбоксильных групп наночас- 
тиц с белком.

В качестве криопротекторов исследовали наибо-
лее часто используемые в фармацевтической прак-
тике при лиофилизации наночастиц вещества – пред-
ставители класса «углеводы»: сахароза, глюкоза и 
D-маннитол («многоатомные спирты»). Выбор крио-
протектора и его количества проводили, оценивая 
размер и дзета-потенциал rAFP3d-NP до (контроль) и 
после лиофилизации (таблица 2).

Таблица 2. Подбор криопротектора для лиофилизации 
rAFP3d-NP (n = 3, среднее ± SD)

Table 2. Selection of cryoprotectant for lyophilization  
of rAFP3d-NP (n = 3, mean ± SD)

№
Криопротектор
Cryoprotectant

масс. %
% w/w

Средний 
диаметр, нм

Size, nm

Дзета-потенциал, 
мВ

Zeta-potential, mV

1
Контроль
Control

– 267 ± 8 –24 ± 4

2 Сахароза
Sucrose

5 441 ± 4 –7,6 ± 1,6

3 10 302 ± 3 –11,2 ± 1,2

4 Глюкоза
Glucose

5 537 ± 4 –9 ± 2

5 10 316 ± 3 –14 ± 5

6 D-маннитол
D-mannitol

5 311 ± 9 –21 ± 2

7 10 280 ± 12 –27 ± 5

Использование сахарозы и глюкозы в качестве 
криопротекторов для получения rAFP3d-NP привело 
к увеличению среднего диаметра частиц и уменьше-
нию их дзета-потенциала по сравнению с контролем. 
Частицы с наименьшим средним диаметром и наи-
большим значением дзета-потенциала были получе-
ны при использовании D-маннитола с концентрацией 
10 масс. %. 

Исследование кинетики  
высвобождения паклитаксела из наночастиц

Изучение кинетики высвобождения Ptx из  
rAFP3d-NP проводили в среде 0,01 М раствора PBS 
с pH 7,4 при 37  °С. Соотношение массы навески  
rAFP3d-NP к объему среды рассчитывали, исходя из 
растворимости паклитаксела в PBS с pH 7,4 (0,3 мкг/мл) 
[26]. График высвобождения Ptx из rAFP3d-NP пред-
ставляет собой двухфазный профиль с начальным 
«скачком» высвобождения паклитаксела (21 % за 5 ч), 
после чего наблюдается фаза замедленного высвобо-
ждения (см. рисунок 2). Вероятно, начальный «скачок» 
связан с высвобождением Ptx, адсорбированного на 
поверхности rAFP3d-NP, и с диффузией Ptx, распре-
деленного рядом с поверхностью наночастиц  [26]. 
Последующая фаза медленного высвобождения ти-
пична для диффузии вещества из внутренней полос- 
ти наноразмерной формы и начала гидролитических 
процессов, приводящих к деградации полимера [26]. 
Количество Ptx в среде высвобождения за 220  ч со-
ставила 65 % от максимального значения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработан метод получения наноразмерной 

формы паклитаксела в составе наночастиц PLGA, 
конъюгированных с белковой векторной молекулой. 
Оптимизация параметров получения наночастиц и 
подбор условий дальнейшей конъюгации позволили 
получить модифицированные наночастицы со сред-
ним диаметром 280 ± 12 нм, эффективность конъюга-
ции составила 95 %. Изучена кинетика высвобождения 
паклитаксела из rAFP3d-NP in vitro и показана воз- 
можность пролонгированного высвобождения пакли-
таксела из полимерной матрицы. 
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Резюме
Введение. Фитоэкдистероиды – группа природных соединений, родственных по структуре и физиологическому действию экдизону  – 
гормону линьки насекомых. Установлено, что фитоэкдистероиды обладают противоспалительным действием, что дает основание 
полагать наличие у них регенерирующих свойств. Представляет интерес разработка мягкой лекарственной формы, содержащей 
фитоэкдистероиды.
Цель. Совершенствование мазевых композиций с фитоэкдистероидами путем оптимизации состава вспомогательных веществ основы.
Материалы и методы. В качестве активной субстанции использовали серпистен, содержащей сумму фитоэкдистероидов, основным 
из которых является 20-гидроксиэкдизон и получаемый из листьев Serratula coronata L. Сырье серпухи венценосной листья 
зарегистрировано Федеральной службой Роспотребнадзора (г. Москва) для получения БАД (Гр № 77.99.23.3.У.1922.3.08), субстанция 
серпистен (Гр № 77.99.23.3.У.1923.3.08. ТУ 9369-002-15092611-2008). В работе использовали вспомогательные вещества, разрешенные 
к медицинскому применению: моноглицериды дистиллированные, эмульгатор Т-2, твин-80, натрий-карбоксиметилцеллюлоза, 
поливиниловый спирт, гидроксид алюминия, аэросил, вазелин, масло вазелиновое, масло подсолнечное. Оптимизацию состава 
вспомогательных веществ мази проводили по плану греко-латинского квадрата 4 × 4 с повторными наблюдениями. В качестве 
технологических параметров оценивали концентрацию водородных ионов водных извлечений мазей; кислотное число; высвобождение 
серпистена из мази в агаровый гель, термостабильность структуры. Структурно-механические свойства мазевой композиции 
оптимального состава определяли на ротационном вискозиметре RHEOTEST RV 2.1 (RHEOTEST Medingen GmbH, Германия). В качестве 
препарата сравнения использовали мазь «Бепантен» (GP Grenzach Produktsions GmbH, Германия).
Результаты и обсуждение. В ходе оптимизации состава дифильной мази с серпистеном установлено, что соотношение гидрофобной и 
гидрофильной фаз должно быть 1 : 1, в мазевую основу целесообразно вводить эмульгатор Т-2, аэросил и смесь вазелина и вазелинового 
масла в пропорции 1 : 1. В результате проведенных исследований по оптимизации мазевых композиций предложен следующий состав мази 
серпистена: серпистен – 0,02; эмульгатор Т-2 – 3,0; аэросил – 3,0; вазелин – 23,0; масло вазелиновое – 23,0; спирт этиловый 40 % – 1 мл; вода 
очищенная до 100,0. Сравнительный анализ эффективной вязкости показал, что предлагаемый состав по этому показателю максимально 
приближен к вязкости мази «Бепантен».
Заключение. Выполнен комплекс технологических исследований по оптимизации состава мази серпистена 0,02 % на дифильной основе. 
Разработанный состав и технология позволили получить композицию, обладающую термостабильностью, приблизить водородный 
показатель мази к рН кожи человека и добиться параметров, входящих в реологический оптимум для дерматологичесих мазей 
(0,34–108 Па ∙ с).

Ключевые слова: мазь, фитоэкдистероиды, вспомогательные вещества, показатели качества, реологические характеристики
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Abstract
Introduction. Phytoecdysteroids are a group of natural compounds related in structure and physiological effect to ecdysone – the hormone of 
insect molting. Phytoecdisteroids have been found to have an antiflammatory effect, which suggests that they have regenerative properties.The 
development of a soft dosage form containing phytoecdysteroids is of interest.
Aim. Improvement of ointment compositions with phytoecdysteroids by optimizing the composition of base adjuvants.
Materials and methods. As an active substance was used Serpisten, containing the sum of phytoecdysteroids, the main of which is 
20-hydroxyecdysone and obtained from the leaves of Serratulaecoronatae. Raw materials "Serpukhi crowned leaves" were registered by the 
Federal Service Rospotrebnadzor (Moscow) for the production of dietary supplements (Gr. No. 77.99.23.3.U.1922.3.08), substance Serpisten 
(Gr. No.  77.99.23.3.U.1923.3.08. TU 9369-002-15092611-2008). In work were used the excipients allowed for medical use: the monoglycerides 
distilled, T-2 emulsifier, tween 80, sodium – carboxymethylcellulose, polyvinyl alcohol, hydroxide of aluminum, aero forces, vaseline, oil vaseline, 
sunflower oil. Optimization of ointment auxiliary substances composition was carried out according to the Greco-Latin 4 × 4 square plan with 
repeated observations. The concentration of hydrogen ions from aqueous ointments was evaluated as process parameters; acid number; release 
of serpistene from ointment into agar gel, thermal stability of structure. The structural and mechanical properties of the optimal composition 
ointment composition were determined on a RV type REOTEST 2.1 rotary viscometer (RHEOTEST Medingen GmbH, Germany). Ointment Bepanten 
(GP Grenzach Produktions GmbH, Germany) was used as a comparison preparation.
Results and discussion. During optimization of the composition of the diphilic ointment with serpistene, was found that the ratio of hydrophobic 
and hydrophilic phases should be 1 : 1, it is advisable to introduce into the ointment base an emulsifier T-2, aerosil and a mixture of vaseline and 
vaseline oil in the proportion of 1 : 1. As a result of the carried out studies on the optimization of ointment compositions, the following serpisten 
ointment composition is proposed: serpisten – 0.02; emulsifier T-2 – 3.0; aerosil – 3.0; vaseline – 23.0; vaseline oil – 23.0; ethyl alcohol 40 % – 1 ml; 
purified water to 100.0. Comparative analysis of effective viscosity showed that the proposed composition is as close as possible to the Bepanten 
ointment.
Conclusion. A set of technological studies was carried out to optimize the composition of the Serpisten, 0.02 % ointment on a diphilic basis. The 
developed composition and technology made it possible to obtain a composition with thermal stability, bring the hydrogen index of the ointment 
closer to the pH of human skin and achieve the parameters included in the rheological optimum for dermatological ointments (0.34–108 Pa ∙ s).

Keywords: ointment, phytoecdysteroids, excipients, quality indicators, rheological characteristics
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ВВЕДЕНИЕ
Актуальность создания лекарственных средств на 

основе фитоэкдистероидов подтверждается рядом 
научных публикаций, содержащих эксперименталь-
ные данные по широкому спектру их фармакологичес- 
ких эффектов от адаптогенного до репаративного [1–
7]. В последнее время актуализировался поиск новых 
растительных источников, содержащих фитоэкдисте-
роиды [8–10]. Получена культура генетически транс-
формированных корней (hairy roots) Sileneroemeri Friv.
как источника фитоэкдистероидов [11].

Среди доступных источников фитоэкдистероидов 
можно выделить культивируемое сырье серпухи вен-
ценосной листья. Несмотря на то, что серпуха венце-
носная не является фармакопейным растением, со-
держание фитоэкдистероидов в ней на порядок выше, 
чем в сырье левзеи сафлоровидной [5]. Исследовате-
лями Института биологии Коми НЦ Уро РАН разрабо-
тана технология активной субстанции серпистена, 
включающей в себя семь фитоэкдистероидов с преоб-
ладанием 20-гидроксиэкдизона [12]. 

Особый интерес представляет разработка и со-
вершенствование мягких лекарственных форм с фи-
тоэкдистероидами, так как они показали хорошие ре-
зультаты в гнойной хирургии, лечении термических и 
химических ожогов [5]. В 1998–2001 годах запатенто-
ваны составы мазей «Виспосил», «Валеодонт», «Виспо-
дент», «Витадерм» на основе суммарных препаратов 
фитоэкдистероидов из растений родов Silence, Ajuga, 
Serratula. Основы вышеуказанных мазей включают 
большое количество вазелина, который, как извест-
но, нарушает газообмен, плохо высвобождает лекарст- 
венные вещества и обладает низкой осмотической и 
адсорбционной активностью [13]. 

На базе ФГБОУ ВО «Пермская государственная 
фармацевтическая академия» проведены исследова-
ния по разработке мазевых композиций, содержащих 
серпистен, оценены их реологические параметры. 
Установлена зависимость высвобождения активной 
субстанции из мазей от природы основы. Наилучшие 
результаты по высвобождению серпистена показала 
композиция на дифильной основе, включающая: сер-
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пистен; спирт этиловый; вазелиновое масло; вазелин; 
МГД; аэросил; вода очищенная [14].

Результаты исследования структурно-механичес- 
ких свойств указывают на то, что дифильная мазь, со-
держащая серпистен, в отличие от гидрофобной и 
гидрофильной композиции, укладывается в реологи-
ческий оптимум, характеризующийся эффективной 
вязкостью 0,34–108 Па ∙ с – для мазей гидрофильной 
природы и 0,32–93,3 Па ∙ с – для гидрофобной приро-
ды. Однако мазь предложенного состава имеет недо-
статочно широкую петлю гистерезиса и меньшее зна-
чение предельного напряжения сдвига по сравнению 
с мазью «Бепантен», включающей декспантенол, про-
тегин Х, спирт цетиловый, спирт стеариловый, воск 
пчелиный белый, ланолин, парафин мягкий белый, 
масло миндальное, парафин жидкий, воду очищенную 
(GP Grenzach Produktions GmbH, Германия)  [14]. На-
личие широкой петли гистерезиса у препарата срав-
нения свидетельствует об устойчивых структурно- 
механических свойствах. Более низкий показатель 
напряжения сдвига дифильной композиции с серпис- 
теном говорит о необходимости внесения в состав 
композиции загустителей [15].

С целью совершенствования композиций мазей 
проведена оптимизация состава вспомогательных 
веществ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве активной субстанции использовали 

серпистен – стандартный очищенный препарат фито-
экдистероидов серпухи венценосной, полученный в 
лаборатории биохимии и биотехнологии растений 
института биологии Коми НЦ УрО РАН. Серпистен 
вводили в основу в виде водно-спиртового раствора 
в соотношении 1 : 50 до содержания в мази 0,02 %.

При выборе состава мази исследовали вспомога- 
тельные вещества, разрешенные к медицинскому при- 
менению: эмульгаторы моноглицериды дистиллиро-
ванные (МГД) (ТУ 10-1197-95, АО «Нижегородский мас-
ло-жировой комбинат»), эмульгатор Т-2 (ТУ 10-1198-95,  
ЗАО  «Ласкрафт»), твин-80 (ТУ 16-14-938-79, АО «ВЕК-
ТОН»); загустители: натрий-карбоксиметилцеллюло-
за (Nа-КМЦ) (ТУ 2231-001-68373646-2010, АО  «ВЕК-
ТОН»), поливиниловый спирт (ПВС) (ГОСТ 10779-78, 
ОАО «Невинномысский Азот», Россия), гидроксид алю-
миния (Филиал АО НПО «Микроген» г.  Пермь, Пермс- 
кое НПО  «Биомед»), аэросил (ТУ  24.1-31695418-002-
2003, АО  «ВЕКТОН»); гидрофобная фаза: вазелин 
(ГОСТ  3582-84, ЗАО  «СП «Химпром»), масло вазели-
новое (ЛСР-007829/08-061008 с изменениями №  1–8, 
АО  «Медхим»), масло подсолнечное (ГОСТ 1129-2013, 
ООО «Алтайский подсолнух»).

Технология мазей включала следующие техноло-
гические приемы: эмульгаторы сплавляли с гидро-
фобной основой; загустители – ПВС, Nа-КМЦ, гидрок-
сид алюминия и аэросил – вводили в виде гелей и 
суспензий. 

Водно-спиртовой раствор серпистена вводили 
вместе с остальными гидрофильными компонентами 
в сплав основы и эмульгатора по типу эмульсии.

Исследование влияния свойств вспомогательных  
веществ на технологические параметры проводили 
по плану греко-латинского квадрата 4 × 4 с повтор-
ными наблюдениями. В качестве технологических па-
раметров оценивали рН мазей (ОФС 1.2.1.0004.15 
«Ионометрия»), кислотное число (ОФС 1.2.3.0004.15 
«Кислотное число»), высвобождение серпистена из 
мази.

При использовании метода диффузии в агаровый 
гель применяли 2%-й агаровый гель следующего сос- 
тава: 20,0 агара микробиологического, 8,9 г натрия 
хлорида, 0,3 г калия хлорида, 0,39 г кальция хлорида, 
очищенной воды до 1000 мл. В качестве индикатора 
использовали 4 мл 10%-го раствора 2,4-динитрофе-
нилгидразина, который вводили в процессе приготов-
ления геля.

Полученный раствор геля разливали в чашки Пет- 
ри и выдерживали в течение 24 ч. В геле металличес- 
ким цилиндром (d = 8 мм) вырезали лунки, в которые 
помещали исследуемые образцы мазей (0,3 г). Систе-
му термостатировали при температуре 37  °С 24 часа, 
после чего определяли размеры окрашенных в ин-
тенсивно-коричневый цвет зон вокруг каждой выем- 
ки соответствующей мази с помощью миллиметровой 
бумаги.

Структурно-механические свойства мазевой ком-
позиции оптимального состава определяли на рота-
ционном вискозиметре RHEOTEST RV 2.1 (RHEOTEST 
Medingen GmbH, Германия). Проводили три измере-
ния с интервалом в 30  мин при температуре 30  °С 
(масса навески образца – 0,1  г). Скорость вращения 
конуса изменяли последовательно от 0,333 до 145,8 
оборотов в секунду (по 12 скоростям вращения) и 
после достижения максимального для данного при-
бора касательного напряжения сдвига последователь-
но уменьшали скорость вращения. Обработку экспе-
риментальных данных проводили по разработанной 
программе REOTEST на персональном компьютере. 

Мазь «Бепантен» выбрана в качестве препарата 
сравнения для проведения реологических исследо-
ваний вследствие того, что предварительными ис-
следованиями по реологии и высвобождению сер-
пистена из мазей наилучшие результаты показала 
композиция на дифильной основе. Мазь «Бепантен» 
является также дифильной, обладает схожими пока-
заниями к применению, ее структурно-механические 
характеристики укладываются в рамки реологичес- 
кого оптимума для дифильных мазей, что указывает 
на возможность использования ее в качестве препа-
рата сравнения. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
При оптимизации состава мази выбраны факто-

ры, оказывающие влияние на качество мазевых ком-
позиций с серпистеном: процент гидрофильной фазы: 
А1 – 10 %, А2 – 30 %, А3 – 50 %, А4 – 75 %; вид эмульгато-
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ра: В1– МГД, В2 – эмульгатор Т-2, В3 – твин-80, В4 – смесь 
эмульгатора Т-2 и МГД; вид загустителя: С1 – Nа-КМЦ, 
С2 – ПВС, С3 – гель гидроксида алюминия, С4 – аэросил; 
природа гидрофобной фазы: D1 – вазелин, D2 – масло 
вазелиновое, D3 – смесь вазелина и масла вазелиново-
го, D4 – масло подсолнечное.

В ходе проведения экспериментов получено 16 
мазевых композиций, составы которых представле-
ны в таблице 1. Содержание серпистена во всех ком-
позициях составляло – 0,02 г. Полученные мазевые 
композиции выдерживали в прохладном месте (ОФС 
1.1.0010.15 «Хранение лекарственных средств») в те-
чение 24 часов, после чего проводили оценку по 
внешнему виду.

Шесть мазевых композиций имели удовлетвори-
тельный внешний вид и представляли собой однород-
ные мази, мягкой консистенции, белые с желтоватым 
оттенком или бежевого цвета (составы 1, 2, 3, 5, 10, 12). 

Остальные составы (4, 6, 7, 8, 9, 11, 13, 14, 15, 16) в те-
чение 24 часов хранения расслаивались.

На следующем этапе определяли такие показа-
тели качества модельных композиций мазей, как рН 
водной вытяжки, кислотное число и высвобождение 
серпистена в агаровый гель. В таблице 2 приведены 
данные среднего значения трех опытов по определе-
нию показателей.

При определении рН мазевых композиций уста-
новлено, что значения находятся в пределах от 5,69 до 
6,65.

Дисперсионный анализ показателя рН по кри-
терию Фишера (таблица 3) показал, что на водород-
ный показатель водной вытяжки существенное влия-
ние оказывают вид загустителя (Fрасч. 8,45 > Fкр. 4,76) и 
эмульгатора (Fрасч. 8,29 > Fкр. 4,76) а также процент гид- 
рофильной фазы (Fрасч. 5,14 > Fкр. 4,76).

Таблица 1. Состав мазевых композиций с серпистеном

Table 1. Formulation of ointment compositions with serpisten

№
Компоненты, г
Components, g

1
МГД 3,0
Distilled monoglycerides 3.0

Гель Nа-КМЦ 3,0
Gel Nа-CMC 3.0

Вазелин 87,0
Vaseline 87.0

Вода очищенная 7,0
Purified water 7.0

2
Т-2 10,0
Emulsifier T2 10.0

Гель ПВС 10,0
PVA gel 10.0

Масло вазелиновое 80,0
Vaseline oil 80.0

–

3
Твин-80 1,0
Tween 80 1.0

Гель гидроксида алюминия 10,0
Aluminium hydroxide gel 10.0

Вазелин : масло вазелиновое (1 : 1) 
89,0
Vaseline : Vaseline oil (1 : 1) 89.0

–

4
Т-2 – МГД (1 : 1) 5,0
Emulsifier T2 – Distilled monoglyce- 
rides (1 : 1) 5.0

Аэросил 5,0
Aerosil 5.0

Масло подсолнечное 80,0
Sunflower oil 80.0

Вода очищенная 10,0
Purified water 10.0

5
МГД 3,0
Distilled monoglycerides 3.0

Гель ПВС 5,0
PVA gel 5.0

Вазелин : масло вазелиновое (1 : 1) 
67,0
Vaseline : Vaseline oil (1 : 1) 67.0

Вода очищенная 25,0
Purified water 25.0

6
Т-2 10,0
Emulsifier T2 10.0

Гель Nа-КМЦ 3,0
Gel Nа-CMC 3.0

Масло подсолнечное 60,0
Sunflower oil 60.0

Вода очищенная 27,0
Purified water 27.0

7
Твин-80 1,0
Tween 80 1.0

Аэросил 5,0
Aerosil 5.0

Вазелин 64,0
Vaseline 64.0

Вода очищенная 30,0
Purified water 30.0

8
Т-2 – МГД (1 : 1) 5,0
Emulsifier T2 – Distilled monoglyce- 
rides (1 : 1) 5.0

Гель гидроксида алюминия 10,0
Aluminium hydroxide gel 10.0

Масло вазелиновое 65,0
Vaseline oil 65.0

Вода очищенная 20,0
Purified water 20.0

9
МГД 3,0
Distilled monoglycerides 3.0

Гель гидроксида алюминия 10,0
Aluminium hydroxide gel 10.0

Масло подсолнечное 47,0
Sunflower oil 47.0

Вода очищенная 40,0
Purified water 40.0

10
Т-2 10,0
Emulsifier T2 10.0

Аэросил 5,0
Aerosil 5.0

Вазелин : масло вазелиновое (1 : 1) 
35,0
Vaseline : Vaseline oil (1 : 1) 35.0

Вода очищенная 50,0
Purified water 50.0

11
Твин-80 1,0
Tween 80 1.0

Гель Nа-КМЦ 3,0
Gel Nа-CMC 3.0

Масло вазелиновое 49,0
Vaseline oil 49.0

Вода очищенная 47,0
Purified water 47.0

12
Т-2 – МГД (1 : 1) 5,0
Emulsifier T2 – Distilled monoglyce- 
rides (1 : 1) 5.0

Гель ПВС 5,0
PVA gel 5.0

Вазелин 66,0
Vaseline 66.0

Вода очищенная 24,0
Purified water 24.0

13
МГД 3,0
Distilled monoglycerides 3.0

Аэросил 5,0
Aerosil 5.0

Масло вазелиновое 15,0
Vaseline oil 15.0

Вода очищенная 77,0
Purified water 77.0

14
Т-2 10,0
Emulsifier T2 10.0

Гель гидроксида алюминия 10,0
Aluminium hydroxide gel 10.0

Вазелин 15,0
Vaseline 15.0

Вода очищенная 65,0
Purified water 65.0

15
Твин-80 1,0
Tween 80 1.0

Гель ПВС 5,0
PVA gel 5.0

Масло подсолнечное 24,0
Sunflower oil 24.0

Вода очищенная 70,0
Purified water 70.0

16
Т-2 – МГД (1 : 1) 5,0
Emulsifier T2 – Distilled monoglyce- 
rides (1 : 1) 5.0

Гель Nа-КМЦ 3,0
Gel Nа-CMC 3.0

Вазелин : масло вазелиновое (1 : 1) 
20,0
Vaseline : Vaseline oil (1 : 1) 20.0

Вода очищенная 72,0
Purified water 72.0
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Таблица 2. Показатели качества мазевых композиций  
с серпистеном

Table 2. Quality indicators of ointment compositions  
with serpisten

№ состава
№ 

composition
рН

Кислотное 
число, мг

Acid 
number, mg

Высвобождение 
фитоэкдистероидов, 

мм
Phytoecdysteroid 

release, mm

1 6,59 ± 0,29 0,28 ± 0,01 6,00 ± 0,30

2 5,69 ± 0,23 0,17 ± 0,01 6,00 ± 0,36

3 6,35 ± 0,25 0,22 ± 0,01 13,00 ± 0,91

4 6,20 ± 0,18 2,75 ± 0,08 6,00 ± 0,33

5 6,51 ± 0,30 0,11 ± 0,01 6,00 ± 0,54

6 6,55 ± 0,05 0,73 ± 0,01 6,00 ± 0,45

7 6,36 ± 0,28 0,39 ± 0,01 6,00 ± 0,24

8 6,60 ± 0,23 0,17 ± 0,01 6,00 ± 0,49

9 6,29 ± 0,27 0,34 ± 0,01 6,00 ± 0,30

10 6,14 ± 0,19 0,62 ± 0,02 6,00 ± 0,44

11 6,49 ± 0,27 0,22 ± 0,01 14,00 ± 0,55

12 6,39 ± 0,21 0,11 ± 0,01 6,00 ± 0,43 

13 6,26 ± 0,23 0,79 ± 0,02 6,00 ± 0,23

14 6,08 ± 0,16 0,28 ± 0,01 6,00 ± 0,33

15 6,35 ± 0,22 0,22 ± 0,01 15,00 ± 0,62

16 6,65 ± 0,29 0,11 ± 0,01 6,00 ± 0,37

Таблица 3. Дисперсионный анализ результатов  
определения рН

Table 3. Variance analysis of pH results
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A 3 0,18 0,06 5,14 4,76

B 3 0,29 0,10 8,29 4,76

C 3 0,30 0,10 8,45 4,76

D 3 0,05 0,02 1,36 4,76

Остаток
Rest

6 0,07 0,01 – –

Общая cумма
Total amount

15 0,88 – – –

Для статистически значимых факторов проведе-
ны множественные сравнения с использованием ран-
гового критерия Дункана. Ряды предпочтительности 
для фактора А имели следующий вид: 10 % гидрофиль-
ной фазы (А1) > 50 % (А3), для фактора В: эмульгатор 
Т-2 (В2) > МГД (В1), а для фактора С: аэросил (С4) > ПВС 
(С2). Полученные данные свидетельствуют о необхо-
димости использования в качестве вспомогательных 
веществ эмульгатора второго рода (эмульгатор Т-2) и 
загустителя аэросила для стабилизации мазевой ком-
позиции при соотношении гидрофобной и гидро-
фильной фаз 1 : 1.

Результаты дисперсионного анализа показателя 
«Кислотное число» представлены в таблице 4.

Таблица 4. Дисперсионный анализ результатов  
определения показателя «Кислотное число»

Table 4. Dispersion analysis of the results of determining  
the acid number
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A 3 0,80 0,27 1,93 4,76

B 3 0,60 0,20 1,46 4,76

C 3 2,45 0,82 5,94 4,76

D 3 1,57 0,53 3,82 4,76

Ошибка
Rest

6 0,83 0,14 – –

Общая cумма
Total amount

15 6,24 – – –

Показатель F-критерия указывает на существен-
ное влияние на кислотное число фактора С (загусти-
тель). Согласно ранговому критерию Дункана полу-
чен следующий ряд предпочтительности: аэросил > 
Na-КМЦ > алюминия гидроксид > ПВС. Наименьшее 
значение кислотного числа мази с серпистеном на-
блюдается, когда гидрофильная фаза составляет 50 % 
от массы модельного образца, в качестве эмульга-
тора выступает МГД или эмульгаторы Т-2 и МГД, а  
гидрофобная фаза представлена смесью вазелина и 
вазелинового масла.

Результаты дисперсионного анализа при изуче-
нии влияния изучаемых факторов на высвобождение 
фитотоэкдистероидов отражены в таблице 5.

Таблица 5. Дисперсионный анализ результатов определения  
высвобождения фитоэкдистероидов

Table 5. Dispersion analysis of phytoecdysteroid release results
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A 3 12,5 4,17 2,00 4,76

B 3 108 36,00 17,28 4,76

C 3 12,5 4,17 2,00 4,76

D 3 12,5 4,17 2,00 4,76

Ошибка
Rest

6 12,5 2,08 – –

Общая cумма
Total amount

15 158 – – –

Фармацевтическая технология
Pharmaceutical Technology



94 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2021. Т. 10, № 4
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2021. V. 10, No. 4

При этом высвобождение фитоэкдистероидов из 
составов 3, 11, 15 достоверно отличалось от осталь-
ных композиций в лучшую сторону. 

Однако дополнительными исследованиями уста-
новлено, что твин-80 дает окраску при взаимодейст- 
вии с индикатором. Таким образом, не выявлено вли-
яния изучаемых составов мазей на высвобождение 
серпистена.

Следовательно, в ходе оптимизации состава ди-
фильной мази с серпистеном установлено, что соот-
ношение гидрофобной и гидрофильной фаз должно 
быть 1 : 1, в мазевую основу целесообразно вводить 
эмульгатор Т-2, аэросил и смесь вазелина и вазелино-
вого масла в пропорции 1 : 1.

В ходе экспериментальных исследований установ-
лены условия стерилизации предлагаемой основы, 
позволяющей использовать ее в составе мазей рано-
заживляющего действия: термическая стерилизация 
в течение 30 минут при 110 °С, 0,5 атм. Стерилизацию 
мазевых основ проводили в стеклянных термостой-
ких флаконах с ватно-марлевыми пробками под об-
вязку с последующим определением показателей рН 
и кислотного числа. После стерилизации данный об- 
разец обладал однородной консистенцией со значе-
нием рН 7,19 и кислотного числа 0,28.

В результате проведенных исследований по оп-
тимизации мазевых композиций с серпистеном пред-
ложен следующий состав: 

Серпистен – 0,02.
Эмульгатор Т-2 – 3,0.
Аэросил – 3,0.
Вазелин – 23,0.
Масло вазелиновое – 23,0.
Спирт этиловый 40-%-й – 1 мл.
Вода очищенная до 100,0.
Сравнительный анализ эффективной вязкости 

показал, что вязкость предлагаемого состава находит-
ся в границах оптимума как гидрофильных, так и гид- 
рофобных мазей (рисунок 1).

На рисунке 1 показано, что состав мази после оп-
тимизации имеет лучшие реологические параметры: 
более широкую петлю гистерезиса и более высокие 
значения напряжения сдвига в сравнении с исходным 
составом мази. Таким образом, оптимизация состава 
дифильной мази позволила улучшить его реологичес- 
кие характеристики. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Выполнен комплекс технологических исследо-

ваний по оптимизации состава мази серпистена 
0,02 % на дифильной основе. Разработанный состав 
и технология позволили получить композицию, обла- 
дающую термостабильностью, приблизить водород-
ный показатель мази к рН кожи человека. Вязкость 
мази с серпистеном находится в границах оптимума 
как гидрофильных, так и гидрофобных мазей. 
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Рисунок 1. Реограммы течения мазевых композиций при 32 °С

Figure 1. Ointment composition flow rheograms at 32 °C
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Резюме
Введение. В настоящем обзоре рассмотрено современное состояние технологий ультразвукового выделения биологически активных 
компонентов из лекарственного растительного сырья и растительного сырья, перспективного для использования в медицинской и 
косметологической практике. Основной акцент сделан на «зеленые» технологии, интенсифицирующие процессы выделения таких 
компонентов, как флавоноиды. 
Текст. Современные технологии подразумевают использование комбинированных методов, включающих помимо ультразвука 
существенное измельчение сырья перед процессом экстракции, применение сверхкритических растворителей (сжиженных газов) 
под избыточным давлением. Также было рассмотрено влияние мощности ультразвука и температуры на выход извлекаемых 
компонентов. 
Заключение. 1. Для увеличения выхода биологически активных соединений из растительного сырья среди различных физических 
методов интенсификации экстракции, доминирует применение ультразвука. 2. Ультразвуковую экстракцию можно разделить на 
несколько основных типов: экстракция в ультразвуковой ванне, применение погружных ультразвуковых излучателей, а также совмещение 
ультразвуковой экстракции с дополнительными видами воздействия. 3. В литературных источниках наиболее полно представлены 
примеры использования ультразвуковой экстракции для выделения фенольных соединений, причем отмечено, что параметры 
необходимо подбирать индивидуально для каждого отдельного растительного объекта. 4. Мощность ультразвука и характер экстрагента 
могут влиять на протекания окислительных процессов в экстракте, причем такие явления характерны не только для слишком высоких 
мощностей, но и для низких. 5. Ультразвук может значительно повысить выход биологически активных соединений даже при водной 
экстракции свежего сырья. 6. Спектр выбора экстрагентов для проведения ультразвуковой экстракции растительного сырья достаточно 
велик. Могут применяться как органические растворители (этанол, метанол, этилацетат, ацетон), так и вода, а также смеси различных 
экстрагентов.

Ключевые слова: лекарственное растительное сырье, ультразвук, мощность, температура, измельченность, избыточное давление, 
сверхкритическая экстракция
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Abstract
Introduction. This review examines the current state of technology for ultrasonic isolation of biologically active components from medicinal 
vegetal raw materials. The main emphasis is placed on "green" technologies that intensify the processes of isolation of components such as 
flavonoids.
Text. Modern technologies imply the use of combined methods, including, in addition to ultrasound, significant grinding of raw materials before 
the extraction process, the use of supercritical solvents (liquefied gases) under excessive pressure. The effect of ultrasound power and temperature 
on the output of the extracted components was also considered.
Conclusion. 1. To increase the yield of biologically active compounds from plant raw materials among various physical methods of extraction 
intensification, the use of ultrasound dominates. 2. Ultrasonic extraction can be divided into several main types: extraction in an ultrasonic bath, 
the use of submersible ultrasonic emitters, as well as the combination of ultrasonic extraction with additional types of influence. 3. In the literature, 
examples of the use of ultrasonic extraction for the isolation of phenolic compounds are most fully presented, it being noted that the parameters 
need to be selected individually for each individual plant. 4. The power of ultrasound and the nature of the extractant can affect the course of 
oxidative processes in the extract, and such phenomena are characteristic not only for too high capacities, but also for low ones. 5. Ultrasound can 
significantly increase the yield of biologically active compounds even in aqueous extraction of fresh raw materials. 6. The spectrum of extractants 
selection for ultrasonic extraction of plant raw materials is quite large. Both organic solvents (ethanol, methanol, ethyl acetate, acetone) and water 
can be used, as well as mixtures of various extractants.

Keywords: medicinal plant raw materials, ultrasound, power, temperature, grinding, overpressure, supercritical extraction
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ВВЕДЕНИЕ
Современные технологии получения биологичес- 

ки активных соединений (БАС) из растительного сы-
рья направлены на оптимизацию процессов экст- 
ракции, которая заключается в подборе условий для 
обеспечения большего выхода продукта, сокращении 
времени извлечения, снижения себестоимости про-
дукта. Для этих целей часто применяются различные 
физические методы, такие как действие ультразвука, 
электрического поля (растворитель является диэлект- 
риком), инфракрасного света (разогрев экстракцион-
ной смеси, более мягкий, чем при прямом нагреве), 
микроволнового излучения, а также экстракция под 
воздействием высокого давления (до 500 Мпа). По-
добные технологии существенно увеличивают выход 
биологически активных веществ из лекарственно-
го растительного сырья (ЛРС), по сравнению с класси- 
ческими методами экстракции [1]. 

В последнее время наблюдается большой инте-
рес к использованию высокоэнергетических методов 
экстракции, которые включают микроволновую или 
ультразвуковую экстракцию для выделения природ-

ных биоактивных соединений из растительного ле- 
карственного и пищевого сырья [2–5].

Внимание исследователей чаще всего сфокуси-
ровано на экстракции фенольных соединений в свя-
зи с их высокой и разнообразной фармакологической 
активностью, причем в подавляющем большинстве 
работ для повышения выхода и интенсификации про-
цесса извлечения этой группы БАС применяется ульт-
развук [6–14].

Целью настоящей работы является информа-
ционно-аналитические исследования по примене-
нию ультразвука в экстракции биологически актив-
ных соединений из лекарственного растительного 
сырья.

Параметрами ультразвуковой экстракции, влия-
ющими на выход полифенолов и антиоксидантную 
активность экстрактов, являются температура, час- 
тота и мощность ультразвука, а также время экст- 
ракции [3]. 

Критические параметры, оказывающие влияние 
на выход целевого продукта при воздействии ультраз-
вука, приведены в таблице 1 [4].
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Таблица 1. Параметры, влияющие  
на ультразвуковую экстракцию, и обоснование их значимости

Table 1. Parameters influencing on ultrasonic extraction  
and substantiation of their significance

Параметр
Parameter

Обоснование
Confirmation

Интенсивность ульт-
развука

Ultrasound intensity

Порог кавитации требует минималь-
ной интенсивности

The cavitation threshold requires a 
minimum intensity

Давление парообра-
зования экстрагента

Vaporization pressure 
of the extractant

Летучие растворители снижают не-
обходимую энергию и тем самым порог 
кавитации; кавитация в растворителях 
с очень низким давлением пара затруд-
нена

Volatile solvents reduce the required 
energy and the cavitation threshold; cavi-
tation in solvents with very low vapor pres-
sure is difficult

Температура
Temperature

Повышение температуры увеличивает  
кавитацию, потому что давление пара 
увеличивается, однако при повышении 
температуры выше 50 °С внутри полости 
достигается более низкое давление, что 
может привести к снижению сонохими-
ческих эффектов

Temperature rising increases cavitation, 
because the vapor pressure increases, ho- 
wever, when the temperature rises above 
50 °C, a lower pressure is reached inside the 
cavity, which can lead to a decrease in so- 
nochemical effects

Содержание газа в 
жидкой фазе экстра-
гента

Gas content in the li- 
quid phase of the extrac- 
tant

Газ, действующий как кавитационные 
ядра, снижает порог кавитации, при этом 
моноатомные газы, такие как He, Ar, Ne, 
более эффективны, чем двухатомные 
газы, например N2, O2, воздух, в усилении 
кавитации

Gas, acting as cavitation nuclei, lowers 
the threshold of cavitation, while monoa-
tomic gases such as He, Ar, Ne are more ef-
fective than diatomic gases, such as N2, O2, 
air, in enhancing cavitation

Давление 
Pressure

В общем случае, если внешнее давле-
ние увеличивается, наблюдается более 
низкий порог кавитации

In general, if the external pressure inc- 
reases, a lower cavitation threshold is ob-
served

Влияние ультразвука на процесс экстракции не 
ограничивается увеличением выхода целевого про-
дукта, ультразвук также оказывает антисептическое 
действие и увеличивает срок хранения водных экст- 
рактов. Отмечено, что существенно понижаются ко-
личества микроорганизмов группы кишечной палоч-
ки, группы сальмонелл, группы стрептококков, а также 
плесеней и дрожжевых грибков [5]. Проявление этих 
эффектов напрямую зависит от параметров проведе-
ния процесса экстракции: мощности ультразвука, вре-
мени воздействия и температуры.

В литературе имеются сравнительные данные 
двух способов экстракции «зеленой химии», а имен-
но с применением ультразвука и микроволнового из-

лучения на примере корней девясила (Inula heleni-
um  L.) [6]. Определяли выход БАС при использовании 
в качестве экстрагентов 70%-го метанола, этанола и 
воды. В экстрактах установлено наличие углеводов 
(сахаров, фруктоолигосахаридов и инулина), суммы 
фенольных соединений и флавоноидов. Водные экст- 
ракты, полученные методом ультразвуковой экстрак-
ции, показали наибольшее содержание инулина (38  г  
на 100  г массы высушенного растительного материа-
ла). Было установлено, что наивысшей антиоксидант-
ной активностью обладает 70%-й этанольный экст- 
ракт, полученный в опыте с ультразвуком. Причи-
на этого, вероятно, связана с высоким содержанием 
суммы фенольных соединений в 70%-м этанольном  
экстракте, полученным с применением ультразвука. 
Так, было зафиксировано, что в извлечении домини-
руют хлорогеновая кислота (1,84 мг/г) и флавоноиды 
(кверцетин, кемпферол и катехины). Ультразвуковая 
экстракция оценивалась как перспективный подход 
для извлечения суммы БАС из корней девясила по 
сравнению с микроволновым облучением.

Также были изучены методы экстракции с помо-
щью воздействия микроволн и ультразвука для извле-
чения природных фенольных соединений из отходов 
цедры лайма [7]. Для прогнозирования оптимальных 
условий каждого параметра экстракции на основе 
данных по общему содержанию соединений феноль-
ной природы, антиоксидантной активности и поло-
вины максимальной ингибирующей концентрации,  
использовалась методология поверхности отклика с 
трехуровневой и трехфакторной конструкцией Бок-
са  –  Бенкена. Результаты исследования показали, что 
оптимальное содержание суммы фенольных соедине-
ний для микроволновой экстракции было получено 
при концентрации этанола 55 %, мощности микроволн 
140 Вт в течение 45 с, кратность экстракции составила 
8  раз. Между тем наибольшая сумма фенольных со- 
единений при ультразвуковой экстракции отмечена 
при концентрации этанола 55 %, амплитуде ультраз-
вука 38 % и времени экстракции 4 мин. Ультразвуко-
вая экстракция показала себя как более эффективный 
метод для суммарного извлечения фенольных соеди-
нений с высокой антиоксидантной активностью и  
экономией времени экстракции на 33 % по сравнению 
с микроволновой экстракцией. Следовательно, ульт- 
развуковая экстракция более предпочтительна для 
извлечения фенольных соединений из отходов цедры 
лайма. 

Экстракция фенольного комплекса была иссле-
дована на примере ядер и обезжиренной шелухи се-
мян подсолнечника (Helianthus annuus L.) с использо-
ванием ультразвуковой и микроволновой экстракции. 
Состав полученных извлечений был изучен методом 
ультравысокоэффективной жидкостной хроматогра-
фии с масс-детектором с электроспрейной иониза- 
цией (UHPLC-ESI-MS). Авторами было рассмотрено 
влияние таких параметров, как природа растворителя, 
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объем растворителя, температура и время. Было пока-
зано, что высокоэнергетические методы экстракции 
позволили снизить расход растворителя и сократить 
время процесса, а выходы экстракции анализируемых 
веществ были равны или в некоторой степени выше, 
чем при использовании традиционных методов. Об-
щее содержание полифенолов в полученных образцах 
изучали методом Фолина – Чокольтеу (Folin – Ciocalteu 
method) и результаты представляли в мкг-эквивален-
тах галловой кислоты по отношению к массе (г) сухого 
экстракта. Ядра семян подсолнечника оказались бо-
лее богатыми фенольными соединениями по сравне- 
нию со жмыхом, для которого применение физичес- 
ких методов практически не приводило к повышению  
эффективности экстракции. Антиоксидантную актив-
ность образцов определяли спектрофотометрическим 
методом 2,2-дифенил-1-пикрилгидразила-радикала 
с использованием бутилированного гидрокситолу- 
ола в качестве эталона. Среди фенольных соединений 
шелухи и ядер жмыха доминировали фенолкарбоно-
вые кислоты, главным образом хлорогеновая, кофей-
ная, коричная, 4-гидроксибензойная и п-кумаровая 
кислоты. 

В литературе представлено большое количество 
однофакторных экспериментов ультразвуковой экст- 
ракции, которые подтвердили влияние температуры 
экстракции на выход полифенолов. Отмечено влия-
ние температуры на содержание антоцианов, флаво-
ноидов и общее содержание фенольных соединений 
в экстрактах кожуры Nephelium lappaceum, получен-
ных с использованием ультразвуковой экстракции. Ре-
зультаты показали, что выход фенольных соединений  
увеличивался за счет увеличения пористости мате-
риала, сольватации и массопереноса при повыше-
нии температуры экстракции [8]. При этом повышен-
ная температура снижает поверхностное натяжение 
и вязкость экстрактов, что также повышает выход  
экстракции. Однако многие фенольные соединения 
легко гидролизуются и окисляются при высоких тем-
пературах, особенно при продолжительной экст- 
ракции. Было показано, что общее содержание фе-
нольных соединений в экстрактах снижается при тем-
пературах, превышающих 60  °С, вследствие окисли-
тельной деградации БАС. 

При увеличении мощности ультразвука с 50 до 
150  Вт усиливаются кавитационные эффекты при из-
влечении полифенолов из цедры плодов Nephelium 
lappaceum и виноградных косточек [9]. Выход поли-
фенолов из растертых чайных листьев возрастал на 
16,6 % с увеличением мощности с 25 до 125  Вт  [10]. 
Экстракция фенольных соединений листьев Acer trun- 
catum повышалась на 9,5 % при возрастании мощ- 
ности со 150 до 240 Вт [11]. 

Однако повышение эффективности экстракции 
при высокой мощности ультразвука может сопрово-
ждаться образованием гидроксильных радикалов, ко-

торые вызывают окисление фенольных соединений, 
особенно в случае использования в качестве экст- 
рагента воды [12]. Таким образом, можно сделать вы-
вод, что для снижения деградации полифенолов не-
обходимо ограничивать использование высокой 
мощности ультразвука.

Помимо мощности ультразвука, влияние на вы-
ход полифенолов оказывает и частота ультразву-
ка. Было показано, что частота ультразвука напря-
мую связана с составом полифенолов и флавоноидов 
в экстрактах  [13]. Согласно некоторым исследова-
ниям, увеличение частоты ультразвука в пределах 
мощности ультразвукового диапазона 20–100  кГц  
приводило к увеличению выхода полифенолов. В экс-
перименте было также показано, что низкие часто-
ты усиливают акустическую кавитацию, что приводит 
к значительным физико-химическим изменениям 
в материалах. Общее содержание БАС фенольной 
природы и антиоксидантная активность экстрактов 
персика и тыквы имели самые высокие показатели 
при частоте 37 кГц [14].

Другим фактором, влияющим на выход фенольных 
соединений, при ультразвуковой экстракции являет-
ся выбор экстрагента, который зависит от его свойств: 
полярности, температуры плавления, температуры 
кипения, плотности, удельного веса, сродства к целе-
вому компоненту, а также влияния активность экст- 
рагируемого соединения. Отмечено, что в ряде слу-
чаев экстрагент может реагировать с выделяемыми 
соединениями. Биохимические и физико-химические  
свойства экстрагентов, используемых для ультразву-
ковой экстракции, определяют природу экстракци-
онной среды и взаимодействуют с обрабатываемым 
материалом и экстрагируемыми соединениями, что 
может влиять на стабильность полифенолов и эффек-
тивность процесса выделения БАС [15].

Отмечено, что для ультразвуковой экстракции 
могут применяться комплексные экстрагенты, состо-
ящие как из органической, так и из водной фаз в раз-
личных соотношениях [16]. Органические раствори- 
тели, такие как этанол, метанол, ацетон и изопропа-
нол, смешанные с различными пропорциями воды, 
широко используются для извлечения антиоксидант-
ных комплексов из растительных источников с ис-
пользованием ультразвуковой экстракции. 

В некоторых исследованиях экстрагенты подкис-
ляют, чтобы предотвратить окисление фенольных со-
единений [17]. При этом соотношение органический 
растворитель : вода определяется сродством экстра-
гируемых полифенолов к растворителям, т. е. чем по-
лярнее целевое соединение, тем больше воды в сме-
си растворителей.

Сравнение современных (ультразвуковая экст- 
ракция, СВЧ-экстракция и ускоренная экстракция) и 
традиционных (мацерация и в аппарате Сокслета) ме-
тодов экстракции приводится на примере Tanacetum 
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parthenium (L.) Sch.Bip. [18]. Авторы определяли хи- 
мический профиль экстрактов растения методом 
жидкостной хроматографии сверхвысокого давле-
ния – тандемной масс-спектрометрии (UHPLC-MS/MS). 
В экстрактах было установлено наличие шестидеся-
ти различных фенольных соединений, относящих-
ся к классам фенольных кислот, флавоноидных гли-
козидов и флавоноидных агликонов. Кроме того, 17 
компонентов были определены количественно с ис-
пользованием соответствующих стандартов, и было 
установлено, что современная экстракция способст- 
вует более высокому выходу фенольных соединений 
в сравнении со всеми изученными традиционными 
методами. Оценка антиоксидантной активности экст- 
рактов проводилась in vitro с помощью пяти стан-
дартных методик. Антиоксидантная активность пре-
обладала в экстрактах, полученных современны-
ми методами, что связано с высоким содержанием 
галловой кислоты (0,27  мг/г экстракта) и флавонои-
дов в пересчете на рутин (0,52  мг/г экстракта). Экст- 
ракты Tanacetum parthenium также показали значи-
тельную ингибирующую активность α-глюкозидазы 
(1,63–1,67  ммоль эквивалента акарбозы / г экстракта) 
и умеренную ингибирующую активность в отношении 
α-амилазы (0,51–0,56 ммоль/г экстракта). Также была 
показана высокая активность экстрактов в отноше-
нии холинэстераз и тирозиназ. Параметры ультразву-
ковой экстракции, используемые авторами, следую-
щие: экстрагент – 96%-й этанол, соотношение сырья и 
экстрагента 1 : 20; экстракция проводилась в ультраз-
вуковой ванне в течении 1 часа при 30  °С. Отмечено, 
что извлечения Tanacetum parthenium, полученные 
таким способом, могут рассматриваться в качестве 
компонентов новых лекарственных препаратов.

Существенный объем информации по примене-
нию ультразвуковой экстракции представлен в па-
тентных документах, опубликованных как в России, 
так и за ее пределами.

Так, в патенте М. Г. Сульмана [19] предложен 
способ экстракции из сухого растительного сырья, 
в котором авторы зафиксировали параметры про-
ведения процесса: экстрагент этанол, частота ультраз-
вука 22  кГц, интенсивность ультразвукового воздейст- 
вия от 12 до 70 Вт/см2, время воздействия от 180 до 
420  с. Объектом исследования были: листья и корни 
женьшеня, цветки и плоды боярышника, трава зве-
робоя и трава пустырника. Отмечено, что данные  
условия повышают выход полисахаридов в 1,5–2 раза 
по сравнению с экстракцией без ультразвука. Однако 
не ясно, может ли ультразвук повлиять на раствори-
мость полисахаридов в крепких спиртах, так как ав-
торы не указывают изучаемый диапазон концентра-
ций спирта.

Известен также способ получения водораствори-
мого экстракта из растительного сырья с примене- 
нием ультразвуковой экстракции, отличающийся тем, 

что измельчение и экстракцию осуществляют в диа-
пазоне частот 22 ± 1,65 кГц и интенсивности ультраз-
вука от 4 до 10 Вт/см2 [20], в одном реакторе с после-
дующим отделением жидкого экстракта от балластных 
веществ центрифугированием.

Также интерес представляет способ выделения 
пектиновых веществ в нативном состоянии из плодо-
вых оболочек шиповника [21]. Процесс экстракции 
включает следующие стадии: предварительное зама-
чивание измельченных (размер частиц 2,0 мм) плодо-
вых оболочек шиповника водой в течение одного часа 
при температуре 20  °С; экстрагирование под дейст- 
вием ультразвука частотой 22 кГц, мощностью 20  Вт 
при плотности энергии 0,2 Вт/см3 в течение 10 минут. 
Температуру в процессе ультразвуковой экстракции 
не контролировали.

Отдельный интерес представляет ультразвуковая 
экстракция биологически активных веществ сжижен-
ными газами [22]. Сконструирована специальная уста-
новка для экстракции биологического сырья сжижен-
ными газами, которая содержит замкнутый контур, 
включающий испаритель, ресивер, конденсатор, экст- 
рактор, снабженный системой подачи и вывода сы-
рья, сборник экстракта, средства для подпитки экст- 
рагента, измерительную и запорно-регулирующую 
арматуру. При этом на наружной поверхности ци-
линдра экстрактора размещены электронагреватель, 
ультразвуковые излучатели для интенсификации экст- 
рагирования и оптроны для контроля уровня сырья 
в рабочем объеме экстрактора. Недостатком такой  
реализации применения ультразвука является специ- 
фика экстрагента, в частности применение углекис-
лого газа позволяет извлекать больше жирораство-
римых веществ (неполярных агликонов различных 
классов) и практически не извлекает гидрофильную 
фракцию. В этом случае извлечение не соответствует  
требованиям фармакопейных статей к настойкам и 
экстрактам ЛРС.

В литературе описаны примеры извлечения комп- 
лекса БАС методами многократной двухфазной экст- 
ракции в комплексе с ультразвуковой экстракцией.  
Отмечено, что биохимическая активность исследо-
ванных экстрактов БАС достигает максимального зна-
чения при УЗ обработке в течение 7–10 мин. При бо- 
лее длительной УЗ обработке происходит уменьше- 
ние количества антиоксидантов в экстракте возмож-
но из-за частичной деструкции БАС. Использование 
ультразвука приводит к увеличению содержания сум-
мы антиоксидантов в растительных экстрактах и тем 
самым повышает эффективность процесса экстрак-
ции. Полученные таким образом экстракты стабильны  
и сохраняют свои антиокислительные свойства в те-
чение длительного времени (более 60 суток) [23].

Обобщенные данные по применению ультразвука 
в экстракции БАС из растительного сырья представ-
лены в таблице 2 [2, 23–66].
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
1. Для увеличения выхода биологически активных 

соединений из растительного сырья среди раз-
личных физических методов интенсификации 
экстракции доминирует применение ультразвука.

2. Ультразвуковую экстракцию можно разделить 
на несколько основных типов: экстракция в ульт- 
развуковой ванне, применение погружных ульт- 
развуковых излучателей, а также совмещение 
ультразвуковой экстракции с дополнительными  
видами воздействия. Из анализа литературных 
данных следует, что большинство авторов пресле-
дуют цель повысить экстракцию фенольных со- 
единений и получить экстракты с высокой антиок-
сидантной активностью. Однако имеются данные 
по увеличению выхода моно- и полисахаридов, 
эфирного масла и индивидуальных биологически 
активных веществ. Также экстракты, полученные 
с применением ультразвука, способны ингибиро-
вать активность ряда гидролитических фермен-
тов, а также они сохраняют свою стабильность 
более длительное время, в том числе и за счет 
снижения общей микробной обсемененности 
растительных объектов.

3. Анализ литературы показал, что варьируя пара-
метрами ультразвуковой экстракции, такими как 
частота, мощность и амплитуда ультразвукового 
воздействия, характер растворителя, время экст- 
ракции, становиться возможным выделять те или 
иные компоненты и получать экстракты с улучшен-
ными антиоксидантными и другими свойствами. 
Таким образом, систематические исследования по 
влиянию различных параметров ультразвука мо-
гут явиться предпосылкой для фракционного вы-
деления отдельных групп биологически активных 
веществ. Однако для каждого индивидуального 
случая необходимо подбирать параметры ульт-
развукового воздействия, чтобы добиться необхо-
димого эффекта.

4. Мощность ультразвука и характер экстрагента 
могут влиять на протекание окислительных про-
цессов в экстракте, причем такие явления харак-
терны не только для слишком высоких мощностей, 
но и для низких.

5. Ультразвук может значительно повысить выход  
биологически активных соединений даже при вод- 
ной экстракции свежего сырья. При этом во всех 
проанализированных источниках отмечено, что 
применяемые параметры ультразвуковой экстрак-
ции обеспечивают сохранность анализируемых 
биологически активных веществ, либо путем про-
ведения детального ВЭЖХ-анализа, либо путем 
доказательства данного факта анализом суммы 
экстрагируемых соединений или антиоксидант-
ной активности экстракта.

6. Отличительной особенностью ультразвуковой 
экстракции является возможность широкого вы-
бора экстрагентов: как органических растворите-

лей (этанол, метанол, этилацетат, ацетон), так и во-
ды, а также смесей различных экстрагентов.

7. Ультразвуковая экстракция применяется не толь-
ко для интенсификации традиционных техноло-
гий получения настоек и экстрактов, но и в соче-
тании с такими эффективными и современными 
методами, как сверхкритическая флюидная и 
двухфазная экстракции.
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Резюме
Введение. Интраназальная доставка лекарственных средств напрямую из носа в мозг является одним из многообещающих направлений 
для лечения заболеваний головного мозга, включающих нейродегенеративные расстройства, инсульт, опухоли головного мозга и т. д. 
Текст. Доставка лекарства через нос имеет ряд преимуществ, среди которых быстрое наступление фармакологического эффекта, 
возможность обхода гематоэнцефалического барьера, снижение вероятности возникновения побочных эффектов, а также быстрый 
и неинвазивный способ введения. Однако существенными недостатками данного пути является сравнительно быстрое вымывание 
с поверхности слизистой оболочки, плохое проникновение лекарства через слизистую носа, мукоцилиарный клиренс и действие 
протеолитических ферментов. В настоящее время для преодоления вышеуказанных ограничений используются различные направления, 
среди которых следует отметить разработку систем доставки из носа в мозг, представляющих собой мукоадгезивные, мукус-проникающие 
и гелеобразующие системы, способствующие удерживанию или проникновению лекарств через слизистую оболочку. При этом 
значительную роль при конструировании такого рода систем занимают высокомолекулярные соединения. В частности, мукоадгезивные 
системы могут быть получены из катионных и анионных полимеров. Недавние исследования также показали проявление мукоадгезивных 
свойств у интерполиэлектролитных комплексов. Увеличение мукоадгезивных свойств полимеров при конструировании систем доставки 
лекарств может быть также достигнуто путем присоединения к ним различных функциональных групп, таких как тиолы, малеимиды, 
акрилаты, метакрилаты, катехолы и т.  д. Мукус-проникающие системы могут быть получены путем ПЭГилирования наночастиц, а 
также функционализацией с помощью некоторых поли-(2-оксазолинов), поливинилового спирта и др., что было показано на других 
слизистых оболочках организма. Наконец, увеличение проникновения возможно достичь путем использования муколитических 
средств в комбинации с неионогенными поверхностно-активными веществами. Другим подходом для увеличения эффективности 
доставки лекарств из носа в мозг является использование гелеобразующих систем. В частности, актуальным является гелеобразование 
in situ. Данный вид гелей на первом этапе представляет собой раствор, в дальнейшем в ответ на химическое и физическое воздействие 
происходит фазовый переход, сопровождающийся образованием геля. В зависимости от внешней стимуляции фазового перехода 
различают термо-, рН-, ионообратимые и другие системы, показавшие свою эффективность для доставки в мозг путем интраназального 
введения.
Заключение. Эффективная интраназальная доставка лекарственных средств и терапевтических агентов в мозг может быть достигнута 
путем использования мукоадгезивных, мукус-проникающих и гелеобразующих систем и/или их комбинаций.

Ключевые слова: системы доставки лекарств, интраназальное введение, доставка из носа в мозг
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Abstract
Introduction. Intranasal drug delivery from nose-to-brain is one of the promising approaches for the treatment of brain diseases including 
neurodegenerative diseases, stroke, brain tumors, etc.
Text. Delivery of drugs through the nose has a number of advantages, including the rapid onset of a pharmacological effect, the ability to bypass 
the blood-brain barrier, avoidance of some side effects and fast and non-invasive route of administration. However, the significant disadvantages 
of this route are rapid elimination of the drug from the surface of the mucosal membrane, poor penetration of the drug through the nasal mucosa, 
mucociliary clearance and effects of proteolytic enzymes. Currently, to overcome the above limitations, various approaches are used, including 
the development of delivery systems from nose-to-brain, which are mucoadhesive, mucus-penetrating and gel-forming systems that facilitate the 
retention or penetration of drugs through the mucosal membranes. At the same time, high-molecular weight compounds play a significant role 
in the design of these systems. In particular, mucoadhesive systems can be prepared from cationic and anionic polymers. Recent studies have also 
shown that interpolyelectrolyte complexes also exhibit mucoadhesive properties. An improvement in mucoadhesive properties of polymers can 
also be achieved by conjugating various functional groups such as thiols, maleimides, acrylates, methacrylates, catechols, etc. Mucus-penetrating 
systems can be prepared by PEGylation of nanoparticles, as well as functionalization with some poly(2-oxazolines), polyvinyl alcohol, etc. The 
mucus-penetrating ability of these polymers has been shown in other mucosal membranes in the body. Finally, increased penetration can be 
achieved by using mucolytic agents in combination with non-ionic surfactants. Another approach to increase the efficiency of drug delivery from 
nose-to-brain is the use of in situ gelling systems. Initially, this type of formulation exists as a solution; then a phase transition to gel is observed in 
response to chemical and physical effects. Depending on the external stimulation of the phase transition, thermo-, pH-, ion-reversible and other 
systems are known. These systems have shown effectiveness for delivery to the brain by intranasal administration.
Conclusion. Effective intranasal delivery of drugs and therapeutic agents to the brain can be achieved by using mucoadhesive, mucus-penetrating, 
gelling systems and/or their combinations.

Keywords: drug delivery systems, intranasal administration, nose-to-brain delivery
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время актуальным направлением в 

медицине и фармации является интраназальная до-
ставка лекарственных средств напрямую из носа в 
мозг. Обширный интерес к данному пути введения 
связан с его преимуществами, среди которых высо-
кий уровень всасывания в системный кровоток, быст- 
рое наступление фармакологического эффекта, вы-
сокая биодоступность, отсутствие «эффекта первого 
прохождения» через печеночный барьер; и большая 
распространенность заболеваний мозга, регистри-
руемых у населения. В частности, по данным Нацио-
нального института неврологических расстройств и 
инсульта только в ряду нейродегенеративных заболе-
ваний отмечается около 600 типов неврологических 
расстройств [1, 2], большинство из которых не под-
даются полному излечению [3]. Основной причиной 
развития данного рода патологий является постепен-
ная и необратимая гибель нервных клеток в централь-
ной нервной системе (ЦНС), что ведет к когнитивным 
и двигательным нарушениям. Наиболее известными и 
распространенными заболеваниями из данной груп-
пы являются болезни Альцгеймера [4], Паркинсона [5], 

Гентингтона [6] и Ниманна – Пика [7]. Фармакотерапия 
при этом направлена на симптоматическое лечение 
и ключевое значение имеет их ранняя диагностика. 

Помимо нейродегенеративных расстройств, ког-
нитивные нарушения могут быть обусловлены па-
тологическими процессами, связанными с заболева-
ниями сосудов головного мозга [8, 9], и данный вид 
патологий играет ключевую роль при развитии ин-
сульта [10]. Патогенез заболеваний сосудов головно-
го мозга до конца не изучен [11, 12], что объясняется 
ограниченной возможности визуализации происходя-
щих процессов. 

Злокачественные опухоли мозга также относятся 
к распространенным заболеваниям ЦНС и занимают 
второе место по смертности от онкологии у детей [13]. 
Несмотря на значительные успехи терапии этих за- 
болеваний, включающей в себя прием лекарствен-
ных средств, лучевую терапию, стереотаксическую 
радиохирургию и хирургическое лечение, прогноз 
остается, к сожалению, неутешительным. 

Лекарственная терапия во многом ограничена 
ввиду наличия гематоэнцефалического барьера (ГЭБ), 
представляющего собой высокоорганизованную ге-
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терогенную систему, которая контролирует пере-
нос различных веществ из крови в мозг [14, 15]. ГЭБ 
состоит из плотно закрытых цереброваскулярных  
эндотелиальных клеток, перицитов и отростков 
астроцитов  [16], каждый из которых, выполняя свои 
функции, формирует надежный барьер от проникно-
вения различных ксенобиотиков. В поддержании го-
меостаза мозга также участвует и гемато-ликворный 
барьер, ограничивающий ЦНС от кровеносного русла. 
Таким образом, благодаря работе гематоэнцефали-
ческого и гемато-ликворного барьеров обеспечива-
ется защита ЦНС не только от проникновения пато-
генов, но и лекарственных средств [17].

Однако в последнее десятилетие внимание уче-
ных все больше привлекает возможность обойти ГЭБ 
с помощью простого и неинвазивного способа – ис-
пользования интраназального пути введения лекарст- 
венных средств.

Строение и физиологические особенности  
носовой полости

Наличие уникальных преимуществ интраназаль-
ного пути введения для доставки лекарственных 
средств связано с анатомическим строением носовой 
полости. Полость носа разделена на две половины с 
помощью перегородки, которые образуют преддве-
рие, дыхательную и обонятельную части [18], при этом 
общая площадь носовой полости составляет около 
160  см2 [19]. Спереди носовая полость представлена 
ноздрями, а сзади с помощью хоан (внутренние носо-
вые отверстия) связывается с носовой частью глотки. 
Преддверие носа расположено под хрящевой частью 
носа и имеет небольшую площадь поверхности, по-
крытую плоским эпителием, который является про-

должением эпителиального покрова кожи (рисунок 
1). В данной части также имеются потовые железы и 
реснички, которые фильтруют и очищают вдыхаемый 
воздух. Небольшая площадь поверхности в совокуп-
ности с низкой проницаемостью делает эту область 
менее привлекательной для доставки лекарственных 
средств [20, 21]. 

Дыхательная часть носовой полости покрыта сли-
зистой оболочкой, состоящей из реснитчатого эпите-
лия и соединительной ткани. В данной области име-
ются базальные, бокаловидные, нереснитчатые и 
мерцательные столбчатые клетки; последние два ти-
па клеток имеют микроворсинки, а бокаловидные 
клетки продуцируют муцин, умеренно увлажняющий 
эпителий [20, 22] (рисунок 2). 

Боковая стенка носовой полости имеет носовые 
раковины: нижнюю, среднюю и верхнюю, которые 
ограничивают соответствующие носовые ходы  [23]. 
Эта часть имеет наибольшую площадь поверхности, 
обогащенную кровеносными сосудами, что делает 
ее наиболее благоприятным местом для абсорбции и  
системного действия лекарственных средств  [24, 25]. 
Более того, данная область иннервируется первой 
(глазной) и второй (верхнечелюстной) ветвью трой-
ничного нерва, начинающейся от моста ствола го-
ловного мозга. Она и может быть использована для 
доставки лекарственных средств в ЦНС [1, 26]. Обо-
нятельная часть носовой полости находится выше 
средней носовой раковины и содержит обонятель-
ные, поддерживающие и базальные клетки. Послед-
ний тип клеток выполняет функцию поддержания и 
восстановления слизистой оболочки в данной облас- 
ти. Поддерживающие клетки содержат микроворсин-
ки, обеспечивающие сенсорную стимуляцию слизис- 
той оболочки, и выполняют функцию механической 

Рисунок 1. Схема сагиттального разреза полости носа

Figure 1. Schematic section of the nasal cavity
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поддержки эпителиальных клеток путем окружения 
нейронов обонятельных рецепторов [18, 27–29]. Обо-
нятельные нервные пути являются основным цент- 
ром доставки лекарственных средств в ЦНС, при этом 
наибольшая концентрация вводимых интраназаль-
но лекарственных средств наблюдается непосредст- 
венно в обонятельных луковицах [30]. Несомненно, 
важнейшей составляющей носовой полости, обеспе-
чивающей местную защиту слизистой оболочки ор-
ганов дыхания от различных внешних воздействий и 
попадания экзогенных веществ, включая лекарствен-
ные средства, является наличие мукоцилиарной сис- 
темы или мукоцилиарного клиренса [31]. Мукоцили-
арная система состоит из реснитчатого эпителия, пе-
рицилиарного слоя секрета, увлажняющего поверх-
ность и облегчающего колебательные движения 
(биение) ресничек, и непосредственно слизи (муку-
са)  [32]. Биение ресничек происходит в перицилиар-
ном слое и состоит из трех фаз: эффективный удар, 
при котором реснички выпрямляются и погружают-
ся в слизь; далее следует продвижение слизи вперед, 
проталкивая при этом и экзогенные вещества и, в ко-
нечном итоге, – возвращение в фазу покоя, при ко-
тором ресничка лежит параллельно поверхности в 
направлении потока слизи [33]. Особую роль в функ-
ционировании мукоцилиарной системы играет как 
частота биения ресничек, так и их координированная 
работа [34]. Любая дисфункция в работе мукоцилиар-
ного клиренса может привести к хроническим респи-
раторным заболеваниям [32]. Ввиду наличия мукоци-
лиарного клиренса сокращается время нахождения 
лекарственных средств в носовой полости; в этой 
связи многообещающим направлением при конст- 
руировании систем доставки лекарств из носа в 
мозг становится использование вспомогательных ве-
ществ, обладающих вязкостью, усиливающих прони-
цаемость слизистой оболочки или повышающих муко-
адгезию [35].

Использование носовой полости  
для введения лекарственных средств

Интраназальный путь введения традиционно ис-
пользуется для местного лечения симптомов ринита. 
С этой целью широко применяются препараты раз-
личных фармакологических групп, включающих де-
конгестанты (сосудосуживающие), антигистаминные, 
противовирусные, антибактериальные и другие ле-
карственные средства. 

При этом в истории медицины имеется доста-
точно примеров практического применения интра-
назального введения с целью проявления системно-
го действия, в частности использование нюхательного 
табака, различных ароматических агентов, лечебных 
паровых ванн, газов и запрещенных наркотиков, та-
ких как кокаин [29, 36]. 

В последнее же десятилетие интраназальный 
путь все чаще рассматривается как альтернативный 
способ введения лекарственных средств и терапев-
тических агентов в ЦНС [37] благодаря возможнос- 
ти обхода ГЭБ, обилию кровеносных сосудов, значи-
тельной области абсорбции лекарственных средств, 
уменьшению системных побочных эффектов, отсутст- 
вию эффекта первого прохождения через печень и 
наличию обонятельных нейронов. Более того, к на-
стоящему времени накоплен значительный опыт ис-
пользования различных лекарственных средств для 
целенаправленного воздействия на ЦНС [38]. Напри-
мер, результаты, полученные при интраназальном 
введении крысам противопаркинсонического средст- 
ва леводопы, продемонстрировали его быстрое и 
полное всасывание в системной кровоток, что от-
крывает широкие возможности для лечения болезни 
Паркинсона [39]. Результаты исследований при внут- 
ривенном и интраназальном введении противоэпи-

Рисунок 2. Схема реснитчатого эпителия полости носа

Figure 2. Schematic of the ciliary epithelium of the nasal cavity
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лептического препарата – «Карбамазепин» – показали 
относительно схожие фармакокинетические профи- 
ли, что подтверждает их быстрое достижение сис- 
темного кровотока [40]. Имеются публикации об инт- 
раназальном введении анальгезирующих препаратов, 
в которых указывается перспективность использова-
ния данного пути в качестве альтернативного спосо-
ба при невозможности проведения внутривенного 
введения [41].

Накоплен опыт интраназального введения раз-
личных белков, пептидов, гормонов и вакцин [42–44]. 
В частности, были проведены клинические испыта-
ния интраназального введения окситоцина для улуч-
шения социального поведения у пациентов с нерв-
ными расстройствами [44, 45]. На фармацевтическом 
рынке имеется интраназальный спрей Syntocinon® 
(Novartis), представляющий собой раствор с содер-
жанием окситоцина [46]. Показана перспективность 
интраназального введения инсулина для доставки в 
мозг при неврологических заболеваниях, ввиду по-
ложительного влияния на энергетический гомеос-
таз, способности к нейропротекции и возможности 
избежать периферических метаболических эффектов 
[47–50]. Результаты интраназального введения кро-
ликам нейропептида гексарелина, стимулирующего 
выработку эндогенного соматотропина, продемонст- 
рировали его прямой перенос из носа в мозг [51]. В 
виде назального спрея, под торговым наименова-
нием Minirin® (SanofiAventis), производится раствор с 
содержанием десмопрессина (средства для лечения  
несахарного диабета), который показал наибольшую 
скорость абсорбции (около 3–5 %) по сравнению с 
сублингвальным и пероральным путями его введе-
ния  [46]. Мощные гуморальные и клеточные иммун-
ные ответы наблюдались как при внутримышечном, 
так и при интраназальном введении мышам вакцины 
против гриппа H7N9 [52].

Таким образом, интраназальное введение пока-
зало свою эффективность в качестве быстрого и не-
инвазивного способа и в настоящее время активно 
исследуется для доставки различных лекарственных 
средств и терапевтических агентов не только в ка-
честве местной терапии, но и для целенаправленно-
го воздействия на ЦНС.

Системы доставки из носа в мозг

Доставка лекарственных средств через нос, не-
сомненно, является одним из многообещающих под-
ходов для улучшения фармакотерапии заболеваний 
мозга [53]. Однако, несмотря на ряд преимуществ, 
интраназальный путь введения имеет свои недостат-
ки для доставки лекарств и терапевтических агентов, 
среди которых быстрое их вымывание с поверхности 
слизистой оболочки, постоянная продукция секре-
тов, действие протеолитических ферментов, наличие 
мукоцилиарного клиренса, относительно небольшой 

объем для введения лекарства и короткое время 
удерживания для его всасывания [54]. В этой связи 
особое внимание уделяется разработке систем до-
ставки из носа в мозг, представляющих собой муко-
адгезивные, мукус-проникающие и гелеобразующие 
системы, способствующих удерживанию или проник-
новению лекарств через слизистую оболочку. При 
этом значительную роль при конструировании тако-
го рода систем занимают высокомолекулярные со- 
единения. Наиболее часто используемыми высоко- 
молекулярными соединениями для получения сис- 
тем доставки лекарств являются полимеры природ-
ного (хитозан [55, 56], крахмал [57], микрокристал-
лическая целлюлоза  [58], гиалуроновая кислота  [59], 
декстран  [60], альбумин [61], желатин [62]) и синтети-
ческого происхождения (полиэфиры, такие как по-
лигликолевая, полимолочная кислота  [63] и ее сопо-
лимеры, полиангидриды [64], полиэтиленгликоль [65], 
поликапролактон [66] и др.). Преимуществами при-
родных полимеров является их низкая токсичность и 
способность к разложению. В отличии от них, при 
использовании полимеров синтетической природы 
отмечается возможность регулирования их механи-
ческих свойств и кинетики распадаемости, что делает 
их выбор более предпочтительным [66–68].

Мукоадгезивные системы

Мукоадгезивные системы способствуют удержи-
ванию лекарства на слизистой ткани, зачастую пу-
тем химических взаимодействий между системой и 
слизистой оболочкой. Макромолекулы, используе-
мые в мукоадгезии, содержат многочисленные функ-
циональные группы, а также являются гидрофильны- 
ми  [69, 70]. Характерными свойствами полимеров, 
представляющих интерес для получения мукоадге-
зивных систем, является наличие либо заряженных 
групп, либо групп способных к образованию водо-
родных связей, а также высокой молекулярной мас- 
сы [71, 72]. 

Известно, что муцины представляют собой глико-
протеины, состоящие из белковой цепи с привитыми 
звеньями олигосахаридов, имеют отрицательный за-
ряд ввиду наличия ионизированных карбоксильных 
групп и сульфатов сложных эфиров [71]. В этой связи 
актуальным является использование полимеров ка-
тионной природы, которые способны взаимодейст- 
вовать с отрицательно заряженными цепями, при-
сутствующими в муцинах. Распространенным кати-
онным полисахаридом, обладающим уникальными 
свойствами, таким как низкая токсичность, биоразла-
гаемость, мукоадгезивность является хитозан. Дан-
ный линейный полимер нерастворим в воде, однако 
в его химической структуре имеются функциональ-
ные группы, которые могут быть использованы для 
различных химических модификаций [73]. Многообе-
щающим направлением для доставки в мозг является 
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получение микро- и наночастиц на основе хитозана, 
что способствует прохождению лекарств и терапев-
тических агентов через слизистую оболочку носа и 
обеспечивает защиту от действия протеолитических 
ферментов  [74]. В частности, для доставки в мозг ме-
тодом ионного гелеобразования были получены на-
ночастицы хитозана с включенным лекарством – пра-
мипексолом, применяющимся для лечения болезни 
Паркинсона. В экспериментах ex vivo было показано, 
что через 24 часа через слизистую носа козы из на-
ночастиц с хитозаном диффундирует около 83 % ле- 
карственного вещества. В экспериментах с определе-
нием содержания уровня дофамина в гомогенате го-
ловного мозга крыс было обнаружено наибольшее 
содержание уровня дофамина при интраназальном 
введении прамипексола в составе наночастиц с хи-
тозаном по сравнению с интраназальным введением 
раствора прамипексола и пероральном приемом таб- 
леток [75]. 

Лекарственное средство с нейролептической ак-
тивностью «Рисперидон», используемое при лечении 
шизофрении, было загружено в наночастицы с хито-
заном, полученные методом ионного гелеобразова- 
ния, и исследована их перспективность при интра-
назальной доставке в мозг. В результате эффектив-
ность мукоадгезии наночастиц с хитозаном соста- 
вила 72,1 %, данный показатель с загруженным риспе-
ридоном был 68,9 %. Последующие исследования in 
vivo также показали увеличение эффективности до-
ставки лекарства в мозг при его интраназальном 
введении в составе наночастиц с хитозаном по срав-
нению с контрольными образцами [76]. 

Примерами катионных синтетических полиме-
ров, проявляющих мукоадгезивные свойства, являют-
ся высокомолекулярные соединения метакрилатной 
структуры с третично-амино и четвертично-аммони-
евыми функциональными группами [77]. 

Мукоадгезивные свойства также проявляют и ани-
онные полимеры, при определенных кислых значе-
ниях рН, ввиду возможного связывания протониро-
ванных карбоксильных групп водородными связями  
с муцином [78]. 

Недавние исследования также показали проявле-
ние мукоадгезивных свойств интерполиэлектролит-
ных комплексов, образованных путем взаимодейст- 
вия химических комплементарных поликатионов и 
полианионов, для интраназальной доставки лекарст- 
венных средств в мозг, эффективность которых дока-
зана в экспериментах на изолированной слизистой 
ткани носа овец и на поведенческой модели «ката-
лепсия» у крыс [79]. 

Увеличение мукоадгезивных свойств полимеров 
при конструировании систем доставки лекарств мо-
жет быть также достигнуто путем конъюгирования к 
ним различных функциональных групп, таких как ти-
олы, малеимиды, акрилаты метакрилаты, катехолы  

и т.  д. [80]. В частности, возможно получение тиоме-
ров, которые образуются с помощью присоединения  
молекул тиольных групп к полимерам. Тиомеры про-
являют улучшенные мукоадгезивные характеристики 
в результате образования ковалентных связей с му-
цином  [81]. Например, были проведены исследова- 
ния назального введения геля на основе поликарбо-
филцистеин/глутатион для доставки гормона роста 
человека. Результаты исследования проницаемости 
на свежевырезанной ткани носа крупного рогатого 
скота продемонстрировали трехкратное увеличение 
показателя при использовании геля поликарбофил-
цистеин/глутатион по сравнению с контролем  – по-
ликарбофилом. Результаты фармакокинетических 
исследований на крысах показали максимальную 
концентрацию в плазме гормона роста при интрана-
зальном введении модифицированного геля поли-
карбофилцистеин/глутатион (114,8 ± 6,3 мМЕ/мл) по 
сравнению с поликарбофилом (10,3 ± 3,7 мМЕ/мл) и 
физиологическим раствором (17,5 ± 2,9 мМЕ/мл), при 
этом время наступления максимальной концентрации 
для всех образцов было одинаково [82]. 

Аналогично тиомерам ковалентные связи с му-
цинами способны образовывать акрилаты, метакри-
латы, малеимиды, катехолы и некоторые другие груп- 
пы  [80]. Имеются исследования о проведении хими- 
ческой модификации катионного терполимера Eud- 
ragit® EPO путем акрилоилирования. В результате на 
изолированной слизистой ткани носа овец наблюда-
лось удерживание около 3,19 ± 1,40 % Eudragit® EPO, 
что связано с его катионной природой, и 6,34 ± 1,01 % 
и 10,89 ± 3,48 % акрилоилированного производного 
терполимера, благодаря введению акрилоильных 
групп [83]. Функциональные группы – малеимиды, 
характеризуются высокой реакционной способнос- 
тью и селективностью к цистеину, что нашло под-
тверждение в исследованиях по конструированию 
малеимид-содержащих наногелей [84], липосом [85] и 
наночастиц [86]. 

Таким образом, использование мукоадгезивных 
полимеров и улучшение их мукоадгезивных харак- 
теристик являются одним из перспективных путей 
конструирования систем для интраназальной до-
ставки лекарственных средств и терапевтических 
агентов.

Мукус-проникающие системы

Эффективность доставки интраназальных сис- 
тем может быть достигнута с помощью улучшения 
проникновения лекарств через назальную слизь  – 
мукус. Несомненно, одним из наиболее часто ис-
пользуемых подходов является получение микро- и 
наночастиц, покрытых полиэтиленгликолем (ПЭГ). 
ПЭГ характеризуется биосовместимостью, антиген-
ностью, отсутствием токсичности и инертностью к 
слизистой ткани. Данный полимер образует «опуш-
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ку» на частицах, которая способствует проникно-
вению и обеспечивает защиту от действия про-
теолитических ферментов [65]. Например, нами 
была проведена химическая модификация полиа-
ниона марки Eudragit® L100-55 c помощью процесса  
ПЭГилирования. Затем с участием модифицирован-
ного полианиона были получены поликомплексы 
Eudragit® EPO/ПЭГилированный L100-55 в виде нано-
частиц с последующим включением модельного ле-
карственного средства – галоперидола. На изоб- 
ражениях, полученных с помощью трансмиссион-
ной электронной микроскопии, наблюдалась «опуш-
ка» из ПЭГа в образце Eudragit® EPO/ПЭГилированный  
L100-55 по сравнению с Eudragit® EPO/L100-55. Более 
того, исследование мукоадгезии на изолированной 
слизистой ткани носа овец показали более быстрое 
смывание поликомплексных наночастиц с участием  
ПЭГилированнного аниона с поверхности слизис- 
той ткани. Фармакологические исследования на кры-
сах продемонстрировали более раннее наступле-
ние эффекта «каталепсии» при интраназальном вве-
дении поликомплексных наночастиц Eudragit® EPO/
ПЭГилированный L100-55/галоперидол по сравне-
нию с Eudragit® EPO/L100-55/галоперидол и раство-
ром галоперидола. Время нахождения в состоянии 
каталепсии на 10-й  минуте эксперимента составило 
178 ± 5  сек при введении наночастиц Eudragit® EPO/
ПЭГилированный L100-55/галоперидол и 59 ± 49  сек 
при использовании Eudragit® EPO/L100-55/галопе-
ридол. Полученные результаты, по всей вероятнос- 
ти, связаны с более быстрым проникновением по-
ликомплексных наночастиц EPO/ПЭГилированный 
L100-55/галоперидол через мукус благодаря нали-
чию «опушки» из ПЭГ [79] (рисунок 3). 

Фармакокинетические исследования при интра-
назальном введении ПЭГилированных наночастиц по-
лилактида с включенным лекарственным средством 
с противовирусной активностью зидовудином пока-
зали увеличение биодоступности вдвое по сравне-
нию с непэгилированными наночастицами полилак-
тида с зидовудином [87]. Интраназальное введение  
ПЭГилированного трансформирующего фактора рос- 
та (TGF-α) продемонстрировало увеличение проли-
ферации нервных клеток в поврежденном мозге и 
улучшение поведенческого ответа у эксперименталь-
ных животных [88]. 

Многообещающей альтернативной для облегче-
ния проникновение систем доставки лекарств через 
мукус, аналогично ПЭГ, является функционализация 
частиц с помощью поли(2-оксазолинов), поливинило-
вого спирта, и других, что было показано на разных 
слизистых оболочках организма [89]. 

Для улучшения всасывания гидрофильных со- 
единений через носовую полость возможно также 
использование муколитических средств в комбина-
ции с неионогенными поверхностно-активными ве-
ществами (ПАВ). Например, композиции на основе 
N-ацетил-1-цистеина и полиоксиэтилен лаурилово-
го эфира показали увеличение биодоступности при 
интраназальном введении [90]. 

Мукус-проникающие системы представляют со-
бой значительный интерес в интраназальной до-
ставке лекарственных средств, поскольку способны 
преодолеть такие ограничительные барьеры для ис-
пользования, как наличие протеолитических фер- 
ментов, мукоцилиарного клиренса и плохой прони-
цаемости гидрофильных соединений, и перспектив-
ность их использования уже продемонстрирована в 
исследованиях на животных.

Рисунок 3. Тест на каталепсию у крыс, вызванную интраназальным введением галоперидола, EPO/L100-55/галоперидол и EPO/
ПЭГилированный L100-55/галоперидол (n = 6, P < 0,05). Перепечатано из [79] с разрешения Elsevier

Figure 3. Catalepsy test in rats by intranasal administration of haloperidol, EPO/L100-55/haloperidol and EPO/PEGylated L100-55/
haloperidol (n = 6, P < 0.05). Reprinted from [79] with permission from Elsevier
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Гелеобразующие системы

Особую роль в конструировании интраназальных 
систем доставки лекарств отводится гелеобразующим 
системам ввиду высокой эффективности, облегчению 
всасывания, поддержке постоянной концентрации 
лекарства, медленному и непрерывному его высво-
бождению, и увеличению времени удерживания на 
слизистой оболочке носовой полости [91]. Одним из 
актуальных подходов при этом является использо-
вание гелеобразования in situ, реагирующего на раз-
дражители. Данный вид гелей на первом этапе пред-
ставляет собой раствор, в котором в дальнейшем в 
ответ на воздействие рН, термические или ионные 
изменения, электрический сигнал или свет происхо-
дит фазовый переход от золя к гелю [92]. В зависи-
мости от химического или физического воздействия 
для стимуляции фазового перехода различают термо-, 
рН-, ионообратимые и другие системы. 

Термообратимые системы представляют значи- 
тельный интерес для интраназальной доставки и  
представлены полимерами как природного (хитозан, 
этил(гидроксиэтил)целлюлоза), так и синтетического 
происхождения (полоксамер). Важным аспектом при 
этом является диапазон используемой температуры, 
который варьируется от 25 до 37  °С, при других зна- 
чениях возможно раннее или позднее гелеобразова- 
ние [93]. В частности, для образования такого ро-
да систем возможно использование хитозана. Термо-
обратимые биогели на основе хитозан/глицерофос- 
фат и хитозан/глицерофосфат/ПЭГ были конструиро-
ваны для интраназальной доставки антидепрессан-
та  – доксепина. В результате композиции демонст- 
рировали увеличение высвобождения лекарства в 
слизистой носа до 8  часов, хорошую мукоадгезию и 
увеличение времени активности на антидепрессив- 
ной модели «поведенческое отчаяние» у мышей [94]. 
Среди полимеров синтетического происхождения 
широкое распространение получили полоксамеры, 
представляющие собой триблок-сополимеры, состо-
ящие из центрального более гидрофобного блока по-
липропиленгликоля и более гидрофильных блоков 
полиэтиленгликоля [95]. Анионные и катионные ли-
пидные наноструктурированные липидные носите-
ли, с включенным в состав противопаркинсоническим 
средством ропиниролом гидрохлоридом на основе 
in situ геля с участием полоксамера 407, были иссле- 
дованы для интраназальной доставки лекарства в го-
ловной мозг [96]. Время высвобождения ропинирола 
гидрохлорида из in situ гелей составило 8 часов, при 
этом концентрация высвободившегося лекарства  
для катионных липидных наноструктурированных  
носителей составила 89,4 %, для анионных – 100 %. При 
использовании анионных и катионных липидных нано-
структурированных носителей и раствора лекарства в 
буфере наблюдалось уменьшение времени высвобожде-
ния (6 и 2 часа соответственно). Результаты исследова-
ния токсичности показали умеренное воспаление сли-

зистой носа при использовании катионных липидных 
наноструктурированных носителей и необратимое 
воспаление при введении анионных, в то время как 
данный эффект отсутствовал у образцов с гелевым со-
ставом. Фармакокинетические исследования на кры-
сах продемонстрировали сохранение концентрации 
ропинирола гидрохлорида в головном мозге при ин-
траназальном введении раствора в течение одного 
часа, в то время как при использовании катионных и 
анионных липидных наноструктурированных носите-
лей in situ гелей данный показатель увеличен до 6 ча-
сов. Время достижения максимальной концентрации 
в мозге при внутривенном введении лекарства соста-
вило 7 минут, при интраназальном – 8 минут. Однако 
в случае интраназального введения катионных и ани-
онных липидных наноструктурированных носителей 
in situ гелей отмечается его сокращение до 3 и 4 минут 
соответственно. 

К ионообратимым системам относится геллан, 
представляющий собой анионный полисахарид. Воз-
можное конструирование гелей in situ с участием  
геллана связано с фазовым переходом в присутст- 
вии ионов Са2+, имеющимся в большом количестве в 
физиологических жидкостях, в частности, в носовой 
полости. Так, имеются данные об использовании гел-
лана для получения геля in situ для интраназальной 
доставки скополамина как средства для профилак-
тики «морской болезни». Полученный гель является 
биосовместимым, а исследования на крысах показа- 
ли снижение эффекта «укачивания» по сравнению с 
пероральным и подкожным введением [97]. 

Среди рН-обратимых систем значительную роль 
занимает сетчатый полимер, представляющий ред-
косшитую полиакриловую кислоту, под названием 
карбопол (Carbopol®). С использованием карбопола in 
situ был получен ниосомальный гель in situ для инт- 
раназальной доставки в мозг лекарственного средст- 
ва с анксиолитической активностью буспирона. В ре-
зультате при использовании ниосомального геля на-
блюдалось увеличение проницаемости буспирона 
через слизистую носа овцы по сравнению с простой 
гелевой композицией с буспироном, и составило 83,49 
и 60 % соответственно [98].

Несомненно, перспективным подходом является 
также комбинации представленных выше полимеров,  
в частности получение in situ геля на основе карбо- 
пола или комбинации – полоксамер/циклодекстрин/
хитозан для конструирования эффективных компо-
зиций для интраназальной доставки напрямую из но-
са в головной мозг [99, 100]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Неврологические расстройства являются одни-

ми из наиболее распространенных заболеваний, ре-
гистрируемых у населения. При этом терапия забо-
леваний мозга ограничена ввиду наличия ГЭБ. Одним 
из путей повышения эффективности фармакотера-
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пии является использование интраназального спосо-
ба введения, устанавливающего прямую связь меж-
ду внешней средой и ЦНС, благодаря особенностям 
строения носовой полости. В этой связи многообе-
щающим направлением в терапии неврологических 
расстройств является разработка интраназальных 
систем доставки лекарств. При этом эффективность 
доставки лекарственных средств и терапевтических 
агентов в головной мозг может быть достигнута пу-
тем использования мукоадгезивных, мукус-прони-
кающих и гелеобразующих систем и/или путем их 
комбинаций.
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Резюме
Введение. Грамицидин С традиционно выпускается в виде таблеток буккальных. В последнее время активно ведутся разработки 
лекарственной формы грамицидина С в виде спрея. Разработанные составы содержат вспомогательные вещества, которые способствуют 
солюбилизации малорастворимого антибиотика, однако истинная структура жидких лекарственных форм грамицидина С остается 
неопределенной. 
Цель. Определить коллоидную структуру и биофармацевтические свойств новой антибактериальной композиции грамицидина С.
Материалы и методы. Образец композиции получали в результате самоорганизации с использованием субстанции грамицидина С 
дигидрохлорида и вспомогательных веществ: пропиленгликоль, полисорбат-80, этиловый спирт, вода очищенная. Для определения 
качественного состава фаз использовалась рамановская спектроскопия. Параметры частиц в композиции устанавливали с 
использованием метода динамического рассеяния света. Для сравнительной оценки параметров высвобождения использовали 
диализ, детектируя концентрацию грамицидина С методом ВЭЖХ. Исследование антимикробного действия проводили в соответствии с 
требованиями Государственной фармакопеи РФ XIV издания.
Результаты и обсуждение. Проведены структурные исследования композиции грамицидина С: определены размер (5–50 нм), 
ζ-потенциал частиц (–1,1: +7,9 мВ). Проведена классификация композиции на основании данных о параметрах и особенностях 
формирования системы, что позволило отнести ее к классу коллоидных растворов. Показано, что исследуемая композиция обладает 
кинетической устойчивостью. Продемонстрирован характер высвобождения действующего вещества в сравнении с исходной 
субстанцией и повышенная растворимость антибиотика в воде. Подтверждено усиление антимикробных свойств пептида в составе 
коллоидного раствора, что связано с синергетическим действием поверхностно-активных веществ и грамицидина С.
Заключение. Установлена коллоидная структура композиции грамицидина С с содержанием 8 мг/мл. Установлено, что включение 
грамицидина С в состав коллоидного раствора приводит к значительному повышению эффективности антибиотика, что открывает 
перспективы к уменьшению дозировки действующего вещества и снижению уровня побочных эффектов при разработке лекарственного 
препарата.

Ключевые слова: грамицидин С, антибиотик, коллоидный раствор, мицеллы
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Abstract
Introduction. Gramicidin S has been conventionally manufactured as buccal tablets. However, in the past decade, the interest in the development 
of spray formulations has been growing. Those formulations contain excipients that enhance the solubility of the antibiotic in water solutions. 
However, the real structure of gramicidin S containing sprays remains unrevealed.
Aim. Investigation of colloidal structure and biopharmaceutical properties of new gramicidin S antibacterial composition.
Materials and methods. The composition sample was obtained using gramicidin S dihydrochloride, propylene glycol, polysorbate-80, ethanol 
and purified water. Raman spectroscopy has been performed to determine the composition of the phases. Dynamic light scattering analysis 
was performed to characterize the composition particles. Release of gramicidin S was performed by dialysis method and the concentration 
was determined by HPLC. The antimicrobial properties were investigated in accordance with the requirements of the XIV edition of the Russian 
pharmacopoeia.
Results and discussion. Dynamic light scattering analysis results show gramicidin S formulation particles having an average size in solution 
5–50 nm and ζ-potential (–1.1: +7.9 mV). Based on the obtained data on the composition properties and formulation parameters it was classified 
as colloidal solution. The kinetic stability evaluation was performed. We compared the solubility in water and release parameters of the active 
pharmaceutical ingredient in the native state and in the micelles. The enhancement of the antimicrobial activity of the peptide in the colloidal 
solution was confirmed and ascribed to the synergic effect gramicidin S – surfactant.
Conclusion. We reported the colloidal type of the composition, that aggregate gramicidin S at a concentration of 8 mg/mL. We found that 
gramicidin S inclusion into the colloidal solution led to significant efficiency increase, which reveals the potential to reduce the drug dose and side 
effects level.

Keywords: gramicidin S, antibiotic, colloidal solution, micelles
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ВВЕДЕНИЕ 
Грамицидин С активен в отношении грамположи-

тельных и грамотрицательных бактерий, а также не-
которых грибов [1], благодаря чему находит приме-
нение в терапии заболеваний, вызванных данными 
микроорганизмами, уже более 70 лет [2].

Однако ввиду отсутствия системной абсорбции 
пептида по причине его низкой растворимости в во-
де грамицидин С находит исключительно местное или  
наружное применение в виде буккальных таблеток 
или растворов для местного применения [3]. 

В последнее время активно ведутся разработки 
лекарственной формы грамицидина С в виде спрея, 
представляющего собой комбинированный препарат 
с цетилпиридиния хлоридом и оксибупрокаином, для 
лечения заболеваний горла и полости рта [4–7]. Так-
же разработан новый состав антибактериальной ком-
позиции грамицидина С на основе системы со-раст- 
ворителей и поверхностно-активных веществ (ПАВ) с 
содержанием от 3,2 до 8,0 мг/мл, отличающейся улуч-
шенным профилем безопасности по сравнению с про-
тотипом [8, 9]. Общим свойством разработанных со-
ставов является использование ПАВ для повышения 
растворимости грамицидина С (таблица 1):

Использование ПАВ является одним из наиболее 
перспективных способов повышения растворимос- 
ти субстанций в воде по причине возможности обра-
зования самоорганизующихся систем [10]. Дополни-
тельная стабильность данных систем обеспечивает-
ся путем введения сорастворителей (спирт этиловый, 
пропиленгликоль или глицерин), обладающих более 
низким значением гидрофильно-липофильного ба-
ланса, за счет образования пленкоподобного комп- 
лекса на границе раздела фаз с получением частиц 
(рисунок 1) [11]:

Рисунок 1. Взаимодействие ПАВ и сорастворителей в составе 
мицелл

Figure 1. Interaction between surfactants and co-solvents in 
micells
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Таким образом, есть основания полагать, что 
представленные в литературе композиции являются 
коллоидными растворами [12].

В настоящей работе приведено исследование кол-
лоидной структуры и биофармацевтических свойств 
новой антибактериальной композиции грамицидина  
С, представленной в патенте RU 2659418 [8], в составе 
которой содержатся грамицидин С в качестве дейст- 
вующего вещества, ПАВ и система сорастворителей 
субстанции, что исключает влияние других вспомога-
тельных веществ на результаты измерения.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве объекта исследования использо-

вали грамицидина С дигидрохлорид (ТУ 9348-023- 
47509455-2012, АО «ПФК Обновление», Россия), вспо-
могательные вещества – пропиленгликоль, EP/USP 
(Ineos Group Ltd, Великобритания), полисорбат-80, EP/
NF (Croda International plc, Великобритания), этиловый 
спирт 95 % (ГФ РФ XIV, ФС.2.1.0036.15) и вода очищен-
ная (ГФ РФ XIV, ФС.2.2.0020.18). Реактивы  – хлорная 

кислота, ч.д.а. (ООО «Камхимком», Россия), ацето-
нитрил для хроматографии, ос.ч. (АО «ЛенРеактив», 
Россия).

Приготовление композиции осуществляли по 
технологии, описанной в [8, 9]. В 75,0 г воды очищен-
ной при перемешивании последовательно загружа-
ли 16,0  г этилового спирта, 10,0 г пропиленгликоля 
и полисорбат-80 в количестве 1,0 г, перемешивали в 
течение 10 минут, после чего вносили в полученный 
раствор грамицидина С дигидрохлорида в количест- 
ве 0,8 г. Перемешивали смесь до получения однород-
ного раствора, который затем фильтровали через 
шприцевой фильтр рейтингом 0,45 мкм (ООО «Глю-
векс», Россия).

Формирование мицелл подтверждали с ис-
пользованием метода рамановской спектроскопии 
на портативном спектрофотометре комбинацион-
ного рассеяния Bruker BRAVO Raman spectrometer 
(Bruker Corporation, Германия) в спектральном диа-
пазоне 3200–400 см-1 с разрешением 10  см-1. Регист- 
рацию спектров для каждого объекта проводили 

Таблица 1. Сравнительная таблица составов композиций грамицидина С, содержащих ПАВ

Table 1. Comparative table of gramicidin S compositions containing surfactants

Номер документа
Document №

Патент 
RU 2627423

Patent RU 2627423

Патент 
RU 2604575

Patent RU 2604575

Патент 
RU 2604576

Patent RU 2604576

Патент 
RU 2749902

Patent RU 2749902

Патент 
RU 2659418

Patent RU 2659418

Состав в масс. %
Content in wt. %

Грамицидин С
Gramicidin S

0,027–0,2  0,027–0,033 0,027–0,033 0,002–0,1 0,32–0,80

Оксибупрокаина 
гидрохлорид
Oxybuprocaine 
hydrochloride

0,067–0,2 0,067–0,083

Цетилпиридиния хлорид
Cetylpyridinium chloride

0,045–0,2 0,045–0,055 0,045–0,055 0,05

Метилпарабен 
Methylparaben

0,0736–0,1104 0,0736–0,1104 0,0736–0,1104 0,092

Пропилпарабен
Propylparaben

0,0080–0,0120 0,0080–0,0120 0,0080–0,0120 0,01

Этанол 
Ethanol

7,3–10,9 7,3–10,9 7,3–10,9 9,1–9,5 16,00–40,00

Сукралоза
Sucralose

0,09–0,11 0,09–0,11 0,09–0,11 0,1

Глицерол
Glycerol

14,9–18,2  14,9–18,2 14,9–18,2 14,3–16,95

Пропиленгликоль
Propylene glycol

10,00–12,00

Ароматизатор мятный
Mint aromatizer 

0,37–0,44  0,37–0,44 0,37–0,44 0,41

Лимонной кислоты 
моногидрат
Citric acid monohydrate 

0,026–0,032 0,026–0,032  0,026–0,032 0,029

Натрия цитрат
Sodium citrate

0,0099–0,012 0,0099–0,012 0,0099–0,012 0,011

Полисорбат-80
Polysorbate-80

0,18–0,22 0,18–0,22 0,18–0,22 0,2 0,90–1,10

Вода очищенная
Purified water

остальное
rest

остальное
rest

остальное
rest

остальное
rest

остальное
rest
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трижды в целях обеспечения воспроизводимости ре-
зультата и отсутствия изменения положений полос и 
интенсивностей. 

Определение размера и величины поверхност-
ного заряда частиц коллоидного раствора проводи-
ли с использованием метода динамического рассея-
ния света. Для работы использовали прибор Zetasizer 
Nano ZS (Malvern Panalytical Ltd, Великобритания). Об-
разцы анализировали непосредственно после при- 
готовления. 

Кинетическую стабильность коллоидного раство-
ра определяли с использованием центрифуги Frontier 
5000 FC5706 (Ohaus Corporation, Германия). Образцы 
подвергали центрифугированию при 5000 об/мин в 
течение 15  минут и проверяли на предмет разделе-
ния фаз.

Антимикробное действие композиции грамици-
дина С определяли в соответствии с ОФС.1.2.4.0002.18 
ГФ РФ XIV. Определение pH проводили с использова-
нием pH-метра MettlerToledo™  FiveEasyPlus™ FEP20 
(Thermo Fisher Scientific Inc, США).

Высвобождение грамицидина С из композиции 
проводили с использованием следующей последо-
вательности: образец коллоидного раствора в коли-
честве 18,75 мл помещали в полупроницаемую мемб- 
рану Spectra/Por® 7 (Thermo Fisher Scientific Inc, США) 
с размером пор 3,5 кДа, исключая протекание, ко-
торую затем помещали в колбу, содержащую 100  мл 
фосфатного забуференного физиологического раст- 
вора с рН = 7,4 (ГФ РФ XIV, ОФС.1.3.0003.15). В качест- 
ве образца сравнения использовали грамицидина С 
дигидрохлорид в количестве 150 мг. Образцы пере-
мешивали с использованием орбитального шейкера 
(ООО  «Био-Рус», Россия), периодически отбирая про-
бы и добавляя в колбу буферный раствор для под-
держания объема.

Количественное определение грамицидина С 
проводили методом ВЭЖХ, в качестве подвижной фа- 
зы использовали следующие растворы:
 • Подвижная фаза А. В 1000 мл воды помещали 6,0 мл  

хлорной кислоты 70 % и 10,0 мл фосфорной кис-
лоты раствора 25 %, перемешивали, доводили  
рН полученного раствора до 2,50 ± 0,05 с по- 
мощью раствора натрия гидроксида 50 %.

 • Подвижная фаза В. Ацетонитрил для хроматог- 
рафии.
В качестве испытуемого раствора использовали 

коллоидный раствор грамицидина С, профильтрован-
ный через нейлоновый мембранный фильтр с разме-
ром пор 0,45 мкм, отбрасывая первые порции фильт- 
рата. Объем пробы 20 мкл.

В качестве стандартного использовали раствор, 
который готовили путем растворения навески 25  мг 
СОП грамицидина С дигидрохлорида (грамицидина 
С дигидрохлорид, субстанция-порошок, содержание 
грамицидина С дигидрохлорида 99,9 %, АО «Произ-
водственная фармацевтическая компания Обновле-
ние», Россия, серия 10719, годен до 31.07.2024) в 25 мл 
спирта этилового 95 %.

Хроматографические условия: колонка Luna C18,  
250 × 4,6 мм, 5 мкм, Phenomenex, скорость потока 
1,0  мл/мин, температура колонки 25 °С, детектор УФ, 
210 нм. Программа градиента представлена в таб- 
лице 2.

Таблица 2. Программа градиента 

Table 2. Gradient program 

Время, мин
Time, min

Подвижная фаза А, %
Mobile phase А, %

Подвижная фаза Б, %
Mobile phase B, %

0–7 85 15
7–8 85–50 15–50

8–25 50 50
25–26 50–40 50–60
26–35 40 60
35–65 40–20 60–80
65–70 20 80
70–71 20–85 80–15
71–80 85 15

Содержание грамицидина С дигидрохлорида 
C60H92N12O10 ∙ 2HCl в одном миллилитре коллоидного 
раствора в миллиграммах (Х) вычисляли по формуле:

X
S a P

S
=

⋅ ⋅
⋅ ⋅

0

0 25 100
, (1)

где S – площадь пика грамицидина С дигидрохлори-
да на хроматограмме испытуемого раствора; S0 – пло-
щадь пика грамицидина С дигидрохлорида на хро- 
матограмме раствора стандартного образца; а0 – на-
веска стандартного образца грамицидина С дигидро- 
хлорида, в миллиграммах; P – содержание основного 
вещества в стандартном образце грамицидина С ди- 
гидрохлорида, в процентах.

Валидацию разработанной методики проводили в 
соответствии с [13].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для подтверждения структуры композиции гра-

мицидина С дигидрохлорида, ПАВ и сорастворителей 
приготовлен образец следующего состава (таблица 3):

Таблица 3. Состав коллоидного раствора,  
содержащего грамицидина С дигидрохлорид,  
ПАВ и сорастворители 

Table 3. Composition of colloidal solution containing  
gramicidin S hydrochloride, surfactant and co-solubilizers

Наименование компонента
Component name

Содержание, г
Content, g

Грамицидина С дигидрохлорид
Gramicidin S dihydrochloride

0,8

Спирт этиловый, 95 % 
Ethanol, 95 % 

16,0

Пропиленгликоль
Propylene glycol

10,0

Полисорбат-80
Polysorbate-80

1,0

Вода очищенная 
Purified water

до 100
up to 100
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Результаты анализа полученной композиции ме-
тодом рамановской спектроскопии представлены на 
рисунке 2:

Результаты анализа методом рамановской спект- 
роскопии (рисунок 2, б) демонстрируют наличие ха-
рактеристических полос спирта этилового и про-
пиленгликоля в области 1500–500 см-1 [14], что под-
тверждает присутствие данных веществ в составе 
дисперсионной среды. В то же время характеристи-
ческие полосы Амид I грамицидина С, находящиеся  
в области 1700–1500 см-1 [15] и 1000 см-1, обусловлен-
ные ароматической структурой D-фенилаланина [16] 
(рисунок 2, а), отсутствуют, а наличие данных сигналов 
на спектре высушенной дисперсной фазы (рисунок 2, 
в) подтверждает факт нахождения действующего ве-
щества в ее составе. При этом на спектре дисперс-
ной фазы дополнительно наблюдаются сигналы 850 и 
1100 см-1, характерные для полисорбата-80 [17].

Таким образом, в составе дисперсионной сре-
ды полученного коллоидного раствора находятся во-
да, спирт этиловый и пропиленгликоль, в составе дис-
персной фазы – грамицидин С и полисорбат-80.

Полученный образец коллоидного раствора гра-
мицидина С проанализирован с использованием ме-
тода динамического рассеяния света для установ-
ления наличия частиц, определения их размера и 
поверхностного заряда (рисунок 3). 

Согласно данным (рисунок 3), размер частиц кол-
лоидного раствора находится в пределах от 5 до 
50  нм. Значение поверхностного заряда (ζ-потенци- 
ала) частиц коллоидного раствора находится в диапа-
зоне (–1,1: +7,9) мВ. 

Малая величина ζ-потенциала в случае разрабо-
танной композиции объясняется неионогенной при-
родой ПАВ – полисорбата-80, так как данное вспо-
могательное вещество обеспечивает устойчивость 

Рисунок 2. Рамановские спектры:

а – грамицидина С дигидрохлорида; б – коллоидного раствора грамицидина С дигидрохлорида; в – дисперсной фазы коллоид-
ного раствора грамицидина С

Figure 2. Raman spectra:

a – gramicidin S dihydrochloride; b – gramicidin S dihydrochloride colloidal solution; c – dispersed phase of gramicidin S colloidal 
solution
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коллоидного раствора за счет стерических факто-
ров, провоцирующих отталкивание частиц, сохраняя 
структуру [18]. Отличный от нулевого значения заряд 
частиц, характерный для мицелл неионогенных ПАВ, 
свидетельствует о наличии в структуре коллоидно-
го раствора заряженных частиц, среди которых могут 
быть ионогенные примеси полисорбата-80 в виде 
свободных жирных кислот [19]. 

В то же время известно, что мицеллы на основе 
полисорбата-80, как правило, несут отрицательный 
заряд [20]. Принимая во внимание химическую при-
роду пропиленгликоля, влияние данного компонен-
та на сдвиг значения заряда в область положительных 
значений крайне мало, на основании чего можно 
сделать вывод о роли грамицидина С, обладающего 
свойствами катиона.

Таким образом, полученное значение ζ-потенци-
ала не противоречит условию стабильности коллоид- 
ного раствора, образованного неионогенным ПАВ.

Для оценки стабильности коллоидного раство-
ра проведена оценка его кинетической устойчивости,  
центрифугирование не привело к оседанию дисперс-
ной фазы, что свидетельствует о кинетической устой- 
чивости композиции.

Для оценки количественного содержания грами-
цидина С использовали метод ВЭЖХ. Результаты ва-
лидационных испытаний разработанной методики 
представлены в таблице 4:

Результаты исследования кинетики высвобожде-
ния грамицидина С из композиции в сравнении с ис-
ходной субстанцией представлены на рисунке 4:

Из графиков (рисунок 4) видно, что грамицидин С 
не обладает растворимостью в среде, имитирующей 
полость рта, однако в составе композиции антибио-
тик высвобождается с высокой скоростью (более 75 % 
за 1 ч), что способно обеспечить более высокое анти-
микробное действие.

Таблица 4. Результаты валидационных испытаний методики  
количественного определения грамицидина С

Table 4. Results of validation tests for Gramicidin S  
quantification method

Параметр
Criteria

Результат
Result

Специфичность
Specificity

На хроматограмме раствора «плацебо» 
отсутствует пик со временем удержива-
ния грамицидина С (46,38 мин)

A peak with the retention time of grami-
cidin S (46.38 min) is absent on the chroma-
togram of «placebo»

Линейность
Linearity

R = 0,9997
Уравнение линейной зависимости 
y = 28495,6х – 17781,2
R = 0.9997
Linear dependence equation 
y = 28495.6х – 17781.2

Воспроизводимость
Repeatability

RSD = 0,85 %

Внутрилабораторная 
прецизионность
Intra-labprecision 

Fпракт. = 2,893
Fтабл. = 10,967
Ffact. = 2.893

Fcalc. = 10.967

Правильность
Accuracy

RSD ≤ 2,0 % (0,85 %)
Отклик 97,5–102,5 % (99,8 %)
Доверительный интервал включает 
значение 100 % (99,8 ± 0,9)
RSD ≤ 2.0 % (0.85 %)
Response 97.5–102.5 % (99.8 %)
The confidence interval includes
meaning 100 % (99.8 ± 0.9)

Аналитическая область
Analytical area

1–140 %

Антимикробную активность композиции исследо-
вали в сравнении с водной суспензией грамицидина  
С. Результаты данного исследования представлены на 
рисунке 5. 

Рисунок 3. Данные исследования коллоидного раствора грамицидина С методом динамического рассеяния света: 

а – размер частиц; б – поверхностный заряд

Figure 3. Gramicidin S colloidal solution analysis by dynamic light scattering: 

a – particle size; b – surface charge
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Из результатов, представленных на рисунке 5, 
следует, что грамицидин С в составе коллоидного 
раствора проявляет более высокий уровень анти- 
микробной активности в 2–5 раз по отношению к 
тест-штаммам. Дополнительный вклад в наблюда- 
емый эффект может внести присутствие ПАВ. Из-
вестно, что ПАВ способны повышать активность раз-
личных антимикробных агентов за счет влияния на 
клеточную стенку бактерий  [21]. А с учетом того, 
что грамицидин С имеет схожий механизм активнос- 
ти, оказывая поверхностно-активное воздействие 
на оболочку микроорганизмов, возможно, наблю-
дается синергетическое взаимодействие пептида, 
ПАВ и системы сорастворителей, входящих в состав 
композиции.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В рамках настоящего исследования определена 

структура жидкой композиции, содержащей грами-
цидин С в системе сорастворителей, что позволило 
охарактеризовать ее как коллоидный раствор. 

Установлено, что включение грамицидина С в 
состав мицеллы коллоидного раствора приводит к 
значительному повышению эффективности антибио-
тика, что открывает перспективы к уменьшению до-
зировки действующего вещества и, как следствие, 
снижению уровня побочных эффектов при примене-
нии лекарственного препарата.
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Abstract
Introduction. The Crataegus L. (Hawthorn) is a common herb in numerous Pharmacopoeias. The State Pharmacopoeia of the Russian Federation 
provides hawthorn fruits and flowers for medical utilization. With that, the literature data confirms the medical utility of hawthorn leaves since the 
“leaves” and the “flowers with leaves” have pharmacopoeial status worldwide. Therefore, those are considered as prospective forms of Crataegus 
raw material for Russian pharmaceutical production. However, most species remain poorly pharmacognostically investigated regarding the 
quantitative microscopic characteristics (the sizes of stomatal apparatus (SA) and epidermal leaf blade (LB) trichomes), which could be substantial 
for establishing the authenticity of the raw material. 
Aim. Examine epidermal anatomy of Crataegus spp. Leaf blades (LBs) and perform a comparative study of several quantitative diagnostic features 
of LBs of hawthorn plants from the sect. Sanguineae and the sect. Crataegus, growing in diverse regions of the Russian Federation.
Materials and methods. Samples of hawthorn leaves (C. sanguinea, C. maximowiczii, C. dahurica, C. rhipidophylla, C. monogyna and C. pallasii) 
were collected in natural habitats in Western Siberia (Kemerovo) and in arboretums of Botanical Gardens (Moscow, Stavropol). Measurements of 
anatomical structures were carried out using a light microscope accompanied by an ocular micrometre. 
Results and discussion. The LB surface phenotypic diversity within hawthorn species and sections was studied. The LBs were described in terms 
of meterages (longitude and width) of SA, meterages and shape of sedentary multicellular leaf teeth glands. The peculiarities of pubescence and 
the sizes of simple unicellular non-glandular trichomes were also observed.
Conclusion. The results of quantitative anatomical examination provided the characteristic features determining these elements at the species 
and section levels. Thus, it may facilitate authentication and quality control of whole or ground Crataegus medicinal raw material.

Keywords: Crataegus species, leaf blade, leaf teeth glands, stomatal apparatus, simple unicellular trichomes
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Резюме
Введение. Сырье растений рода Crataegus L. (Боярышник) включено во многие Фармакопеи мира. Государственная фармакопея 
Российской Федерации предусматривает использование плодов и цветков боярышника. Вместе с тем, литературные данные подтверждают 
возможность использования в медицинских целях листьев боярышника, поскольку «листья» и «цветки с листьями» имеют фармакопейный 
статус во всем мире. Они рассматриваются как перспективные виды сырья боярышника для российского фармацевтического 
производства. Однако большинство видов остаются плохо изученными в отношении количественных микроскопических характеристик 
(размеры устьичного аппарата (УА) и трихом эпидермиса листовых пластинок), которые могут иметь большое значение для установления 
подлинности сырья.
Цель. Изучить анатомическое строение эпидермиса листовых пластинок Crataegus spp. и провести сравнительное исследование 
количественных диагностических признаков листовых пластинок растений боярышника из секции Sanguineae и секции Crataegus, 
произрастающих в разных регионах Российской Федерации.
Материалы и методы. Образцы листьев боярышника (C. sanguinea, C. maximowiczii, C. dahurica, C. rhipidophylla, C. monogyna и C. pallasii) 
были заготовлены в естественных местообитаниях в Западной Сибири (Кемерово) и в дендрариях ботанических садов г. Москвы и г. 
Ставрополя. Измерения анатомических структур проводились с помощью светового микроскопа с окулярным микрометром.
Результаты и обсуждение. Проведено сравнительное исследование морфолого-анатомического строения листовых пластинок (ЛП) 
на уровне видов и секции боярышника. Приведены размеры (длина и ширина) для УА, сидячих многоклеточных железок и простых 
одноклеточных трихом. Описана форма железок и установлено различие на уровне секции. Отмечены особенности опушения.
Заключение. Результаты количественного анатомического исследования позволили выявить характерные отличительные признаки по 
размерам УА и форме желёзок в зависимости от вида боярышника и на уровне секций. Таким образом, это может облегчить установление 
подлинности и контроль качества целого или измельченного лекарственного сырья Crataegus.

Ключевые слова: виды Crataegus, листовая пластинка, желёзки на зубцах листа, устьичный аппарат, простые одноклеточные волоски
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ABBREVIATIONS
EPh – European Pharmacopoeia; LB – leaf blade; 

MBG  – Tsytsin Main Botanical Garden; MRM – Medici-
nal raw material; RAS – Russian Academy of Sciences; 
RSPh  XIV – The State Pharmacopoeia of the Russian Fe- 
deration; SA – stomatal apparatus; USP – United States 
Pharmacopeia; WHO – World Health Organization.

INTRODUCTION
The herbal preparations of Crataegus L. (Hawthorn), 

family Rosaceae Juss., are well-known regarding the be- 
neficial health properties [1] and widely prescribed as 
the prevention or concomitant therapy for chronic heart 
failure of the I-III functional class (New York Heart Asso-
ciation (NYHA) Functional Classification). These are the 
following indications: coronary heart disease, atrial fibril-
lation, paroxysmal tachycardia, hypertension, angioneu-
rosis, insomnia and atherosclerosis [2-10]. 

The complex raw material "hawthorn leaves and flo- 
wers" (Crataegi folium cum flore) and hawthorn fruits (Cra-
taegi fructus) are the most widespread medicinal raw ma-
terial (MRM) registered in Pharmacopoeias in Europe and 

America [3, 11–13]. "Hawthorn leaves" (Crataegi folium) 
are also investigated and utilized in China [14–17]. Mo- 
reover, it occurs as an object of study in various researches 
[18, 19]. In several countries, including Russia, "Hawthorn 
flowers" is officially approved MRM of hawthorn [20]. 

The genus Crataegus L. estimates approximately 250 
species, more than a half of which grow in North Ameri-
ca, while the rest grow in the Old World [21]. The genus 
Crataegus is characterized by a complicated taxonomic 
structure [21, 22]. Several studies displayed that majority 
of species were united into subgenera and sections based 
on the morphological features of leaves and fruits. Ac-
cording to literature, five subgenera were distinguished: 
Crataegus, Sanguineae Ufimov subgen. nov., Americanae 
El-Gazzar, Mespilus (L.) Ufimov & T. A.  Dickinson, Brevis- 
pinae (Beadle) Ufimov & T. A.  Dickinson, which mostly  
coincide with geographical zones [23, 24]. Each subgenus 
included several sections [21, 22, 24, 25]. Despite great 
diversity, only a few species are registered in pharmaco-
poeial monographs. For example, ten hawthorn species 
and two hybrids are approved for harvesting medicinal 
plant raw materials in the current State Pharmacopoeia  
of the Russian Federation the XIVth edition (RSPh 
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XIV)  [20]. At the same time, approximately 40 species 
of wild hawthorn were found in the eastern regions of  
forest, forest-steppe and steppe zones of the European 
and Asian parts of the Russian Federation [26]. 

The majority of hawthorn species included in the cur-
rent RSPh XIV belong to the sect. Crataegus of the sub-
gen. Crataegus [20]. C. monogyna Jacq. (also included in 
EPh and USP) [11, 22], C. rhipidophylla Gand., C. pallasii 
Griseb. and other European species and their hybrids are 
the ordinary representatives of the sect. Crataegus [21]. 
Their growth area covers European countries, the middle 
zone of the European part of Russia, the Caucasus, Kras-
nodar and Stavropol Territories and the Crimea [21, 25]. 

The species from sect. Sanguineae Zabel ex C. K. Sch-
neider of the subgen. Sanguineae are widespread in the 
Asian part of the Russian Federation. However, only four 
species are listed in the RSPh XIV. C. sanguinea Pall re-
mains the most extensive representative of the sect. San-
guineae [20]. It grows in Siberia, in the east of the Euro-
pean zone of Russia, in Zavolzhye, in the Middle and the 
South Urals and Altai Territory. C. dahurica Koechne ex 
Schneid. and C. maximowiczii C.K. Schneid. grow in Sibe-
ria, Amur and Primorye equally belong to the sect. San-
guineae [27–30].

Anatomical studies of medicinal products of Cratae-
gus spp., especially leaves, are limited, furthermore quan-
titative microscopic characteristics are usually ungiven. 
Anatomical diagnostic features of Bashkortostan C. san-
guinea leaves were studied by S. V. Trofimova [31]. The 
morphology and anatomy of C. sanguinea and C. mo- 
nogyna petioles were described by N. A. Volkova [32]. 
T. A. Rezanova and S. A. Bakshutov had presented the re-
sults of morphological and anatomical investigation of 
leaves of 20 Crataegus spp. collected in Belgorod region 
during the beginning of fruiting, including three spe-
cies from the sect. Sanguineae and three species from the 
sect. Crataegus [33]. V. Sharipova had investigated the leaf 
structure of C. korolkowii (sect. Sanguineae), collected in 
two different environmental locations [34]. The descrip-
tion of anatomic-morphological examination of leaves, 
flowers and fruits of the endemic plant C. almaatensis Po-
jark growing Almaty region of the Republic of Kazakhstan 
was given by E. N. Bekbolatova et al. [35].

Quantitative characterization of anatomical features 
is substantial for establishing the authenticity of the 
MRM. The sizes and density of microscopic diagnostic 
features commonly are unnormalized in microscopy at-
lases. Therefore, proceeded type of MRM could not be ac-
curately characterized [36]. In some cases, it is necessary 
to normalize sizes or determine the density of anatomical 
features [37], considering the plasticity of diagnostic fea-
tures in different environmental conditions [34, 38–42].

In this connection, the studies of anatomical fea-
tures of medicinal products of various representatives of 
the genus Crataegus L. have become relevant. We set up 
a task to carry out the comparative study of some quan-
titative epidermal features of leaf blades (SA, glands and 
epidermal non-glandular trichomes) of hawthorn plants 

from the sect. Sanguineae and the sect. Crataegus, gro- 
wing in diverse regions of the Russian Federation. Accom-
panying our previous study of flavonoid content in "Cra-
taegi folia cum flores" further results can be used to refine 
the authenticity and quality criteria of the promising me-
dicinal raw material [43].

MATERIAL AND METHODS

Plant material 

The leaves of C. sanguinea, C. maximowiczii, C. dahu-
rica, C. monogyna, C. rhipidophylla and C. pallasii were 
collected during the mass flowering period in May-ear-
ly June 2016 in the arboretum of Tsytsin Main Botanical 
Garden of the Russian Academy of Sciences (MBG RAS), 
Moscow (Central District of the Non-Chernozem Zone), 
Kemerovo (south of Western Siberia) and the Stavropol 
Botanical Garden (Central part of the Ciscaucasia). Ta- 
xonomic identification of the plants was established by 
taxonomist R. A. Ufimov, PhD. Voucher specimens were 
deposited in the Herbarium of Vascular Plants of the 
Komarov Botanical Institute of the RAS, Saint-Petersburg 
(LE) (table 1). The plant material was air-dried and stored 
at room temperature.

Table 1. The list of hawthorn leaf samples included  
in the comparative analysis

№ voucher 
specimens

Species Location

Section Sanguineae Zabel ex C.K. Schneider

LE01020969 C. sanguinea
the arboretum of the MBG RAS, Mos-
cow (55°50'21" N, 37°36'03" E)

LE01020943 C. sanguinea 
Kemerovo, Kedrovsky coal mine 
(56°32' N, 86°3' E)

LE01020981 С. dahurica
the arboretum of the MBG RAS, Mos-
cow (55°50'21" N, 37°36"03" E)

LE01020939 С. dahurica
the arboretum of Kuzbass Botanical 
Garden, Kemerovo (55° 21.2981' 0" N, 
86° 5.2388' 0" E)

LE01020970 C. maximowiczii
the arboretum of the MBG RAS, Mos-
cow (55°50'21" N, 37°36'03" E)

LE01020948 C. maximowiczii
Suchaya rechka village, Kemerovo 
(55°14'21" N, 86°06'56" E)

Section Crataegus 

LE01020972 C. monogyna 
the arboretum of the MBG RAS Mos-
cow (55°50'21" N, 37°36'03" E)

LE01020974 C. rhipidophylla* 
the arboretum of the MBG RAS Mos-
cow (55°50'21" N, 37°36'03" E)

LE01020976 C. rhipidophylla* 
the arboretum of V.V. Skripchinskiy 
Stavropol Botanical Garden, Stavropol 
(45° 2.6701' 0" N, 41° 58.1439' 0" E)

LE01020982 C. pallasii 
the arboretum of the MBG RAS Mos-
cow (55°50'21" N, 37°36'03" E)

Note. *syn. – C. curvisepala. 

Microscopy

Microscopic samples of leaf surface were studied.  
Stem leaves from the middle tier of main shoot were 
observed. It is known that the number of stoma-
ta per surface unit varies within different parts of а 
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leaf. The sites approaching the average number of 
stomata are located in the middle third of LB: be-
tween ribs and а midrib [44]. Therefore, this site was ta- 
ken for anatomical investigations and measurements. For 
C. sanguinea, C. maximowiczii, C. dahurica and C. rhipido-
phylla two specimens per species and for C. monogyna 
and C. pallasii one specimens per species were observed. 
At least 3 individual leaves were used. For each sample 
3 measurements were made. Microscopic samples of LB 
were prepared according to the General Pharmacopoe-
ial Monograph 1.5.3.0003.15 RSPh XIV "Technique of mi-
croscopic and microchemical studies of medicinal plant 
materials and herbal medicines" [45]. The samples were 
observed under the light Mikmed-1 microscope with AU-
12 1.5x binocular (10x eyepiece, WF10x wide-angle eye-
piece with a scale, 8x, 10x, 20x, 40x lenses) (Lomo, Russia) 
and the MSP-1 binocular (Lomo, Russia). Pictures were ta- 
ken with Fugifilm DIGITAL CAMERA FinePix JX500 (Fugi-
film, Japan) and edited in Picasa (ver. 3.9 141.259, Goog-
le, USA).

Anatomical diagnostic features were studied accor- 
ding to the requirements of General Pharmacopoeial 
Monograph 1.5.1.0003.15 "Folia" in RSPh XIV [45]. Mea- 
surements of anatomical structures were carried out using 
an ocular micrometre according to the method described 
in the General Pharmacopoeial Monograph 1.5.3.0003.15 
"Technique of microscopic and microchemical studies 
of medicinal plant materials and herbal medicines" [45]. 
The linear size between two most distant points (the cell 
wall of the periostic epidermal cells), measured horizon-
tally was considered as the length of the SA [46]. The li- 
near size across the cell walls of the periosteum cells of 
the epidermis, measured horizontally was considered as 
the width of SA [47].

Statistical analysis

Statistical calculations were carried out using Excel 
(ver. 2016, Microsoft, USA) and RStudio for Windows (ver. 
Desktop 1.4.1103, RStudio PBC, USA) software package. 
The normality of all data was analyzed by Shapiro-Wilk’s 
test. All normally distributed data were analyzed using 
ANOVA with post-hoc Tukey HSD Test for intergroup 
comparisons. In other cases, Nemenyi non-parametric all-
pairs comparison test for Kruskal-type ranked data was 
applied. Comparisons between two sections were per-
formed using Mann-Whitney U-test. Data on figures are 
presented as medians and 25th-, 75th-percentiles. Data in 
tables are presented as means±SD. Student t-test with 
Bonferroni correction for multiple comparisons was ap-
plied for two-group comparison if the data were normal-
ly distributed; p ≤ 0.05 were considered to be significant.

RESULTS AND DISCUSSION
Leaves of observed species were hypostomatic. Sto-

mata were elongated, rarely rounded, surrounded by 5–7 
periostic cells (anomocytic type of SA). The striations of 
cuticle were folding around stomata (figure 1). 

The stomatal length varied from 20.1 to 50.3 μm and 
width varied from 10.1 to 36.9 among investigated spe-
cies. Significant differences regarding SA width among 
the sect. Sanguineae representatives were detected nei-
ther among distinct species nor within the species har-
vested in different environmental conditions. However, 
С. dahurica from Kemerovo had significantly greater SA 
longitude than other studied accessions and С. dahurica 
from Moscow as well. The C. rhipidophylla and C. pallasii 
(the sect. Crataegus) had the equivalent SAs meterages 
and pretended to have significantly wider and longer SAs 
than C. monogyna SA (table 2). 

Comparing the data on both sections, we found 
that the sect. Crataegus representatives had significantly 
greater SA meterages (figure 2). 

Multicellular marginal glandular trichomes were ty- 
pical for Crataegus species LBs. Similar trichomes 
were previously described for several genera in fami-

Figure 1. Surface section of Crataegus monogyna leaf. Scale bar – 
100 µm

Figure 2. The meterages of stomatal apparatus in the sect. San-
guineae and the sect. Crataegus. The data are presented in the 
form of a median, mean and percentiles (25 %, 75 %). *U-test, 
p ≤ 0.05

Методы анализа лекарственных средств
Analytical Methods



142 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2021. Т. 10, № 4
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2021. V. 10, No. 4

ly Rosaceae: Prunus L., Malus L., etc. [48]. Chin and co-au-
thors had presented the classification of multicellular 
glands and had described their structural variants for se- 
veral species from the genus Prunus [49]. According to 
that classification, we had observed leaf teeth glands lo-
cated near vascular zones. The epidermis of the gland 
was formed by palisade cells. The hypodermal zone was 
intensely brown coloured (figure 3).

The secretion of glandular trichomes of flowering 
plants naturally includes various classes of secondary me-
tabolites. Terpenoids are the most studied [50]. Phenolic 
compounds, particularly flavonoids, are considered the 
most common components in glands secretion of woody 
plants [51, 52]. The chemical composition of the leaf teeth 
glands exudation in hawthorns is scarce [53].

The sizes of leaf teeth glands in C. sanguinea, C. da-
hurica, and C. maximowiczii (sect. Sanguineae) from 
two regions: Moscow (central region of the Non-Cher-
nozem Zone) and Kemerovo (south of Western Sibe-
ria) were studied comparatively. C. dahurica (Kemero-
vo) had the widest leaf teeth glands in comparison to 
C. maximowiczii from the same location and the species 
from Moscow. C. sanguinea (Kemerovo) could be signifi-
cantly distinguished from Moscow specimens: C. dahuri-
ca and C.  maximowiczii (p ≤ 0.05), C. sanguinea (p ≤ 0.1) 
(table 3). 

The specimens from Moscow and C. maximowiczii 
from Kemerovo had equally wide leaf teeth glands. Re-
garding the longitude of leaf teeth glands: within the Ta

bl
e 

2.
 M

or
ph

om
et

ri
c 

pa
ra

m
et

er
s 

of
 S

A
 o

n 
ha

w
th

or
n 

le
af

 s
ur

fa
ce

, µ
m

Se
ct

io
n

Sa
ng

ui
ne

ae

Sp
ec

ie
s

C.
 sa

ng
ui

ne
a

(K
em

er
ov

o)
 

C.
 sa

ng
ui

ne
a

(M
os

co
w

) 
C.

 m
ax

im
ow

ic
zi

i
(K

em
er

ov
o)

C.
 m

ax
im

ow
ic

zi
i

(M
os

co
w

)
С.

 d
ah

ur
ic

a
(K

em
er

ov
o)

С.
 d

ah
ur

ic
a

(M
os

co
w

)

le
ng

th
w

id
th

le
ng

th
w

id
th

le
ng

th
w

id
th

le
ng

th
w

id
th

le
ng

th
w

id
th

le
ng

th
w

id
th

m
in

26
.8

13
.4

23
.5

13
.4

20
.1

10
.1

20
.1

10
.8

23
.5

10
.1

23
.5

10
.1

m
ax

36
.9

30
.2

40
.2

30
.2

40
.2

26
.8

40
.2

33
.5

 
50

.3
30

.2
40

.2
26

.8

av
er

ag
e

31
.4

 ±
 1

.6
a

21
.8

 ±
 3

.8
29

.1
 ±

 2
.4

a
19

.4
 ±

 3
.4

28
.6

 ±
 1

.9
a

17
.6

 ±
 2

.2
31

.5
 ±

 3
.3

a
18

.2
 ±

 2
.2

40
.4

 ±
 1

.9
b

21
.1

 ±
 0

.9
32

.4
 ±

 2
.5

a
17

.1
 ±

 1
.3

Se
ct

io
n

Cr
at

ae
gu

s

Sp
ec

ie
s

C.
 m

on
og

yn
a 

(M
os

co
w

)
C.

 rh
ip

id
op

hy
lla

 (M
os

co
w

)
C.

 rh
ip

id
op

hy
lla

 (S
ta

vr
op

ol
)

С.
 p

al
la

si
i (

M
os

co
w

)

le
ng

th
w

id
th

le
ng

th
w

id
th

le
ng

th
w

id
th

le
ng

th
w

id
th

m
in

26
.8

16
.8

33
.5

23
.5

33
.5

26
.8

33
.5

13
.4

m
ax

50
.3

33
.5

50
.3

36
.9

50
.3

36
.9

50
.3

40
.2

av
er

ag
e

37
.4

 ±
 1

.6
a

25
.2

 ±
 1

.9
b

40
.8

 ±
 2

.1
a

31
.2

 ±
 1

.5
c

43
.5

 ±
 1

.9
a

33
.2

 ±
 1

.1
c

41
.3

 ±
 1

.6
a

32
.2

 ±
 1

.4
c

N
ot

e.
 a,

b,
c  A

N
O

VA
, T

uk
ey

 H
SD

 g
ro

up
in

g,
 p

 ≤
 0

.0
5.

Figure 3. Leaf teeth gland of Crataegus. 

A – Crataegus sanguinea (Moscow); B – Crataegus sanguinea (Kemer-
ovo); C – Crataegus dahurica (Moscow); D – Crataegus dahurica (Ke-
merovo); E – Crataegus rhipidophylla (Moscow); F – Crataegus rhipi-
dophylla (Stavropol). vb – vascular bundle; se – secretory epidermis. 
Scale bar – 100 µm
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same harvesting location, significant differences among 
species were not found in both sections, except diffe- 
rence between C. maximowiczii (Moscow) and Siberian 
C. dahurica.

Within the sect. Sanguineae, the length/width ratio 
of the leaf teeth gland varied among species. C. sangui- 
nea had 0.47–0.55 length/width ratio, while C. maximo- 
wiczii samples demonstrated comparable results: 0.43–
0.45. Thus, the glands were twice as wide as long. The 
length/width ratio of C. dahurica leaf teeth glands varied: 
the sample from Kemerovo – 0.72 and the sample from 
Moscow – 0.67. So, the shape of these glands was close to 
cubic (in the plane – square). 

Among species within the sect. Crataegus and indi-
vidual species collected in different regions (e.g., C. rhi- 
pidophylla from Moscow and Stavropol) significant diffe- 
rences in leaf teeth glands meterage were unfound. Un-
like the sect. Sanguineae, hawthorns from the sect. Cra-
taegus mainly had a spherical (in the plane – roun- 
ded) leaf teeth gland shape with 0.78 ratiо – C. monogyna. 
The length/width ratio of 0.65 was C. pallasii and 0.67 – C. rhi- 
pidophylla (Stavropol). The C. rhipidophylla from the arbo-
retum of the MBG RAS (Moscow) is distinguished by more 
elongated glands – 0.51 length/width ratio. The sizes of 
leaf teeth glands of specimens collected in the arbore-
tum of the MBG RAS (Moscow) were comparable in both 
sections (table 3). With that, sect. Sanguineae plants had 
significantly wider leaf teeth glands (figure 4). Our data is 
consistent with the results obtained in the Belgorod re-
gion [33].

According to the Pharmacopoeias and WHO Mo- 
nographs on medicinal plants, epidermal non-glandu-
lar trichomes on Crataegus leaf blade surface are consi- 
dered as a diagnostic feature [2, 11–13, 16, 20]. Observed 
leaf blades were covered with simple unicellular trichomes 
of 117–660 μm long (table 4), excluding the C. rhipido-Ta
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Figure 4. Leaf teeth meterages in the sect. Sanguineae and the 
sect. Crataegus. The data are presented in the form of a median, 
mean and percentiles (25 %, 75 %). *U-test, p ≤ 0.05
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phylla (arboretum of the MBG RAS, Moscow), which was  
glabrous. Single trichomes were detected on the aba- 
xial side of C. dahurica LB. The other species were pu-
bescent on both sides. It was noted that the trichomes 
on the abaxial side of LB of C. sanguinea were longer in 
comparison to those on the adaxial side. The other spe- 
cimens were pubescent with trichomes of equal longi-
tude on both sides. Nearby the midribs simple unicellu-
lar trichomes commonly arranged in clusters (figure 5). 
The pubescence features (type, length and density of the 
trichomes) on the petiole were similar to the pubescence 
of the LB. 

CONCLUSIONS
The anatomical study of SA and trichomes on leaf  

epidermis of C. sanguinea, С. dahurica, C. maximowic-
zii, C.  monogyna, C. rhipidophylla, C. pallasii LBs was per-
formed. Microscopy has revealed characteristic features: 
hypostomatic leaf type, anomocytic SA, multicellu-
lar glands, simple unicellular hairs. Studied species had 
comparable sizes of LBs’ SA within both sections. With 
that, plants from the sect. Crataegus from both regions 
demonstrated significantly greater sizes of SA in compari-
son with the sect. Sanguineae plants.

Both sections did not demonstrate significant diffe- 
rences in leaf teeth glands longitude among species col-
lected within the same location. Comparing the sections 
concerning leaf teeth glands length the difference was 
also unfound. Furthermore, significantly wider leaf teeth 
glands differentiated C. dahurica and C. sanguinea (Ke-
merovo) from the other species of the sect. Sanguineae, 
collected in Moscow. The sections Sanguineae and Cra-
taegus were also distinguished by the leaf teeth gland 
shape: cuboid and spherical, respectively. With that, in 
the sect. Sanguineae plants had significantly wider leaf 
teeth glands.

The studied species also had various features of pubes-
cence of LB and the sizes of simple unicellular non-glan-
dular trichomes. The species of both sections were pu-
bescent with trichomes of equal length on both sides, 

except Siberian C. sanguinea, which had longer trichomes 
on the adaxial side. Within both sections, non-glandu-
lar trichomes assembled in clusters in the region of the 
midrib.

Identified distinctive features could be applicable 
for authentication of the MRM of hawthorn ("leaves" or 
"flowers with leaves") harvested in different geographical 
zones. Possible variations of studied parameters on spe-
cies and sections should be taken into account during the 
quality control process of hawthorn MRM since it will help 
screen out the herbal adulterants.
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Резюме
Введение. Цветки липы сердцевидной применяются преимущественно в виде водных извлечений, а фармакологический эффект 
обусловлен водорастворимыми соединениями, основу которых составляют полисахариды. Изучение особенностей накопления данной 
группы соединений является актуальным. 
Цель. Изучение особенностей накопления суммы восстанавливающих сахаров в цветках липы сердцевидной, заготовленных в агро- и 
урбоценозах Воронежской области. 
Материалы и методы. В Воронежском регионе была выбрана 51 точка заготовки цветков липы сердцевидной. Объектом исследования 
стали цветки липы сердцевидной – широко распространенных на территории России – вида листопадных деревьев. Для изучения 
содержания суммы восстанавливающих сахаров в пересчете на глюкозу – основной группы биологически активных веществ в цветках 
липы сердцевидной – использовали методику ФС.2.5.0024.15 «Липы цветки». Для подробного изучения влияния основных поллютантов 
(тяжелых металлов и мышьяка) на накопление восстанавливающих сахаров в цветках липы сердцевидной анализировали коэффициенты 
корреляции. 
Результаты и обсуждение. Все проанализированное лекарственное растительное сырье признано доброкачественным по содержанию 
восстанавливающих сахаров. Образцы, собранные на контрольных (заповедных) территориях, содержат восстанавливающие сахара 
в количестве от 13,31 до 16,89 %, что в 6–8 раз больше нижнего числового показателя, установленного нормативной документацией. 
В лекарственном растительном сырье, собранном в агроценозах региона, концентрация восстанавливающих сахаров варьирует от 
6,12 до 16,68 %, что в 3–8 раз больше приведенного в фармакопейной статье числового показателя. Для цветков липы сердцевидной, 
заготовленных в урбоценозах региона, показано более низкое содержание восстанавливающих сахаров, чем для образцов заповедных 
зон (2,35–13,49 %). Рассчитанные значения коэффициентов корреляции показали заметное отрицательное влияние кадмия, хрома, 
кобальта, меди, цинка, а также умеренное отрицательное влияние свинца и ртути на накопление восстанавливающих сахаров в цветках 
липы сердцевидной. 
Заключение. Наиболее низкое содержание восстанавливающих сахаров выявлено в образцах, заготовленных на улицах крупных городов 
области, вдоль автомобильных трасс и железной дороги. Это позволяет сделать вывод об отрицательном влиянии антропогенной 
нагрузки на накопление восстанавливающих сахаров в цветках липы сердцевидной. Вероятно, прочные комплексы сахаридов с тяжелыми 
металлами затрудняют реакцию с комплексообразователем, используемым в методике количественного определения восстанавливающих 
сахаров. Это выражается некоторым ложным снижением показателей содержания биологически активных веществ.

Ключевые слова: Воронежская область, липа сердцевидная, восстанавливающие сахара, глюкоза, агроценозы, урбоценозы
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Abstract
Introduction. Small-leaved linden flowers are mainly used for aquatic extracts, and their pharmacological benefit is based on water-soluble 
polysaccharides. 
Aim. The aim of this study was to investigate the rate of accumulating all reducing sugars in small-leaved linden flowers, collected in agro- and 
urbo-cenoses of the Voronezh region. 
Materials and methods. 51 sites were selected for collecting flowers from the small-leaved linden, which is a widespread deciduous tree species 
in Russia. In order to determine the total level of reducing sugars in the samples, we measured glucose levels using the method described in 
Pharmacopeia article "Linden Flower". Correlation coefficients were analyzed to examine in detail the effect of the major pollutants (heavy metals 
and arsenic) on the accumulation of reducing sugars in small-leaved linden flowers. 
Results and discussion. All analyzed samples of medicinal plant raw materials were benign in terms of their reducing sugar levels. Samples 
collected in control (protected) areas contained reducing sugar levels 13.31 to 16.89 %, which is 6–8 times more than the lower numerical value 
established by the Pharmacopoeia article. In the agrocenoses of the region, the concentration of reducing sugars varied from 6.12 to 16.68 %, 
which is 3–8 times more than the value given in the Pharmacopoeia article. In the urbocenoses of the region, a lower level of reducing sugars 
was found compared to samples from protected areas (2.35–13.49 %). Correlation coefficients showed a noticeable negative impact of cadmium, 
chromium, cobalt, copper, zinc, as well as a moderate negative effect of lead and mercury on the accumulation of reducing sugars in the small-
leaved linden flowers. 
Conclusion. The lowest concentrations of reducing sugars were detected in samples harvested along the streets of large cities in the region, 
and along highways, roads and railways. This suggests that anthropogenic factors might negatively impact the accumulation of reducing sugars 
in small-leaved linden flowers in these areas. At the same time, it is possible that saccharide complexes might have reacted with heavy metals 
instead of the complexing agent when levels of reducing sugars in the samples were quantitatively determined. This would have the effect of 
underrepresenting reducing sugar levels in the raw materials.

Keywords: Voronezh region, small-leaved linden, reducing sugars, glucose, agrocenoses, urbocenoses
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ВВЕДЕНИЕ
Интерес к препаратам на основе растительно-

го сырья возрастает с каждым годом. Это объясняет-
ся высокой терапевтической эффективностью таких 
лекарственных средств, а также, что наиболее важ-
но, безвредностью и отсутствием побочных эффектов. 
При этом значительная доля заготовок лекарствен-
ных растений осуществляется в Центральной полосе 
России, отличающейся высокой плотностью населе-
ния, активной хозяйственной деятельностью, разви-
той сетью транспортных магистралей, большим коли-
чеством промышленных производств, интенсивными 
технологиями ведения сельского хозяйства [1–3]. В 
данных условиях нарастает угроза заготовки расти-
тельного сырья в экологически неблагоприятных 
районах, а потому актуальным становится выявление 
влияния антропогенного загрязнения на химический 
состав растений [4, 5]. 

Одним из видов, сырье от которого собирается от 
дикорастущих особей, является липа сердцевидная 
(Tilia cordata Mill.) – широко распространенное на тер-
ритории России листопадное дерево, цветки кото-
рого издревле используются в медицине в качестве 
противовоспалительного, потогонного, успокаиваю-

щего, жаропонижающего, мочегонного средства  [6–
9]. Широкое фармацевтическое и медицинское при-
менение обусловлено богатым химическим составом 
цветков липы сердцевидной, основу которого со-
ставляют полисахариды, сапонины, дубильные ве-
щества, эфирные масла, витамины, макро- и микро- 
элементы [10–13].

Известно, что в стрессовых для растения усло-
виях обитания активизируется синтез веществ анти-
оксидантной активности – низкомолекулярных пепти-
дов, органических кислот, флавоноидных соединений. 
При этом анализ литературных данных о влиянии 
стрессовой антропогенной нагрузки на биосинтез в 
растениях веществ полисахаридной природы показал 
отсутствие данных [14–17].

Цель работы – изучение особенностей накопле-
ния суммы восстанавливающих сахаров в цветках ли-
пы сердцевидной, заготовленных в агро- и урбоцено-
зах Воронежской области. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Выбор территорий для заготовки цветков липы 

сердцевидной объясняется особенностями антропо-
генного воздействия (рисунок 1, таблица 1) заповед-
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ной зоны (контроль): Воронежский биосферный за-
поведник (1); Хоперский заповедник (Новохоперский 
район); (2); Хоперский заповедник (Борисоглебский 
район) (3); территория разработки медно-никелевых 
месторождений (4); зоны, подвергшиеся радионук- 
лидному загрязнению после аварии на Чернобыльс- 
кой АЭС [Нижнедевицкий (5), Острогожский (6), Се-
милукский (7) районы]; Нововоронежская атомная 
электростанция (АЭС) (8); высоковольтные линии 
электропередач (ВЛЭ) (9); зоны с активной сельскохо-
зяйственной деятельностью [Лискинский (10), Ольхо-
ватский (11), Подгоренский (12), Петропавловский (13), 
Грибановский (14), Хохольский (15), Новохоперский 
(16), Репьевский (17), Воробьевский (18), Панинский 
(19), Эртильский (20), Верхнехавский (21), Россошанс- 
кий (22) районы]; химические предприятия: АО «Мину-
добрения» (23), ООО «БорМаш» (24); города с развитой 
легкой промышленностью [Борисоглебск (25), Калач 
(26)]; теплоэлектроцентраль (ТЭЦ) (27); предприятие 
по выпуску синтетического каучука ООО «СИБУР» (28); 
Воронежское водохранилище (29); аэропорт (30); ули- 
ца Воронежа (31); территории вдоль дорог разной 
степени загруженности и на удалении от них  – трас-
са М4 «Дон» (32–35, 40–43), трасса А144 (36–39), неско-
ростная автомобильная дорога (44–47) и железная 
дорога (48–51). 

Изучение содержания в образцах суммы восста-
навливающих сахаров в пересчете на глюкозу – основ-
ной группы биологически активных веществ в цветках 
липы сердцевидной – вели по методике ФС.2.5.0024.15 
«Липы цветки» на спектрофотометре СФ-2000 
(ООО  «ОКБ  Спектр», Россия) [18]. Взвешивание про- 
водили на аналитических весах A&D GH-202 (AND, 
Япония). Каждое определение проводили трижды, по-
лученные результаты статистически обрабатывали 
при доверительной вероятности 0,95.

Все проанализированное растительное сырье со-
ответствует требованиям фармакопейной статьи по 
определяемому показателю [18]. 

Цветки липы сердцевидной, заготовленные в 
контрольных районах, содержат восстанавливающие 
сахара в количестве от 13,31 до 16,89 %, что в 6–8 раз 
больше нижнего числового показателя, установлен-
ного нормативной документацией. 

В лекарственном растительном сырье, собранном 
в агроценозах региона, концентрация восстанавлива-
ющих сахаров варьирует от 6,12 до 16,68 %, что в 3–8 
раз больше приведенного в фармакопейной статье 
числового показателя. Эти данные для большинства 
образцов сопоставимы с результатами, полученными 
для контрольных районов заготовки. 

Рисунок 1. Карта заготовки цветков липы сердцевидной (расшифровка в таблице 1)

Figure 1. Core Linden Flower Blank Map (Deciphered in Table 1)
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Определяемые показатели содержания суммы 

восстанавливающих сахаров в цветках липы сердце-
видной приведены в таблице 1.

Таблица 1. Содержание восстанавливающих сахаров  
в цветках липы сердцевидной

Table 1. Content of reducing sugars  
in heart-shaped linden flowers
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1
Воронежский государственный запо-

ведник 
Voronezh State Reserve

16,89 ± 0,05

2

Хоперский заповедник (Новохоперс- 
кий район)

Khopersky Reserve (Novokhopersky dist- 
rict)

13,31 ± 0,07

3

Хоперский заповедник (Борисоглебс- 
кий район)

Khopersky Reserve (Borisoglebsky dist- 
rict)

16,70 ± 0,05

4
с. Елань-Колено
the village of Elan-Koleno

14,46 ± 0,05

5
Нижнедевицкий р-н
Nizhnedevitsky district

13,43 ± 0,06

6
Острогожский р-н
Ostrogozhsky district

8,70 ± 0,02

7
Семилукский р-н
Semiluksky district

5,90 ± 0,06

8
г. Нововоронеж
Novovoronezh city

9,25 ± 0,02

9

ВЛЭ (Нововоронежский городской 
округ)

High-voltage power lines (Novovoro-
nezhsky urban district)

8,53 ± 0,06

10

Сельскохозяйственные поля Лискинс- 
кого р-на

Agricultural fields of the Liskinsky dist- 
rict

15,56 ± 0,04

11

Сельскохозяйственные поля Ольхо-
ватского р-на

Agricultural fields of the Olkhovatsky 
district

9,93 ± 0,04

12

Сельскохозяйственные поля Подго-
ренского р-на

Agricultural fields of the Podgorensky 
district

16,68 ± 0,05

13

Сельскохозяйственные поля Петро-
павловского р-на

Agricultural fields of the Peterрaul dist- 
rict

16,46 ± 0,02

14

Сельскохозяйственные поля Гриба-
новского р-на

Agricultural fields of the Gribanovsky 
district

8,17 ± 0,04

№
 п

/п

Те
рр

ит
ор

ия
 с

бо
ра

 
Co

lle
ct

io
n 

ar
ea

Со
де

рж
ан

ие
 с

ум
м

ы
 

во
сс

та
на

вл
ив

аю
щ

их
 

са
ха

ро
в 

в 
пе

ре
сч

ет
е 

 
на

 гл
ю

ко
зу

, %
A

m
ou

nt
 o

f r
ed

uc
in

g 
su

ga
rs

 
in

 te
rm

s 
of

 g
lu

co
se

, %

15

Сельскохозяйственные поля Хохольс- 
кого р-на

Agricultural fields of the Khokholsky 
district

6,12 ± 0,04

16

Сельскохозяйственные поля Новохо-
перского р-на

Agricultural fields of the Novokhopersky 
district

11,18 ± 0,06

17

Сельскохозяйственные поля Репьевс- 
кого р-на

Agricultural fields of the Repievsky dist- 
rict

15,02 ± 0,04

18

Сельскохозяйственные поля Воро-
бьевского р-на

Agricultural fields of the Vorobyevsky 
district

14,34 ± 0,06

19
Сельскохозяйственные поля Панинс- 

кого р-на
Agricultural fields of the Paninsky district

15,67 ± 0,04

20

Сельскохозяйственные поля Верхне-
хавского р-на

Agricultural fields of the Verkhnekhavsky 
district

9,22 ± 0,04

21
Сельскохозяйственные поля Эртильс- 

кого р-на
Agricultural fields of the Ertil district

8,99 ± 0,05

22

Сельскохозяйственные поля Россо-
шанского р-на

Agricultural fields of the Rossoshansky 
district

10,18 ± 0,06

23
500 м от АО «Минудобрения» 
500 m from JSC "Minudobrenia" 

5,55 ± 0,07

24
500 м от ООО «БорМаш» 
500 m from LLC "BorMash" 

8,37 ± 0,05

25
г. Борисоглебск
Borisoglebsk city

2,46 ± 0,03

26
г. Калач
Kalach city

2,99 ± 0,02

27
500 м от ТЭЦ «ВоГРЭС» (г. Воронеж)
500 m from TPP "VoGRES" (Voronezh)

7,44 ± 0,04

28
500 м от ООО «СИБУР» (г. Воронеж)
500 m from LLC "SIBUR" (Voronezh)

10,14 ± 0,07

29
Побережье Воронежского водохрани-

лища 
Coast of Voronezh reservoir

6,59 ± 0,03

30
Вблизи Воронежского аэропорта 
Near Voronezh Airport

12,38 ± 0,05

31
Улица г. Воронежа
Voronezh city Street

2,90 ± 0,05

32
Автомобильная трасса М4 в Рамонс- 

ком р-не (0 м)
Highway M4 in Ramonsky district (0 m)

2,35 ± 0,04
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33
Автомобильная трасса М4 в Рамонс- 

ком р-не (100 м)
Highway M4 in Ramonsky district (100 m)

4,94 ± 0,05

34
Автомобильная трасса М4 в Рамонс- 

ком р-не (200 м)
Highway M4 in Ramonsky district (200 m)

13,49 ± 0,06

35
Автомобильная трасса М4 в Рамонс- 

ком р-не (300 м)
Highway M4 in Ramonsky district (300 m)

12,59 ± 0,03

36
Автомобильная трасса А144 (0 м)
Highway A144 (0 m)

2,46 ± 0,03

37
Автомобильная трасса А144 (100 м)
Highway A144 (100 m)

3,77 ± 0,07

38
Автомобильная трасса А144 (200 м)
Highway A144 200 m)

6,90 ± 0,03

39
Автомобильная трасса А144 (300 м)
Highway A144 (300 m)

8,57 ± 0,07

40
Автомобильная трасса М4 в Павловс- 

ком р-не (0 м)
Highway M4 in Pavlovsky district (0 m)

2,83 ± 0,07

41
Автомобильная трасса М4 в Павловс- 

ком р-не (100 м)
Highway M4 in Pavlovsky district (100 m)

3,82 ± 0,05

42
Автомобильная трасса М4 в Павловс- 

ком р-не (200 м)
Highway M4 in Pavlovsky district (200 m)

6,51 ± 0,05

43
Автомобильная трасса М4 в Павловс- 

ком р-не (300 м)
Highway M4 in Pavlovsky district (300 m)

11,43 ± 0,06

44
Нескоростная автомобильная дорога 

(0 м)
Non-high-speed road (0 m)

5,76 ± 0,06

45
Нескоростная автомобильная дорога 

(100 м)
Non-high-speed road (100 m)

7,97 ± 0,05

46
Нескоростная автомобильная дорога 

(200 м)
Non-high-speed road (200 m)

10,65 ± 0,07

47
Нескоростная автомобильная дорога 

(300 м)
Non-high-speed road (300 m)

10,84 ± 0,01

48
Железная дорога (0 м)
Railway (0 m)

3,59 ± 0,05

49
Железная дорога (100 м)
Railway (100 m)

6,41 ± 0,06

50
Железная дорога (200 м)
Railway (200 m)

8,68 ± 0,06

51
Железная дорога (300 м)
Railway (300 m)

7,38 ± 0,05

Числовой показатель по ФС [18]
Numerical indicator for pharmacopoeia 

article

Не менее 2
Not less than 2

Для цветков липы сердцевидной, заготовленных в 
урбоценозах региона, показано более низкое содер-
жание восстанавливающих сахаров, чем для образцов 
заповедных зон (от 2,35 до 13,49 %). В образцах, заго-
товленных на улицах г. Борисоглебска, г. Калача, г.  Во-
ронежа, вдоль трасс М4 и А144, выявлено снижение 
содержания суммы восстанавливающих сахаров (ме-
нее 3 %). Также низкие результаты содержания вос-
станавливающих сахаров получены для цветков липы 
сердцевидной, собранных на расстоянии 100 м от ав-
томобильных трасс, вдоль железной дороги, – для дан-
ных образцов показатель варьировал от 3 до 4 %, что  
позволило сделать вывод об отрицательном влиянии 
антропогенной нагрузки на накопление в цветках  
липы сердцевидной восстанавливающих сахаров. При 
этом сырье со сниженным содержанием восстанав-
ливающих сахаров также отличается сравнительно 
высоким содержанием тяжелых металлов и мышья-
ка [19]. Данные элементы способны связываться с 
ОН-группами конденсированных сахаров. Возможно, 
что прочные комплексы сахаридов с тяжелыми ме- 
таллами затрудняют образование комплексов с комп- 
лексообразователем, используемым в методике коли-
чественного определения восстанавливающих саха-
ров, что может искажать полученные результаты об 
уровне биологически активных веществ в сырье в сто-
рону некоторого ложного снижения.

Для подробного изучения влияния концентрации 
тяжелых металлов и мышьяка на накопление восста-
навливающих сахаров в цветках липы сердцевидной 
анализировали коэффициенты корреляции (таблица 
2) [19, 20].

Рассчитанные значения коэффициентов корре-
ляции показали заметное отрицательное влияние 
кадмия, хрома, кобальта, меди, цинка, а также уме-
ренное отрицательное влияние свинца и ртути на на-
копление восстанавливающих сахаров в цветках ли-
пы сердцевидной.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проанализирован 51 образец цветков липы серд-

цевидной, собранный в различных урбо- и агроце-
нозах Воронежской области. В образцах определе-
но содержание суммы восстанавливающих сахаров 
в пересчете на глюкозу. Все проанализированное ле-
карственное растительное сырье признано доброка-
чественным по исследуемому показателю. Образцы, 
собранные на контрольных (заповедных) территориях,  
содержат восстанавливающие сахара в количестве от 
13,31 до 16,89 %, что в 6–8 раз больше нижнего чис-
лового показателя, установленного нормативной до-
кументацией. В лекарственном растительном сырье, 
собранном в агроценозах региона, концентрация вос-
станавливающих сахаров варьирует от 6,12 до 16,68 %, 
что в 3–8 раз больше приведенного в фармакопейной 
статье числового показателя. Для цветков липы серд-
цевидной, заготовленных в урбоценозах региона, в 
целом показано более низкое содержание восстанав-
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ливающих сахаров, чем для образцов заповедных зон 
(от 2,35 до 13,49 %). Наиболее низкие результаты по-
лучены для образцов, заготовленных на улицах круп-
ных городов области, вдоль автомобильных трасс и 
железной дороги, что указывает на отрицательное 
влияние антропогенной нагрузки на накопление вос-
станавливающих сахаров в цветках липы сердцевид-
ной. Представляется вероятным, что прочные комп- 
лексы сахаридов с тяжелыми металлами затрудняют 
образование комплексов с комплексообразователем, 
используемым в методике количественного опре-
деления восстанавливающих сахаров, что отражает-
ся на уровне определяемых биологически активных 
веществ в сырье, искажая полученные результаты в 
сторону их ложного снижения. Рассчитанные значе-
ния коэффициентов корреляции показали заметное 
отрицательное влияние кадмия, хрома, кобальта, ме-
ди, цинка, а также умеренное отрицательное влияние 
свинца и ртути на накопление восстанавливающих 
сахаров в цветках липы сердцевидной.
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Резюме
Введение. Производство, процесс стандартизации и контроль качества различных БАД, содержащих в составе хелатированный 
цинк, требуют применения валидированных количественных методик оценки. В настоящей работе предложена методика 
рентгенофлуоресцентной спектроскопии (РФС) для определения содержания цинка в составе координационных соединений на примере 
синтезированного хелатного комплекса с метионином.
Цель. Синтезировать хелатный комплекс состава Zn(Met)2, разработать и валидировать методику его количественного анализа с 
применением метода РФС. 
Материалы и методы. Синтезированный хелатный комплекс цинка был исследован методом ИК-спектроскопии. Для разработки 
методики количественной оценки содержания цинка в синтезированном комплексе был использован метод РФС. В качестве 
калибровочных стандартов были использованы сухие смеси моногидрата сульфата цинка и L-метионина в молярном соотношении 
Zn к Met  – 1 : 1, 1 : 2, 1 : 4, 1 : 8 и 1 : 16 и водные растворы смеси сульфата цинка и L-метионина в молярном соотношении Zn к Met 1 : 2 с 
концентрацией (по цинку) от 0,5 до 100 ммоль/л. В качестве арбитражного метода количественного определения содержания цинка в 
исследуемых образцах было использовано комплексонометрическое титрование.
Результаты и обсуждение. ИК-спектр хелатного комплекса подтвердил наличие донорно-акцепторной связи между Zn2+ и атомом 
азота аминогруппы метионина. Результаты комплексонометрии показали, что полученные в ходе синтеза хелатные соединения имеют 
состав, соответствующий стехиометрической формуле Zn(Met)2. Анализ стандартных образцов сухих смесей цинка сульфата моногидрата 
и метионина методом РФС продемонстрировал наличие матричного эффекта и невозможность использования данной калибровочной 
модели для точной оценки содержания цинка в хелатном соединении. По данным спектров РФС водных растворов, содержащих цинка 
сульфат и метионин в соотношении 1 : 2 при концентрации цинка 0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 10; 25; 50 и 100 ммоль/л, построен калибровочный график – 
зависимость интенсивности сигнала флуоресценции для Kα линии цинка от концентрации цинка в растворе (r = 0,9996). Методика оценена 
по следующим валидационным параметрам: специфичность, линейность, правильность, прецизионность, аналитическая область. 
Специфичность валидируемой методики доказана в присутствии меди, железа и серебра.
Заключение. Разработанная методика позволяет с достаточной прецизионностью и правильностью определять методом РФС 
содержание Zn2+ в его водных растворах неорганической и органической природы в диапазоне концентраций от 3 до 100 ммоль/л без 
влияния матрицы.

Ключевые слова: рентгенофлуоресцентный анализ, хелатный комплекс, цинк метионинат, определение содержания цинка, 
валидационные параметры
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Abstract
Introduction. The production, standardization and quality control process of various dietary supplements containing chelated zinc requires 
validated quantitative assessment methods. In this work, we propose an X-ray fluorescence spectroscopy (XRF) technique for determining the zinc 
content in the composition of coordination compounds using the example of a synthesized chelate complex with methionine.
Aim. To synthesize Zn(Met)2 chelate complex, to develop and validate a method for its quantitative analysis using the XRF method.
Materials and methods. The synthesized zinc chelate complex was investigated by IR spectroscopy. The XRF method was used to develop a 
method for quantifying the zinc content in the synthesized complex. We used dry mixtures of zinc sulfate monohydrate and L-methionine (Met) 
in a molar ratio of Zn to Met – 1 : 1, 1 : 2, 1 : 4, 1 : 8 and 1 : 16 and also aqueous solutions of zinc sulfate and L-methionine in a molar ratio of Zn to Met 
1 : 2 with Zn concentrations from 0.5 to 100 mmol/l as calibration standards. Complexometric titration was used as an arbitration method for the 
quantitative determination of zinc content in the samples under study.
Results and discussion. The IR spectrum of chelate complex confirmed the presence of a donor-acceptor bond between Zn2+ and the nitrogen 
atom of amino group in methionine. The titration results showed chelate compounds have a composition corresponding to the stoichiometric 
formula Zn(Met)2. XRF analysis of dry standard mixed samples demonstrated the presence of matrix effect, that makes impossible an accurate 
assessment of zinc content in the chelate compound. According to the XRF spectra of aqueous solutions containing zinc sulfate and methionine 
in a ratio of 1 : 2 at a zinc concentration of 0.5; 1; 2; 3; 4; 5; 10; 25; 50 and 100 mmol/L, a calibration graph was constructed – the dependence of the 
fluorescence signal intensity for the Kα line of zinc on the concentration of zinc in the solution (r = 0.9996). The method was evaluated by the 
following validation parameters: specificity, linearity, correctness, precision, and analytical range. The specificity of the validated method was 
proven in the presence of copper, iron, and silver.
Conclusion. The developed method make it possible to determine with sufficient precision and correctness the content of Zn2+ in its aqueous 
solutions of inorganic and organic nature by the XRF method in the concentration range from 3 to 100 mmol/l without the influence of the matrix.

Keywords: X-ray fluorescence analysis, chelate complex, zinc methioninate, determination of zinc content, validation parameters
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ВВЕДЕНИЕ
Производство, процесс стандартизации и конт- 

роль качества различных биологически активных и 
витаминно-минеральных добавок, содержащих в сос- 
таве хелатированный цинк, требуют применения ва-
лидированных количественных методик оценки. Зо- 
лотым стандартом элементного неорганического ана-
лиза, традиционно применяемого в фармации, счи-
тают метод атомно-эмиссионной спектроскопии с 
индуктивно связанной плазмой (АЭС ИСП) и атомно- 
абсорбционную спектроскопию (ААС) [1–3]. Трудоем- 
кая и дорогая пробоподготовка – неотъемлемая 
часть ААС и АЭС – один из факторов, ограничива- 
ющих применение этих чувствительных, селектив-
ных и точных методов [4]. В соответствии с директи-
вой международной конференции по гармонизации 
[International Council for Harmonization of Technical Re-
quirements for Registration of Pharmaceuticals for Hu-
man Use, Guideline for Elemental Impurities Q3D (R1), 
2019] энергодисперсионная рентгенофлуоресцентная  
спектрометрия (РФС) применима для скрининга ле-
карственных препаратов на наличие примесей тяже-
лых металлов. Этот простой и экономичный метод 
анализа является фармакопейным и дает возможность 

получения стабильных во времени калибровок для 
количественного анализа металлсодержащих ЛС и 
БАД (ГФ XIV, ОФС. 1.2.1.1.0010.15 «Рентгеновская флу-
оресцентная спектрометрия») [5].

Нами предложена методика РФС для определе-
ния содержания цинка в составе координационных 
соединений на примере синтезированного хелатного 
комплекса с метионином, установлена аналитическая 
область методики, проведена оценка таких валидаци-
онных параметров, как специфичность, линейность, 
правильность и прецизионность.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
В научной периодике представлено достаточно  

способов синтеза комплексных соединений d-эле-
ментов с аминокислотами [6, 7]. В данной работе при-
менили методику, которая характеризуется высоким 
процентом выхода продукта синтеза. К суспензии ме-
тионина (2 моль) в воде прибавляли гидроксид нат- 
рия (2 моль), перемешивали в течение 10 минут до 
полного растворения метионина и нагревали смесь 
до 60  °С. К гомогенному раствору порциями добав-
ляли моногидрат сульфата цинка (1 моль), выдержи-
вали при перемешивании в течение 20 минут при 
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температуре 60  °С  [6]. Далее реакционную смесь ох-
лаждали до 10  °С, выпавшие кристаллы отфильтро-
вывали и промывали водой до отрицательной реак-
ции фильтрата на сульфаты (по реакции осаждения с 
хлоридом бария) и свободный метионин (нингидри-
новая проба). Осадок дополнительно промывали эти- 
ловым спиртом и высушивали до постоянной массы 
при 105 °С в сушильном шкафу Binder RF 53 с принуди-
тельной конвекцией (Binder GmbH, Германия) [ГФ XIV, 
ОФС.1.2.1.0010.15 «Потеря в массе при высушивании» 
(способ 1)].

Для синтеза использовали L-метионин (pure, 
pharma grade, AppliChem, Германия) и моногидрат 
сульфата цинка (99,0 %, Acros Organics, Испания), ка-
чество всех прочих реактивов и растворителей (нат- 
рия гидроксид, этанол, вода очищенная) соответство- 
вали фармакопейным стандартам. 

Структуру синтезированного комплекса подтверж- 
дали при помощи спектрального анализа в ИК-об-
ласти  – ИК-Фурье спектрофотометр Agilent Cary 630 
(Agilent Technologies, Inc., США), приставка НПВО с ал-
мазной призмой. Спектральный диапазон – 4000–
750 см-1. Разрешение – менее 2 см-1, правильность вол-
нового числа 0,05 см-1, воспроизводимость волнового 
числа – 0,005 см-1.

Для разработки методики количественной оцен-
ки содержания цинка в синтезированном комплексе 
метионината цинка использовали энергодисперсион-
ный рентгенофлуоресцентный спектрометр EDX-7000 
(Shimadzu, Япония): диапазон измеряемых элемен-
тов  – 11Na – 92U; рентгеновский генератор – труб-
ка с Rh-анодом, воздушное охлаждение; напряжение 
4–50  кВ, ток 1–1000 мкА; кремниевый дрейфовый де-
тектор с термоэлектрическим охлаждением, метод 
подсчета – цифровой счетный фильтр; размер каме-
ры 300 × 275 × 100  мм. Спектр рентгеновской флуо-
ресценции при каждом измерении записывали при 
одинаковых настройках прибора: майларовая плен-
ка, ширина коллиматора – 10 мм, время экспозиции  –  
100  с, атмосфера – воздух; количество повторных 
измерений для одного образца n = 3.

В качестве калибровочных стандартов использо-
вали сухие, измельченные до однородного состояния 
смеси моногидрата сульфата цинка и L-метионина в 
молярном соотношении Zn к Met – 1 : 1, 1 : 2, 1 : 4, 1 : 8 и 
1 : 16. Также набор калибровочных стандартов вклю-
чал водные растворы смеси сульфата цинка и L-мети-
онина в молярном соотношении Zn к Met 1 : 2 с кон-
центрацией (по цинку) от 0,5 до 100 ммоль/л. При 
подготовке сухих калибровочных смесей и водных 
растворов использовали поверенное лабораторное 
оборудование  – весы аналитические лабораторные 
Radwag AS  220.X2 (RADWAG, Польша), рН-метр базо-
вый лабораторный PB-11 (Sartorius, Германия).

Арбитражный метод количественного опреде-
ления содержания цинка в калибровочных стандар- 
тах и синтезированном комплексе – комплексоно-
метрическое титрование, выполненное в соответст- 
вии с методикой государственной фармакопеи (ГФ 
XIV, ОФС.1.2.3.0015.15 «Комплексонометрическое тит- 

рование»; ГФ XIV, ФС.2.2.0036.18 «Цинка сульфат геп- 
тагидрат»).

При оценке специфичности методики анализа  
в качестве примесных компонентов использовали 
соли меди, железа и серебра: сульфат меди безвод- 
ный (Merck, Германия), железа сульфат моногидрат 
(Sigma-Aldrich, Германия) и нитрат серебра (х.ч., ГОСТ 
1277-75).

Для обработки результатов анализа и построения 
калибровочных моделей использовали ПО Microsoft 
Office Excel, OriginPro 2017 (OriginLab, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Качественная и количественная оценка  
полученных в результате синтеза  
комплексов метионината цинка 

По описанной методике был дважды синтезиро-
ван метионинат цинка, представляющий собой бе-
лое кристаллическое соединение, нерастворимое в 
воде и этиловом спирте (далее по тексту – Zn(Met)2  
complex 1, Zn(Met)2 complex 2). Выход продуктов син-
теза в среднем составил 70,3 %.

Согласно литературным данным, для комплек-
сов двухвалентных катионов металлов с метионином 
характерен О, N тип связывания без участия в комп- 
лексообразовании метилсульфидной группы [8]. 
Сравнение полученных ИК-спектров НПВО метиони-
на и Zn(Met)2 подтверждает предложенное строение 
(рисунок 1). На ИК-спектре комплекса наблюдаются 
две полосы координированной аминогруппы (3339,  
3252 см-1) с расщеплением между ними ∆ν ≈ 87  см-1, 
последнее согласуется с представлениями о донор-
но-акцепторной связи между металлом и атомом азо-
та аминогруппы [9]. На спектре метионината цин-
ка сохраняется полоса колебаний группы CH3S– при 

Рисунок 1. ИК-спектры НПВО L-метионина и синтезированно-
го комплекса метионината цинка

Figure 1. ATR-IR spectra of L-methionine and synthesized zinc 
methioninate complex
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1327  см-1, т.  е. атом серы не участвует в координа-
ции цинка. Отсутствие значимых полос поглощения 
в области частот выше 3450 см-1 свидетельствует об  
отсутствии связи О–Н, а, следовательно, и об отсутст- 
вии молекул как кристаллизационной, так и адсорби-
рованной воды.

Количественный анализ синтезированных комп- 
лексов методом трилонометрии после растворения 
их в аммиачном буферном растворе (рН  11) показал, 
что содержание цинка составляет 18,23 % по массе в 
первом комплексе, 17,97 % – во втором. Результаты 
количественного анализа подтверждают факт, что 
полученные в ходе синтеза хелатные соединения 
цинка с метионином имеют состав, соответствующий 
стехиометрической формуле Zn(Met)2.

Построение калибровочной модели  
для оценки содержания цинка методом РФА  
в его хелатных комплексах  
без разрушения матрицы  
(без пробоподготовки)

Государственная фармакопея регламентирует  
применение РФС в количественном анализе ЛС при 
условии предварительного установления для мат- 
рицы данного состава точной зависимости между 
интенсивностью линии флуоресценции и концент- 
рацией элемента в стандартном образце (ГФ XIV, 
ОФС.1.2.1.1.0010.15 «Рентгеновская флуоресцентная 
спектрометрия»). В соответствии с этими указани- 
ями, калибровочные смеси субстанций моногидра-
та сульфата цинка и метионина в различных моль-
ных соотношениях были проанализированы методом 
РФА. Измеряли интенсивность сигнала флуоресцен-
ции при 0,1435  нм, что на спектре соответствует Kα  
линии цинка (8,632  кэВ). В этих же порошках арбит- 
ражным методом трилонометрии определили точ-
ное содержание металла (%). Проведенные измере-
ния позволили построить калибровочную модель, 
отражающую линейный характер зависимости меж-
ду сигналом флуоресценции и количеством цинка в 
испытуемых образцах (R = 0,9904). С применением  
модели определили содержание цинка в синтези-
рованных комплексах метионината цинка – Zn(Met)2 
complex  1, Zn(Met)2 complex  2. Однако полученный 
результат оказался завышенным, найденные по гра-
фику значения содержания цинка в комплексах отли-
чались от действительных в среднем на 37 %.  

Очевидно, что координация атома цинка дву-
мя молекулами метионина за счет образования свя-
зей Zn–O и Zn–N приводит к значительным, непро-
порциональным содержанию металла, изменениям 
сигнала рентгеновской флуоресценции (рисунок 2). 
Наблюдаемый матричный эффект не позволяет без 
дополнительной коррекции использовать для точной  
оценки содержания цинка в хелатном соединении  
калибровочную модель, построенную с использова- 
нием стандартных образцов смеси цинка сульфа-
та моногидрата и метионина [10]. Основные кон-
цепции математической коррекции матричных эф-

фектов в рентгенофлуоресцентном анализе широко 
описаны в научной литературе, однако отличаются 
сложностью  [11]. С другой стороны, влияние матрич-
ного эффекта может быть нивелировано при помощи 
соответствующей пробоподготовки. В соответствии с 
указаниями государственной фармакопеи, для умень-
шения эффектов поглощения и возбуждения, искри-
вляющих калибровочные графики, анализируемую 
пробу разбавляют прозрачным для рентгеновских  
лучей веществом, в том числе водой. 

Построение калибровочной модели  
для определения методом РФС  
содержания цинка в водных растворах  
его хелатных комплексов 

Подготовленные водные растворы, содержащие  
цинка сульфат и метионин в соотношении 1 : 2 при 
концентрации цинка 0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 10; 25; 50 и 
100  ммоль/л, были исследованы методом РФС. По 
данным спектров рентгеновской флуоресценции и 
полученным результатам комплексонометрии этих 
же растворов вновь построили калибровочный гра-
фик  – зависимость интенсивности сигнала флуорес-
ценции для Kα линии цинка от концентрации цинка 
в растворе, коэффициент корреляции 0,9996 (рису- 
нок 3).

Полученная калибровочная модель легла в основу 
спектральной методики количественного определе-
ния цинка в водных растворах его хелатных комплек-
сов, в частности метионината цинка, и была оценена 
по следующим валидационным параметрам: специ-
фичность, аналитическая область, линейность, пра-
вильность и прецизионность (ГФ XIV, ОФС.1.1.0012.15 
«Валидация аналитических методик»). 
1. Специфичность. Оценку специфичности опреде-

ляли по разрешению сигнала характерной рент-
геновской флуоресценции цинка от сигналов дру-
гих элементов – железа, серебра и меди, а также 
по стабильности уровня сигнала цинка. (ГФ XIV, 
ОФС.1.2.1.1.0010.15 «Рентгеновская флуоресцент-
ная спектрометрия»). К исходному раствору, со-
держащему цинка сульфат и метионин в соотно-
шении 1 : 2 с концентрацией цинка 25  ммоль/л, 
добавили модельную примесную смесь – раст- 
вор, содержащий сульфат меди, нитрат серебра 
и сульфат железа(III), концентрация каждого из  
металлов 25 ммоль/л. После чего записали спектр 
рентгеновской флуоресценции исходного раст- 
вора и раствора с добавленными примесями. Ли-
нии характеристической флуоресценции добав-
ленных элементов (Ag – 22,105 кэВ, Fe – 6,400  кэВ, 
Cu  – 8,042 кэВ) не перекрывают линии цинка, ин-
тенсивность сигнала флуоресценции цинка сох- 
раняется на том же уровне, как и в отсутствии 
примесных элементов (рисунок 4). 

2. Аналитическая область и линейность. Соглас-
но ГФ, аналитическая область методики долж-
на быть применима в интервале от 80 до 120 % от 
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номинального значения определяемой аналити-
ческой характеристики (ГФ XIV, ОФС.1.1.0012.15 
«Валидация аналитических методик»). Однако 
представленная ранее калибровочная модель  
(см. рисунок 3) охватывает очень широкий кон-
центрационный диапазон (0,5–100 ммоль/л Zn),  
не соответствующий установленным требованиям.  
В указанном интервале концентраций были выде-
лены 3 фрагмента (1–5; 5–25 и 25–100 ммоль/л Zn), 
каждый из которых рассматривали как отдель-
ную калибровочную модель со своими валидаци- 
онными параметрами линейности, правильнос- 
ти и прецизионности. 
Аналитическую область оценивали для каждо-

го из трех диапазонов концентраций по результатам 
измерений (n = 3) крайних значений и дальнейшему 
сравнению соответственно рассчитанных дисперсий. 
Для всех трех калибровочных моделей рассчитанное 
значение критерия Фишера оказалось меньше таб- 
личного (Fтабл. = 99), что позволило сделать вывод об 
однородности дисперсий результатов измерений при 
низкой и высокой концентрации каждого из диапазо-
нов и, следовательно, подтвердить выполнение пара-
метра «аналитическая область» (таблица 1).

Рисунок 2. Иллюстрация матричного эффекта – усиление флуоресценции при координации атома цинка в составе хелатной 
структуры – спектр рентгеновской флуоресценции образца метионината цинка и смеси цинка сульфата моногидрата с метиони-
ном в молярном соотношении 1 : 2; слева – линия Kα серы – 2,308 кэВ; справа – линия Kα цинка – 8,632 кэВ

Figure 2. Illustration of the matrix effect – enhancement of fluorescence upon coordination of the zinc atom in the chelate structure – 
X-ray fluorescence spectrum of a sample of zinc methioninate and a mixture of zinc sulfate monohydrate with methionine in a molar 
ratio of 1 : 2; on the left – sulfur Kα line – 2,308 keV; on the right – zinc Kα line – 8,632 keV

Рисунок 3. Зависимость интенсивности сигнала флуоресцен-
ции (Zn Kα) от концентрации цинка в водных растворах, со-
держащих сульфат цинка и метионин в соотношении 1 : 2, 
концентрация цинка от 0,5 до 100 ммоль/л (розовая область – 
95 % прогнозируемый интервал линейной зависимости)

Figure 3. Dependence of the intensity of the fluorescence 
signal (Zn Kα) on the concentration of zinc in aqueous solutions 
containing zinc sulfate and methionine in a ratio of 1 : 2, the 
concentration of zinc from 0,5 to 100 mmol/l (pink area – 95 % 
prediction interval of linear dependence)
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Для построенных калибровочных моделей было 
рассчитано уравнение линейной зависимости вида 
y = b ∙ x + a и определен коэффициент корреляции (R). 
Характеристика «линейность» выполняется для всех 
трех аналитических областей предложенной методи-
ки (см. таблица 1).

Таблица 1. Результаты оценки параметров  
«аналитическая область» и «линейность» для методики РФА  
для количественного определения цинка в водных растворах 
его хелатных комплексов

Table 1. Results of evaluating the parameters "analytical area"  
and "linearity" for the XRF method  
for the quantitative determination of zinc  
in aqueous solutions of its chelate complexes
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1 1–5 40,95 0,9999 0,6992 –0,069
2 5–25 9,08 1 0,6781 –0,187
3 25–100 47,69 0,9999 0,6038 1,121

Примечание. * Тест с использованием критерия Стьюдента 
показал статистическую незначимость свободного члена регресси-
онного уравнения (Р = 0,95 и f = 8), таким образом в трех концент- 
рационных диапазонах методика дает результаты, свободные от 
систематической ошибки.

3. Правильность методики оценивали, применяя 
арбитражный метод комплексонометрического 
титрования. Исследовали водные растворы, со-
держащие сульфат цинка и метионин в соотноше-
нии 1 : 2 на нескольких уровнях концентраций  – 
нижний (1 и 3 ммоль/л), средний (5 и 25 ммоль/л) 
и верхний (100 ммоль/л). В трех повторах были 

записаны спектры рентгеновской флуоресцен- 
ции, а затем проведено титрование. Результаты 
представлены в таблице 2. Ошибка определения 
превысила критическое значение в 3 % на самом 
нижнем аналитическом уровне – при концентра-
ции цинка 1 ммоль/л.

Таблица 2. Результаты оценки правильности методики РФА  
для количественного определения цинка  
в водных растворах его хелатных комплексов 

Table 2. Results of evaluating the correctness  
of the XRF method for the quantitative determination  
of zinc in aqueous solutions of its chelate complexes 
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25,30 25,06 0,96
25,00 24,89 0,44
25,60 25,10 1,96
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102,70 101,83 0,84
103,30 102,55 0,73
102,30 100,34 1,92

Среднее значение отклонения от действи-
тельного значения, %

Mean measurement error, %
1,86

Рисунок 4. Спектр рентгеновской флуоресценции водного раствора, содержащего 25 ммоль/л сульфата цинка и 50 ммоль/л ме-
тионина, с добавлением примесей – 25 ммоль/л AgNO3, 25 ммоль/л CuSO4 и 25 ммоль/л Fe2(SO4)3 ∙ H2O

Figure 4. X-ray fluorescence spectrum of an aqueous solution containing 25 mmol/l zinc sulfate and 50 mmol/l methionine, with the 
addition of impurities – 25 mmol/l AgNO3, 25 mmol/l CuSO4 and 25 mmol/l Fe2(SO4)3 ∙ H2O
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4. Прецизионность (сходимость и внутрилабора- 
торная прецизионность) методики РФА оцени-
вали по результатам трех определений водных 
растворов, содержащих сульфат цинка и мети-
онин в соотношении 1 : 2, для каждого из трех 
уровней определяемых концентраций (нижнего, 
среднего и верхнего), лежащих в пределах дан-
ной аналитической области.
Сходимость (повторяемость) результатов оцени-

вали по данным, полученным в одинаковых условиях  
в пределах короткого промежутка времени: один 
и тот же исполнитель, одна и та же кювета, один и  
тот же исследуемый раствор. Сходимость результа-
тов аналитической методики представлена на рисун-
ке 5. Относительное стандартное отклонение (RSD) 
результатов измерений для всех концентраций раст- 
воров составило не более 2 %. На графике проде-
монстрировано, что с увеличением концентрации 
раствора величина RSD снижается и достигает пре-
дельного постоянного значения. Первая точка на 
графике соответствует концентрации цинка в раство- 
ре 0,1 ммоль/л, значение RSD для нее превышает 
критическое значение в 2 % и составляет 2,48 %. 

Промежуточную (внутрилабораторную) прецизи-
онность оценивали по результатам, полученным в 
разные дни, разными исполнителями при использо-
вании разных кювет. Результаты оценки внутрилабо-
раторной прецизионности методики представлены  
в таблице 3. 

Таким образом, в ходе проведенного исследова-
ния было показано, что валидационные характерис- 
тики разработанной методики РФА для количест- 

венного определения цинка в водных растворах его 
хелатных комплексов выполняются и соответствуют 
нормативным требованиям. Методика дает правиль-
ные воспроизводимые результаты в концентрацион-
ном диапазоне содержания цинка от 3 до 100 ммоль/л.

Таблица 3. Результаты внутрилабораторной  
(промежуточной) прецизионности методики РФА  
для количественного определения цинка  
в водных растворах его хелатных комплексов

Table 3. Results of the intralaboratory (intermediate) precision  
of the XRF method for the quantitative determination of zinc  
in aqueous solutions of its chelate complexes

C(ZnSO4), ммоль/л
C(ZnSO4), mmol/l

Относительное стандартное 
отклонения (RSD), %

Relative standard deviation (RSD), %

0,5 3,26

1 1,51

5 1,46

10 1,76

25 0,54

50 1,74

100 1,34

Функциональность созданной РФА методики 
количественного определения цинка проверили на 
примере водного раствора синтезированного мети-
онината цинка (Zn(Met)2 complex 2) с известной кон-
центрацией металла – 50 ммоль/л. Для растворения 
комплекса использовали аммиачный буферный раст- 
вор (рН = 11). Далее записали спектр рентгеновской 
флуоресценции полученного раствора. По значению 
интенсивности флуоресценции для линии цинка с 
использованием калибровочной модели в диапазоне 
концентраций от 25 до 100 ммоль/л установили кон- 
центрацию металла в растворе (рисунок 6).

Рисунок 5. Зависимость величины относительного стандарт-
ного отклонения (RSD, %) от концентрации Zn в растворе 
(оценка сходимости)

Figure 5. Dependence of the value of the relative standard devia-
tion (RSD, %) on the concentration of Zn in solution (convergence 
assessment)

Рисунок 6. Определение концентрации цинка в растворе 
Zn(Met)2 complex 2 по калибровочной модели в диапазоне кон-
центраций от 25 до 100 ммоль/л Zn

Figure 6. Determination of zinc concentration in solution of 
Zn(Met)2 complex 2 using a calibration model in the concentration 
range from 25 to 100 mmol/l of Zn

Методы анализа лекарственных средств
Analytical Methods



161РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2021. Т. 10, № 4
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2021. V. 10, No. 4

Концентрация цинка в водном растворе Zn(Met)2 
complex 2, определенная по калибровочной мо-
дели, составила 50,51 ммоль/л, ошибка определе-
ния  – 1,02 %. Полученные результаты подтвержда-
ют отсутствие матричного эффекта и, следовательно, 
функциональность разработанной методики.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработанная методика позволяет с достаточ-

ной правильностью и прецизионностью определять 
методом РФС содержание Zn2+ в его водных раство-
рах неорганической и органической природы в диа- 
пазоне концентраций от 3 до 100 ммоль/л. 
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Резюме
Введение. Клинические штаммы микроорганизмов, в том числе и условно-патогенные дрожжеподобные грибы (ДПГ) рода Candida, 
обладают устойчивостью к используемым в настоящее время противогрибковым препаратам. В связи с этим поиск альтернативных 
путей потенцирования активности антимикробных средств по отношению к инфекционному агенту является важным и актуальным 
направлением исследований. Изучение сочетаний существующих антимикотических препаратов и лекарственного экстракта 
растительного происхождения – фарнезола – одно из перспективных подходов в борьбе с резистентными штаммами ДПГ рода Candida. 
В наших предыдущих исследованиях было показано, что фарнезол проявляет относительную активность против биопленок ДПГ Candida 
albicans. В данной работе мы использовали 6 клинических изолятов и один музейный штамм ДПГ C. albicans для исследования влияниия 
фарнезола на противогрибковую активность антимикотических препаратов. 
Цель. Оценить модулирующее действие фарнезола на противогрибковую активность некоторых антимикотических препаратов.
Материалы и методы. Для определения чувствительности 7 штаммов ДПГ C. albicans к антимикотическим препаратам «Нистатин»  
(NYS 50 µg), «Кетоконазол» (KET 10 µg), «Клотримазол» (CTR 10 µg), «Амфотерицин В» (AMB 10 µg), «Вориконазол» (VRC 10 µg) использовали 
диско-диффузионный метод. На диск с антимикотикотическим препаратом наносили раствор фарнезола в концентрациях 100, 50 и 25 мкМ 
в объеме 25 мкл. В качестве контроля использовали стерильный физиологический раствор (ФР) (pH 7,0; V = 25 мкл).
Результаты и обсуждение. В 34,3 % случаев от общего числа экспериментов можно говорить о модулирующем действии растворов 
фарнезола на противогрибковую активность антимикотических препаратов при комбинации фарнезол + антимикотический препарат. Во 
всех этих случаях чувствительность ДПГ C. albicans к антимикотическому препарату увеличивается.
Заключение. Результаты данного исследования содержат полезную информацию для понимания механизма действия QS-молекул, 
обладающих противогрибковой активностью, а также они являются обоснованием для практического применения некоторых QS-молекул 
в терапии инфекционных заболеваний, вызванных ДПГ рода Candida. Проведенное исследование демонстрирует, что фарнезол может 
быть рекомендован в качестве активного вещества, улучшающего чувствительность ДПГ рода Candida к антимикотическим препаратам, 
особенно в случае с полирезистентными штаммами ДПГ рода Candida.

Ключевые слова: фарнезол, Candida albicans, антимикотики, «Нистатин», «Кетоконазол», «Клотримазол», «Амфотерицин В», «Вориконазол»
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Abstract
Introduction. Clinical strains of microorganisms, including opportunistic yeast-like fungi (YLF) of the genus Candida, are resistant to currently used 
antifungal drugs. In this regard, the search for alternative ways to potentiate the activity of antimicrobial agents in relation to the infectious agent 
is an important and relevant area of research. The study of combinations of existing antimycotic drugs and a medicinal extract of plant origin – 
farnesol – is one of the promising approaches in the fight against resistant strains of YLF genus Candida. In our previous studies, farnesol has 
been shown to exhibit relative activity against YLF Candida albicans biofilms. In this study, we used 6 clinical isolates and one museum strain YLF 
C. albicans to study the effect of farnesol on the antifungal activity of antimycotic drugs.
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Aim. To prove that farnesol can increase the antifungal activity of certain antimycotics.
Materials and methods. To determine the sensitivity of 7 strains of YLF C. albicans to the antimycotic drugs "Nystatin" (NYS 50 µg), "Ketoconazole" 
(KET 10 µg), "Clotrimazole" (CTR 10 µg), "Amphotericin B" (AMB 10 µg), "Voriconazole" (VRC 10 µg) disk diffusion test was used. A solution of farnesol 
in concentrations of 100, 50 and 25 µM in a volume of 25 µl was applied to the disk with the antimycotic drug. Sterile physiological (PhS) solution 
was used as a control (pH 7.0; V = 25 µl). 
Results and discussion. In 34.3 % of of experiments we can talk about the modulating effect of farnesol solutions on the antifungal activity of 
antimycotic drugs. In all these cases, the sensitivity of YLF C. albicans to the antimycotic drug increases. 
Conclusion. The results of this study provide useful information for understanding the mechanism of QS-molecules action with antifungal activity, 
as well as they are the basis for the practical application of some QS-molecules in the treatment of infectious diseases caused by YLF of the genus 
Candida. The study demonstrates that farnesol can be recommended as an active substance that improves the sensitivity of YLF Candida to 
antimycotic drugs, especially in the case of multi-resistant strains Candida.

Keywords: farnesol, Candida albicans, antimycotics, "Nystatin", "Ketoconazole", "Clotrimazole", "Amphotericin B", "Voriconazole"
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ВВЕДЕНИЕ
Candida albicans – это условно-патогенные дрож-

жеподобные грибы, которые могут угрожать здоро-
вью человека с ослабленным иммунитетом. Увеличе-
ние в популяции ДПГ рода Candida числа резидентных 
штаммов требует от научного мира либо поиска но-
вых противогрибковый препаратов, либо использова-
ние альтернативных подходов в направлении восста-
новления чувствительности микроорганизмов к уже 
существующим антимикотическим препаратам. В на-
ших предыдущих исследованиях было показано, что 
фарнезол оказывает относительно сильное действие 
на способность ДПГ C. albicans формировать биоплен-
ки, и основной механизм в этом случае, вероятно, свя-
зан с подавлением развития гифальных форм ДПГ 
C. albicans [1, 2]. 

Известно, что в биологических сообществах  
микроорганизмы используют для своей коммуника-
ции различные механизмы. В зависимости от плот-
ности клеток бактерии и ДПГ рода Candida могут про-
дуцировать сигнальные молекулы QS (например, 
вторичные метаболиты), которые участвуют в регуля-
ции экспрессии генов и координации коллективно-
го поведения в своей естественной нише. Существо-
вание этих вторичных метаболитов играет главную 
роль в адгезии, колонизации тканей и поверхностей  
клеток хозяина, морфогенезе и развитии биопленки. У 
дрожжей и ДПГ фарнезол играет главную роль в мор-
фологическом переходе, ингибируя продукцию ги-
фов в зависимости от концентрации, в то время как 
тирозол выполняет противоположную функцию, сти-
мулируя переход от сферических клеток к форме за-
родышевой трубки. 

Согласно данным литературы, фарнезол непре-
рывно продуцируется в биопленках ДПГ рода Candida 
при росте в диапазоне температур от 23 до 43  °С и в 
количествах, примерно пропорциональных колоние- 
образующим единицам на мл (КОЕ/мл). Химически 
фарнезол представляет собой ациклический сескви-
терпеновый спирт, эндогенно синтезируемый по эр-
гостериновому пути. Его синтез не зависит ни от типа 
источника углерода и азота, ни от химической приро-
ды питательной среды. Фарнезол является термоста-
бильной молекулой, которая не подвергается воз-
действию экстремальных значений рН.

Фарнезол в качестве QS-молекулы участвует в ре-
гуляции различных физиологических процессов у ДПГ 
рода Candida, включая филаментацию, образование 
биопленок, восприимчивость к лекарственным сред-
ствам и апоптоз [3]. Это соединение продуцируется 
многими микроорганизмами, главным образом ДПГ, 
а также содержится во многих эфирных маслах рас-
тений [4, 5]. Секреция фарнезола была подтвержде-
на при различных условиях у восьми представите-
лей ДПГ рода Candida: albicans, dubliniensis, tropicalis, 
parapsilosis, guilliermondii, kefyr, krusei и glabrata. Однако  
больше всего работ российских и зарубежных ученых 
посвящено его действию на биопленки условно-пато-
генного вида – C. albicans [2, 4, 6].

В настоящий время фарнезол, как коммерческий 
препарат, может быть получен естественным путем, а 
также с помощью химического синтеза. Его выделяют 
из эфирных масел липового цвета, зерен мускуса, не-
роли, петитгрейна [7, 8]. У дрожжей фарнезол явля- 
ется побочным продуктом пути биосинтеза эргосте- 
рола, образующегося в результате ферментативного  
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дефосфорилирования фарнезилпирофосфата [9]. Фер-
менты этого пути кодируются генами ERG (эргосте-
рол). У бактерий YisP (фитоенсинтаза/скваленсинта-
за) действует как фосфатаза, катализируя образование 
фарнезилдифосфата. Вэнг с коллегами описали, что 
накопление фарнезилдифосфата может в будущем 
использоваться для промышленного производства 
фарнезола с помощью Escherichia coli. Они обнаружи-
ли, что PgpB (фосфатидатфосфатаза) и YbjG (ундека-
пренилдифосфатаза), две интегральные мембранные 
фосфатазы E. coli, которые могут гидролизовать фар-
незилдифосфат в фарнезол [10]. Таким образом, круп-
номасштабное производство фарнезола может быть 
достигнуто с помощью химического синтеза и мета-
болической инженерии у прокариотов. 

Цель работы – оценить модулирующее действие 
фарнезола на противогрибковую активность некото-
рых антимикотических препаратов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Штаммы и условия культивирования

Клинические штаммы C. albicans 6 изолятов (С1-С6) 
были выделены от женщин с вульвовагинальным кан-
дидозом (ВВК). Идентификацию микроорганизмов 
проводили с применением технологии матрично-ак-
тивированной лазерной десорбции/ионизации MALDI 
Biotyper (Bruker Daltonics Inc., Германия). Достоверной 
считали идентификацию с показателем SCORE более 
2000. Музейная культура (С7) № 10231 приобретена из 
Американской коллекции типовой культуры (ATCC). 
Колонии суточных культур C. albicans с агара Сабуро 
(Difco, Франция) смывали ФР (pH 7,0). Концентрацию 
ДПГ доводили до 0,5 по МакФарлАнду, что соответст- 
вует 1,5 × 108 клеток/мл. 

Препараты

Фарнезол (Far) (транс, транс-фарнезол; Sigma-
Adrich, США), молярная масса фарнезола = 
222,37  грамм/моль, масса вещества = 0,886 гр/мл, 
Ns  – количество вещества в молях 4000 мкM/мл. Мы 
использовали 3 концентрации фарнезола 100, 50 и 
25 мкМ, разведение проводили в ФР (pH 7,0). Контро-
лем служил ФР.

Для определения чувствительности ДПГ к антими-
котическим препаратам «Нистатин» (NYS 50 µg), «Ке-
токоназол» (KET 10 µg), «Клотримазол» (CTR 10 µg), 
«Амфотерицин В» (AMB 10 µg), «Вориконазол» (VRC 
10 µg) использовали диско-диффузионный метод. 

Ход работы

1. На стерильные бумажные диски наносили 25  мкл 
ФР (PhS) + Far, что соответствовало концентрации 
фарнезола 100 мкМ.

2. На стерильные бумажные диски наносили 25  мкл 
PhS.

3. На диск с антимикотическим препаратом наноси-
ли 25 мкл PhS.

4. На диск с антимикотическим препаратом наноси-
ли 25 мкл Far с концентрацией 100 мкМ.

5. На диск с антимикотическим препаратом наноси-
ли 25 мкл Far с концентрацией 50 мкМ.

6. На диск с антимикотическим препаратом наноси-
ли 25 мкл Far с концентрацией 25 мкМ.
Учет результатов проводили путем измерения ди-

аметра зоны подавления роста культуры ДПГ рода 
Candida под действием антимикотического препара-
та или его сочетания с фарнезолом в соответствии с 
протоколом NCCLS M-44. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Процесс устойчивости/чувствительности к анти-

микотическим препаратам динамичен у разных изо- 
лятов ДПГ рода Candida и меняется с течением вре-
мени, это делает актуальным исследования в направ-
лении поиска альтернативных путей модулирования 
активности антимикотических препаратов в отноше-
нии ДПГ рода Candida. 

В результате микологического исследования 
штаммы ДПГ рода Candida характеризовались высо-
кой устойчивостью к противогрибковым препаратам 
in vitro. Особенно клинический штамм С1 – он про- 
явил резистентность ко всем пяти препаратам. У дру-
гих шести штаммов уровни резистентности отлича-
лись как по группам препаратов, так и варьировали 
внутри групп. Синергическое действие фарнезола с 
полиеновыми антимикотическими препаратами бы-
ло следующим: у 6 штаммов из 7 Far в концентрации 
100 и 50 мкM увеличивал чувствительность к нистати-
ну, Far 25 мкM – 4 из 7; и у 6 штаммов из 7 Far в кон- 
центрации 100  мкМ увеличивал чувствительность 
к амфотерицину В, 50 мкM – на один меньше (т. е. у 5 
штаммов из 7), 25 мкM – 3 из 7 (рисунок 1).

Обращает на себя внимание вариабельность, наб- 
людаемая нами в группе имидазолов. Только у 2 штам-
мов, устойчивых к кетоконазолу, увеличилась чувст- 
вительность за счет фарнезола во всех трех концент- 
рациях, а у 4 культур, наоборот, показатели ухудши-
лись, у 1 из 7 – изменений не наблюдалось. У 3 устой-
чивых и умеренно устойчивых к клотримазолу штам-
мов профили резистентности за счет фарнезола 
улучшились, а у 4 – остались без изменений. В опыте 
с вориконазолом все неоднозначно: у 2 культур фар-
незол увеличил чувствительность к антимикотичес- 
кому препарату во всех 3 концентрациях, у ещё од-
ного штамма с этой задачей справились лишь только 
первые две концентрации фарнезола – 100 и 50 мкM. 
Резистентность других клинических изолятов оказа-
лась достаточно высокой и фарнезол или не повлиял 
вовсе, или даже чуть ухудшил показатели. Важно от-
метить, что колонии по границе зоны задержки роста 
вокруг дисков с фарнезолом или антимикотик + фар-
незол имели значительно меньший диаметр. В слу- 
чаях отрицательного результата данный феномен так-
же наблюдался (рисунок 2).
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Рисунок 1. Определение чувствительности к противогрибковым препаратам 7 штаммов Candida albicans и действие трех кон-
центраций фарнезола на эти результаты

Figure 1. Determination of the sensitivity to antifungal drugs of 7 strains of Candida albicans and the effect of фarnesol three 
concentrations on these results
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Предыдущие данные in vitro свидетельствуют о 

том, что в сочетании с некоторыми противогрибко-
выми препаратами фарнезол может иметь адъювант-
ный антимикотический эффект. Комбинации фарне-
зола с различными противогрибковыми средствами 
показали синергизм в отношении биопленок C.  pa- 
rapsilosis и C. albicans [11–14]. Например, метаболичес- 
кая активность ДПГ была значительно ингибирова-
на каспофунгином/фарнезолом во всех трех тестиру- 
емых комбинациях (4 мг/л + 75 мкМ, 8 мг/л + 75 мкМ и  

16 мг/л + 75 мкМ) в период от 3 до 24 часов по срав-
нению с контролем [14].

Значительная синергия была обнаружена в ком-
бинации фарнезол/микафунгин, в результате чего 
антимикотический препарат действовал на 39–52 % 
лучше, чем в контроле. Комбинированный эффект 
фарнезола зависел от его концентрации для микафун-
гина. Также синергизм наблюдался в паре фарнезол/
флуконазол и отсутствие взаимодействия для фарне-
зола/амфотерицина В. Структурные изменения в кле-
точной стенке ДПГ хорошо коррелировали с эффек-
тивностью этих комбинаций [15].

Продолжение рисунка 1

Continuation of figure 1

Доклинические и клинические исследования
Preclinical and clinical study



167РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2021. Т. 10, № 4
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2021. V. 10, No. 4

Активность флуконазола в сочетании с фарне-
золом in vitro оценивали в отношении биопленок 
C.  albicans. Комбинация снижала метаболическую ак-
тивность биопленок для всех изолятов в зависимости 
от концентрации препаратов и времени. В опыте ис-
пользовали флуконазол 4–512 мг/л и фарнезол 150–
300 мкМ. В результате фарнезол снизил медиану МИК 
флуконазола в 2–64 раза [16].

В нашем опыте мы показали, что фарнезол, без-
условно, влияет на степень резистентности ДПГ, 
что указывает на его потенциальную роль в качестве  
антимикробного агента. Однако наши результаты по-
казали, что профили резистентности штаммов Can-
dida улучшаются за счет фарнезола далеко не у всех 
штаммов. В 12 случаях из 35 (7 × 5) можно однознач-
но говорить об фунгистатическом эффекте, т.  е. уве- 
личении чувствительности к препаратам, что состав-
ляет 34,3 % от общего числа экспериментов. Осталь-
ные 65,7 % случаев – это отсутствие каких-либо 
изменений в структуры устойчивости к противогриб- 
ковым препаратам или, в редких случаях, ухудшение 
показателей. Уникальный штамм С1, устойчивый ко 
всем пяти противогрибковым препаратам, в боль-
шинстве используемых комбинациях фарнезол + ан-
тимикотический препарат  – проявил чувствитель-
ность к препарату. 

Результаты данного исследования содержат по-
лезную информацию для понимания механизма дейст- 
вия QS-молекул, обладающих противогрибковой ак-

тивностью, а также они являются обоснованием для 
практического применения некоторых QS-молекул в 
терапии инфекционных заболеваний, вызванных ДПГ 
рода Candida.

ЛИТЕРАТУРА
1. Singkum P., Muangkaew W., Suwanmanee S., Pumeesat  P., 

Wongsuk T., Luplertlop N. Suppression of the pathogenicity of 
Candida albicans by the quorum-sensing molecules farnesol 
and tryptophol. The Journal of General and Applied Microbiology. 
2020;65(6):277–283. DOI: 10.2323/jgam.2018.12.002. 

2. Сачивкина Н. П., Ленченко Е. М., Марахова А. И. Исследование 
формирования биопленок Candida albicans и Escherichia coli. 
Фармация. 2019;68(7):26–30. DOI: 10.29296/25419218-2019-07-05. 

3. Lu M., Li T., Wan J., Li X., Yuan L., Sun S. Antifungal effects of phy-
tocompounds on Candida species alone and in combination 
with fluconazole. International Journal of Antimicrobial Agents. 
2017;49(2):125–136. DOI: 10.1016/j.ijantimicag.2016.10.021.

4. Ленченко Е. М., Сачивкина Н. П., Блюменкранц Д. А., Арсенюк Ю. А. 
Индикация биопленок микроорганизмов при болезнях органов 
пищеварения ягнят. Ветеринария сегодня. 2021;1(1):59–67. DOI: 
10.29326/2304-196X-2021-1-36-59-67.

5. Khan I. I., Parfait K., Sachivkina N. P. Comparison of different me- 
thods for determining the critical micell concentration. Farma- 
tsiya. 2018;67(6):35–38. DOI: 10.29296/25419218-2018-06-07.

6. Сачивкина Н. П., Ленченко Е. М., Маннапова Р. Т., Стрижа-
ков А. А., Романова Н. В., Лукина Д. М. Моделирование биопле-
нок Candida: прошлое и настоящее. Фармация. 2019;68(3):18–
22. DOI: 10.29296/25419218-2019-03-03.

7. Sachivkina N., Lenchenko E., Blumenkrants D., Ibragimova A., Ba-
zarkina O. Effects of farnesol and lyticase on the formation of Can-
dida albicans biofilm. Veterinary World. 2020;13(6):1030–1036. DOI: 
10.14202/vetworld.2020.1030-1036.

8. Srivastava V., Ahmad A. Abrogation of pathogenic attributes 
in drug resistant Candida auris strains by farnesol. PLOS ONE. 
2020;15(5):e0233102. DOI: 10.1371/journal.pone.0233102. 

9. Riekhof W. R., Nickerson K. W. Quorum sensing in Candida albicans: 
farnesol versus farnesoic acid. FEBS Letters. 2017;591(12):1637–1640. 
DOI: 10.1002/1873-3468.12694.

10. Wang C., Park J.-E., Choi E.-S., Kim S.-W. Farnesol production in  
Escherichia coli through the construction of a farnesol biosynthe-
sis pathway – application of PgpB and YbjG phosphatases. Biote- 
chnology Journal. 2016;11(10):1291–1297. 10.1002/biot.201600250.

11. Lee J.-H., Kim Y.-G., Khadke S. K., Lee J. Antibiofilm and antifungal 
activities of medium‐chain fatty acids against Candida albicans 
via mimicking of the quorum‐sensing molecule farnesol. Microbial 
Biotechnology. 2021;14(4):1353–1366. DOI: 10.1111/1751-7915.13710.

12. Сачивкина Н. П., Подопригора И. В., Марахова А. И. Фарнезол: 
свойства, роль и перспективы использования при регулиро-
вании пленкообразования у грибов рода Candida. Фармация. 
2020;69(6):8–12. DOI: 10/29296/25419218-2020-06-02.

13. Nickerson K. W., Atkin A. L. Deciphering fungal dimorphism: Farne-
sol's unanswered questions. Molecular Microbiology. 2017;103(4):567–
575. DOI: 10.1111/mmi.13601.

14. Kovács R., Bozó A., Gesztelyi R., Domán M., Kardos G., Nagy  F., 
Tóth Z., Majoros L. Effect of caspofungin and micafungin in com-
bination with farnesol against Candida parapsilosis biofilms. Inter-
national Journal of Antimicrobial Agents. 2016;47(4):304–310. DOI: 
10.1016/j.ijantimicag.2016.01.007.

15. Katragkou A., McCarthy M., Alexander E. L., Antachopoulos  C., 
Meletiadis J., Jabra-Rizk M. A., Petraitis V., Roilides E., Walsh T. J. In 
vitro interactions between farnesol and fluconazole, amphotericin 
B or micafungin against Candida albicans biofilms. Journal of 
Antimicrobial Chemotherapy. 2015;70(2):470–478. DOI: 10.1093/jac/
dku374.

16. Bozó A., Domán M., Majoros L., Kardos G., Varga I., Kovács  R. 
The in vitro and in vivo efficacy of fluconazole in combination 
with farnesol against Candida albicans isolates using a murine 
vulvovaginitis model. Journal of Microbiology. 2016;54(11):753–760. 
DOI: 10.1007/s12275-016-6298-y.

Рисунок 2. Феномен уменьшения диаметра колоний Candida 
вокруг дисков с фарнезолом и дисков с фарнезолом + кетоко-
назолом (KET 10 µg)

Figure 2. The phenomenon of decreasing the diameter of Can-
dida colonies around disks with farnesol and disks with farnesol + 
ketoconazole (KET 10 µg)
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Резюме
Введение. Вирусные гепатиты (ВГ) по своей социально-экономической значимости занимают одно из ведущих мест в инфекционной 
патологии человека, поэтому разработка принципиально новых методов профилактики, диагностики и лечения, а также создание новых 
противовирусных лекарственных средств остаются актуальными. В ВИЛАР создан противовирусный лекарственный растительный 
препарат «Флакозид», который представлен в лекарственной форме – таблетки 0,1 г для приема внутрь. 
Цель. Проанализировать экспериментальную и клиническую эффективность и безопасность терапии флакозидом при вирусных 
гепатитах.
Материалы и методы. Экспериментальное изучение влияния флакозида на вирусный гепатит А (ВГА). В работе использовали 
культуру клеток AGMK (линия BS-C-1) и адаптированный к ней штамм вируса гепатита А HM 175. Исследования проведены в двух сериях 
экспериментов с использованием различных концентраций препарата, который вносили в культуры одновременно с заражением ВГА. 
Экспериментальное изучение влияния флакозида на вирусный гепатит С (ВГС). В настоящих опытах использовали вируссодержащую 
культуральную жидкость, собранную из инфицированных культур фибробластов куриного эмбриона, содержащую 7,0 lg ТЦД50/мл 
инфекционного ВГС (генотип 1b). Цитотоксическую, вирулицидную и противовирусную активности флакозида изучали с использованием 
перевиваемых культур клеток почки эмбриона свиньи (СПЭВ), полученных из коллекции клеточных линий ФГБУ «НИИ вирусологии 
им.  Д. И.  Ивановского» Минздрава России. В опытах использовали однодневный монослой клеток, выращенный в 96-луночных 
пластиковых культуральных панелях. Определяли ИД50 – концентрацию препарата «Флакозид», ингибирующую развитие вируса в 
монослое на 50 % и ЦД50 – минимальную его концентрацию, вызывающую цитотоксическую деструкцию 50 % клеток монослоя, а также 
ХТИ – химиотерапевтический индекс, вычисляемый как отношение ЦД50 к ИД50. В качестве препарата сравнения использовали известное 
отечественное противовирусное средство – «Рибавирин». Клинические исследования флакозида при вирусном гепатите А. Результаты 
клинических исследований противовирусного препарата «Флакозид» (таблетки 0,1 г) проанализированы у 258 пациентов с вирусным 
гепатитом А. «Флакозид» назначали пациентам со среднетяжелым течением заболевания по 0,1 г 3 раза в сутки в течение 20 дней на 
фоне базисной терапии: диета, щелочное питье, Энтеродез®. Терапевтический эффект оценивали по клиническим (слабость, снижение 
аппетита, тошнота, рвота) и биохимическим показателям (уровень прямого билирубина, активность трансаминаз), а также по степени 
выраженности гепатолиенального синдрома. Клинические исследования флакозида при вирусном гепатите В. Результаты клинических 
исследований противовирусного препарата «Флакозид» (таблетки 0,1 г) проанализированы у 410 пациентов с острым вирусным гепатитом 
В, который расценивали как среднетяжелый. «Флакозид» назначали на фоне базисной терапии: диета и дезинтоксикационная терапия: 
5 % раствор глюкозы, 5 % раствор аскорбиновой кислоты, «Гемодез», в суточной дозе 0,3–0,8 г до 38 дней. Группа сравнения получала 
такую же базисную терапию без флакозида. Оценивали динамику клинических симптомов (общая слабость, головная боль, нарушение сна, 
головокружения, тошнота, рвота, нарушение аппетита, зуд кожи, боли в правом подреберье, желтуха и др.), данные лабораторных методов 
обследования, определяли маркеры гепатита В – HBeAg и австралийский антиген (HBsAg) каждые 10 дней и показатели клеточного 
иммунитета до назначения и через 21 день лечения; определяли абсолютное число лимфоцитов, общее количество Т-лимфоцитов, а также 
количество теофиллинрезистентных и теофиллинчувствительных клеток. 
Результаты и обсуждение. Результаты экспериментальных исследований выявили противовирусное действие флакозида в отношении 
вируса гепатита А, подтвержденное при проведении клинических исследований у взрослых пациентов. Лечение флакозидом пациентов 
с вирусным гепатитом А на фоне базисной терапии в суточной дозе 0,3 г в течение 20 дней приводило к достоверному снижению 
симптомов интоксикации, сокращению желтушного периода, нормализации размеров печени и селезенки. Лечение флакозидом в составе 
комплексной терапии пациентов с острым вирусным гепатитом В (ОГВ) средней тяжести в суточных дозах 0,3–0,8 г в течение 38  дней 
показало его высокую эффективность, способствуя более быстрому исчезновению клинических симптомов заболевания (улучшение 
общего состояния пациентов, уменьшение выраженности и исчезновение клинических симптомов интоксикации, сокращение желтушного 
периода), нормализации биохимических показателей (снижение уровня билирубина и активности трансаминаз), а также элиминации из 
крови HВsAg, стимуляции клеточного иммунитета. «Флакозид» хорошо переносился, не вызывал аллергических реакций. На основании 
результатов клинических исследований «Флакозид» разрешен для медицинского использования в качестве противовирусного средства 
(регистрационный номер 90/248/7). Установлена высокая противовирусная активность флакозида в отношении вируса гепатита С в 
культурах клеток. По степени выраженности лечебного эффекта «Флакозид» не уступал рибавирину, а по ХТИ заметно его превосходил.
Заключение. Лечение флакозидом пациентов с вирусными гепатитами А и В показало его высокую эффективность, способствовало более 
быстрому исчезновению клинических симптомов заболевания, нормализации биохимических показателей, элиминации из крови HВsAg, 
хорошую переносимость. «Флакозид» рекомендован в клинической практике в комплексном лечении гепатитов А и В. В опытах in vitro 
установлена высокая противовирусная активность флакозида в отношении вируса гепатита С, что обосновывает возможность проведения 
клинических исследований препарата у пациентов с вирусным гепатитом С.
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Abstract
Introduction. Viral hepatitis (HV) by its socio-economic significance occupies one of the leading places in human infectious pathology, therefore, 
the development of fundamentally new methods of prevention, diagnosis and treatment, as well as the creation of new antiviral drugs remain 
relevant. An antiviral herbal drug "Flakozid" has been created in VILAR, which is presented in a dosage form – 0,1 g tablets for oral administration.
Аim. To analyze the experimental and clinical efficacy and safety of flakozid therapy in viral hepatitis.
Materials and methods. Experimental study of the effect of flakozid on viral hepatitis A (HAV). The AGMK cell culture (BS-C-1 line) and the hepatitis 
A virus strain HM 175 adapted to it were used in the work. The studies were conducted in two series of experiments using different concentrations 
of the drug, which was introduced into cultures simultaneously with the infection of HAV. Experimental study of the effect of flakozid on viral 
hepatitis C (HCV). In the present experiments, a virus-containing culture fluid collected from infected cultures of chicken embryo fibroblasts 
containing 7,0 lg TCD50/ml of infectious HCV (genotype 1b) was used. The cytotoxic, viricidal and antiviral activity of flakozid was studied using 
transplanted cultures of pig embryo kidney cells (SPEV) obtained from the collection of cell lines of the D. I. Ivanovsky Research institute of virology 
of the Ministry of Health of the Russian Federation. In the experiments, a one-day monolayer of cells grown in 96-well plastic culture panels was 
used. ID50 – the concentration of the drug "Flacozid", which inhibits the development of the virus in the monolayer by 50 %, and CD50 – its minimum 
concentration, which causes cytotoxic destruction of 50 % of the cells of the monolayer, as well as the CTI – chemotherapeutic index, calculated 
as the ratio of CD50 to ID50, were determined. A well – known domestic antiviral agent, "Ribavirin", was used as a comparison drug. Clinical studies 
of flakozid in viral hepatitis A. The results of clinical studies of the antiviral drug "Flakozid" (0,1 g tablets) were analyzed in 258 patients with viral 
hepatitis A. "Flakozid" was prescribed to patients with a moderate course of the disease, 0,1 g 3 times a day for 20 days against the background of 
basic therapy: diet, alkaline drinking, Enterodes®. The therapeutic effect was assessed by clinical (weakness, decreased appetite, nausea, vomiting) 
and biochemical parameters (the level of direct bilirubin, transaminase activity), as well as by the severity of hepatolienal syndrome. Clinical studies 
of flakozid in viral hepatitis В. The results of clinical studies of the antiviral drug "Flakozid"(0,1 g tablets) were analyzed in 410 patients with acute viral 
hepatitis B, which was regarded as moderate. "Flakozid" was prescribed against the background of basic therapy: diet and detoxification therapy: 
5 % glucose solution, 5 % ascorbic acid solution, "Hemodesi", at a daily dose of 0,3–0,8 g for up to 38 days. The comparison group received the 
same basic therapy without flakozid. The dynamics of clinical symptoms (general weakness, headache, sleep disorders, dizziness, nausea, vomiting, 
impaired appetite, itchy skin, pain in the right hypochondrium, jaundice, etc.), data from laboratory examination methods were evaluated, markers 
of hepatitis B – HBeAg and Australian antigen (HBsAg) were determined every 10 days and indicators of cellular immunity before the appointment 
and after 21 days of treatment; the absolute number of lymphocytes, the total number of T-lymphocytes, as well as theophylline-resistant and 
theophylline-sensitive cells.
Results and discussion. The results of experimental studies revealed the antiviral effect of flakozid against the hepatitis A virus, confirmed during 
clinical studies in adult patients. Treatment with flakozid in patients with viral hepatitis A against the background of basic therapy at a daily dose 
of 0,3 g for 20 days led to a significant reduction in the symptoms of intoxication, a reduction in the jaundice period, normalization of the size 
of the liver and spleen. Treatment with flakozid as part of complex therapy of patients with acute viral hepatitis B (AHVB) of moderate severity 
in daily doses of 0,3–0,8 g for 38 days showed its high effectiveness, contributing to a faster disappearance of clinical symptoms of the disease 
(improvement of the general condition of patients, reduction of the severity and disappearance of clinical symptoms of intoxication, reducing of 
the jaundice period), normalization of biochemical parameters (reducing the level of bilirubin and transaminase activity), as well as elimination 
of HBsAg from the blood, stimulation of cellular immunity. "Flakozid" was well tolerated, did not cause allergic reactions. Based on the results of 
clinical studies, "Flakozid" is approved for medical use as an antiviral agent (registration number 90/248/7). The high antiviral activity of flakozid 
against the hepatitis C virus in cell cultures was established. In terms of the severity of the therapeutic effect, "Flakozid" was not inferior to ribavirin, 
and in terms of CTI it was noticeably superior.
Conclusion. Treatment with flakozid in patients with viral hepatitis A and B showed its high efficiency, contributed to a faster disappearance of 
clinical symptoms of the disease, normalization of biochemical parameters, elimination of HCV from the blood, good tolerability. "Flakozid" is 
recommended in clinical practice in the complex treatment of hepatitis A and B. In vitro experiments have established a high antiviral activity of 
flakozid against the hepatitis C virus, which justifies the possibility of conducting clinical studies of the drug in patients with the viral hepatitis C.

Keywords: "Flakozid", viral hepatitis A, viral hepatitis B, viral hepatitis C, experimental and clinical studies
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ВВЕДЕНИЕ
Вирусные гепатиты (ВГ) являются опасными для 

жизни заболеваниями и по своей социально-эко-
номической значимости занимают одно из ведущих 
мест в инфекционной патологии человека, что опре-
деляется преимущественным поражением лиц трудо-
способного возраста, формированием хронических 
форм болезни с исходами в цирроз печени и гепато-
целлюлярную карциному, высокой смертностью [1–7]. 

По данным Всемирной организации здравоохра-
нения (ВОЗ), предположительно, 325 миллионов че-
ловек в мире живут с хронической инфекцией, выз- 
ванной вирусом гепатита B (ВГВ) или вирусом ге-
патита C (ВГС) [2]. Профилактика и лечение вирусных 
гепатитов требуют безотлагательных мероприятий, 
которые сводятся к применению вакцин и использо-
ванию высокоэффективных противовирусных препа-
ратов прямого действия [2–12]. 

В России проблема вирусных гепатитов также от-
носится к числу наиболее актуальных. На террито-
рии Российской Федерации проживают более 3  млн 
больных с хроническим гепатитом В (ХГВ), количест- 
во больных хроническим гепатитом С (ХГС) варь- 
ирует от 1,5 до 2,5  млн человек. Заболеваемость 
острым гепатитом В (ОГВ) в 2017 году составила 0,87 
на 100  тыс. населения. Несмотря на то, что показате-
ли заболеваемости ОГВ снизились до самых низких 
значений за всю историю регистрации, в том числе 
за счет проводимых мер профилактики, отмечаются  
стабильно высокие уровни заболеваемости впервые 
выявленных хронических форм ВГВ и ВГС. Учитывая 
такую тенденцию можно ожидать увеличение числа 
пациентов с циррозом печени и гепатоцеллюлярной 
карциномой (ГЦК). По данным некоторых авторов 
вирусные гепатиты ежегодно являются причиной ги-
бели не менее 20 тыс. человек, причем смертность от 
этой патологии с 2012 по 2016 г. возросла среди все-
го населения на 40 %, а среди трудоспособного – на 
60 % [3, 8–11].

В 2020 году заболеваемость вирусным гепати-
том А (ВГА) характеризовалась тенденцией к сниже-
нию: показатель составил 1,89 на 100 тыс. населения, 
а в 2019  году – 2,88. Вместе с тем незначительное ко- 
личество лиц, ежегодно вакцинируемых в России, не-
достаточно для обеспечения контроля за возникнове- 

нием и распространением ВГА. [13]. В отличие от гепа- 
тита BГВ гепатит ВГА не имеет хронической формы 
заболевания печени, но может привести к острой пе-
ченочной недостаточности [3, 11, 12].

Наряду с проведением комплексных организа-
ционных, гигиенических и противоэпидемических 
мероприятий разработка принципиально новых ме-
тодов диагностики, лечения и профилактики позво-
ляет приступить к глобальному контролю заболева- 
емости вирусными гепатитами. 

Основная цель терапии вирусных гепатитов  – 
снижение вирусной нагрузки, уменьшение некрово- 
спалительных изменений в печени для замедления пе- 
ченочного фиброза, прогрессирования болезни в 
цирроз, предотвращение появления опасных для 
жизни состояний – развития терминального пораже-
ния печени, гепатоцеллюлярной карциномы (ГЦК) – и, 
как следствие, повышение качества и продолжитель-
ности жизни пациента.

За последние годы быстрый прогресс в разра-
ботке новых подходов к лечению хронических ви- 
русных гепатитов обеспечил возможность изле-
чивать хронический гепатит С более чем у 90 % па-
циентов и успешно контролировать хроническую 
инфекцию, вызванную вирусом гепатита В, посредст- 
вом подавления репликации вируса и снизить забо-
леваемость и смертность, связанную с вирусными 
гепатитами.

В настоящее время практическая медицина об-
ладает достаточным количеством противовирус-
ных средств, способных подавлять репродукцию ви-
руса на любой стадии процесса. Однако, несмотря 
на определенные успехи, достигнутые в вирусной хи-
миотерапии, клиническая практика сталкивается с 
серьезными проблемами – невозможностью обес 
печить эффективное химиотерапевтическое дейст- 
вие в месте репродукции вируса, токсическими эф-
фектами многих препаратов, а также развитию резис- 
тентности к уже применяющимся лекарственным 
средствам [14, 15]. 

Одним из перспективных направлений в созда-
нии противовирусных лекарственных средств явля-
ется их разработка на основе лекарственного расти-
тельного сырья путем выделения индивидуальных 
биологически активных веществ с доказанной про-
тивовирусной активностью. 
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Изучение лекарственных препаратов раститель-
ного происхождения, обладающих противовирус-
ными свойствами, таких как «Алпизарин», «Эпиген», 
«Гипорамин», «Госсипол», показало наличие у них 
противовирусного и иммуномодулирующего дейст- 
вия и отсутствие резистентности вирусов к данным 
лекарственным средствам [16].

Экспериментальные исследования, проведенные 
сотрудниками ВИЛАР на протяжении нескольких лет, 
завершились созданием отечественного противо-
вирусного препарата «Флакозид». У флакозида уста-
новлена противовирусная активность в отношении 
возбудителей гепатита А, В и С, простого рецидиви-
рующего герпеса, опоясывающего лишая, ветряной 
оспы, кори. Кроме того, у препарата доказано гепа-
топротекторное действие, обусловленное мембра-
ностабилизирующими и противовоспалительными 
свойствами. «Флакозид» проявляет иммуностимули-
рующее действие в отношении гуморального зве-
на иммунитета, а также стимулирует индукцию гам-
ма-интерферона [17–19]. Лекарственный препарат 
разрешен для медицинского применения в виде таб- 
леток 0,1 г для приема внутрь. 

Целью наших исследований явился ретроспек-
тивный анализ результатов экспериментального и 
клинического исследования флакозида при вирусных 
гепатитах. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Объект исследования. «Флакозид» – индивиду-

альный природный флавоноидный гликозид – фелла-
вин. Источником получения флакозида являются лис- 
тья бархата амурского – Phellodendron amurense Rupr. 
и бархата Лаваля – Phellodendron amurense var. Lavallei 
(Dode) Sprague семейства Рутовые – Rutaceae. 

Экспериментальное изучение влияния флако-
зида на ВГА. В работе использовали культуру клеток 
AGMK (линия BS-C-1) и адаптированный к ней штамм 
вируса гепатита А HM 175. Исследования проведены 
в двух сериях экспериментов с использованием раз-
личных концентраций препарата, который вносили в 
культуры одновременно с заражением ВГА [20, 21].

Экспериментальное изучение влияния флако-
зида на ВГС. Штамм ВГС (генотип 1b) выделен с по-
мощью метода полимеразной цепной реакции в ре-
альном времени из сыворотки крови пациентки, 
хронически инфицированной вирусом гепатита С, в 
сыворотке крови которой обнаруживали антитела к 
ВГС (РТ-ПЦР – РНК ВГС). Для выделения вируса исполь-
зовали первичные культуры клеток головного моз-
га мышей-сосунков. В последствии вирус приобрел 
способность размножаться в культурах клеток чело-
века и животных, индуцируя цитопатогенный эффект 
в этих культурах и накапливаясь в них в титрах до  
7,5 lg ТЦД50/мл  [22]. В настоящих опытах использова-
ли вируссодержащую культуральную жидкость, соб- 
ранную из инфицированных культур фибробластов 
куриного эмбриона, содержащую 7,0 lg ТЦД50/мл ин-

фекционного ВГС (генотип 1b). С целью изучения 
цитотоксической, вирулицидной и противовирусной 
активности флакозида использовали перевиваемые 
культуры клеток почки эмбриона свиньи (СПЭВ), по-
лученные из коллекции клеточных линий ФГБУ  «НИИ 
вирусологии им. Д. И. Ивановского» Минздрава  
России. В опытах использовали однодневный монос-
лой клеток, выращенный в 96-луночных пласти-
ковых культуральных панелях. Линия клеток СПЭВ  
является высокочувствительной для репликации ВГС 
генотипа 1b, который вызывает выраженный цитопа-
тогенный эффект в этих культурах и накапливается в 
них к 5–6-м суткам после заражения в инфекцион-
ных титрах до 7,5 lg ТЦИД50/клетка (тканевая цитопа-
тогенная доза, вызывающая гибель 50 % клеток мо-
нослоя). О противовирусной активности флакозида 
судили по его способности защищать инфицирован-
ные ВГС культуры клеток СПЭВ от цитопатогенного 
действия вируса. По данным опытов определяли  
ИД50  – концентрацию препарата «Флакозид», инги- 
бирующую развитие вируса в монослое на 50 % и 
ЦД50  – минимальную его концентрацию, вызываю-
щую цитотоксическую деструкцию 50 % клеток мо-
нослоя. Определяли ХТИ – химиотерапевтический 
индекс, вычисляемый как отношение ЦД50 к ИД50. В ка-
честве препарата сравнения использовали извест- 
ное отечественное противовирусное средство – «Ри-
бавирин» [20, 22].

Клинические исследования флакозида  
при вирусном гепатите А

Клинические исследования флакозида в качест- 
ве противовирусного средства при вирусном гепати-
те А проведены в 3 клинических учреждениях –  Рос-
сийскую медицинскую академию последипломно-
го образования (РМАПО), на кафедре инфекционных 
болезней; 2-м МОЛГМИ им. Н. И.  Пирогова, на кафе-
дре клинической фармакологии; Челябинской госу- 
дарственной медицинской академии – с участием 
258  пациентов с вирусным гепатитом А [174 челове-
ка: 89 (51,1 %) мужчин и 85 (48,9 %) женщин, средний 
возраст которых составил 27 (18; 60) лет – основная 
группа, и 84 человека: 49 (58,3 %) мужчин и 35 (47,6 %) 
женщин, средний возраст  – 29 (18; 60) лет – груп-
па контроля]. Пациенты поступали с типичной кли-
нической картиной заболевания: наличием желтухи,  
интоксикации, гепатоспленомегалии, гипербилируби- 
немии и гипертрансфераземии. «Флакозид» получа-
ли 174 пациента со среднетяжелым течением заболе-
вания, сопровождающимся желтухой, по 0,1 г 3 раза в 
сутки в течение 20 дней на фоне базисной терапии: 
диета, щелочное питье, Энтеродез®. Терапевтический 
эффект оценивали по клиническим (слабость, сниже-
ние аппетита, тошнота, рвота и т. д.) и биохимическим 
показателям (уровень прямого билирубина, актив-
ность трансаминаз), а также по степени выраженнос- 
ти гепатолиенального синдрома. 
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Клинические исследования флакозида  
при вирусном гепатите В

Результаты клинических исследований флако-
зида (таблетки 0,1 г) проанализированы у 410 па-
циентов с острым вирусным гепатитом В, прове-
денные в 4 клинических учреждениях: Российской 
медицинской академии последипломного образо-
вания (РМАПО), на кафедре инфекционных болез-
ней; Челябинской государственной медицинской 
академии; Санкт-Петербургском институте усовер-
шенствования врачей-экспертов; ФБУН ЦНИИ эпи-
демиологии. Пациенты были распределены на 2 рав-
ноценные группы: основную [210 пациентов: из них 
121 (57,6 %) мужчин и 89 (42,4 %) женщин, средний 
возраст которых составил 27,1 (18; 60) года] и груп-
пу контроля  – 200 человек: 114 (57,0 %) мужчин и 86 
(43,0 %) женщин, средний возраст 24,3 (18; 60) года. 
Острый вирусный гепатит В расценивали, как сред-
нетяжелый (выраженная интоксикация, желтуха, ге-
патоспленомегалия, высокая цитолитическая актив-
ность). При распределении больных использовали 
принцип рандомизации с распределением больных 
на группы по случайному признаку. «Флакозид» на-
значали 210 пациентам основной группы в суточных 
дозах 0,3–0,8 г до 38 дней на фоне базисной тера- 
пии: диета с достаточным количеством белков, угле-
водов, легко эмульгируемых жиров; и дезинтокси-
кационной терапии: 5%-й раствор глюкозы, 5-%-й  
раствор аскорбиновой кислоты, «Гемодез». Группа 
сравнения получала такую же базисную терапию без 
флакозида. Оценивали динамику клинических сим-
птомов (общая слабость, головная боль, нарушение 
сна, головокружения, тошнота, рвота, нарушение ап-
петита, зуд кожи, боли в правом подреберье, желтуха 
и др.), данные лабораторных методов обследования, 
определяли маркеры гепатита В – HBeAg и австра-
лийский антиген (HBsAg), (Anti-HBc IgM АТ – антитела 
к HВs класса IgM – характеризующие его репликатив-
ную активность) каждые 10 дней и показатели кле-
точного иммунитета до назначения и через 21 день 
лечения. Определяли абсолютное число лимфоцитов, 
общее количество Т-лимфоцитов, а также теофиллин-
резистентных и теофиллинчувствительных клеток. 

Статистическую обработку данных проводили  
методом вариационной статистики с применением  
t-критерия Стьюдента. Достоверность различий с 
контролем считали при Р < 0,05. Статистические дан-
ные обрабатывали с помощью программы Statistica 
version 10. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
1. Изучение влияния флакозида на вирус гепати-

та А в культурах клеток.
В обеих сериях опытов, результаты которых бы-

ли опубликованы ранее [19, 21], установлено, что 
«Флакозид» подавлял размножение вируса гепатита  
А в культурах клеток AGMK (линия BS-C-1) и адапти- 

рованный к ней штамм вируса гепатита А HM 175 по 
сравнению с зараженными культурами, необрабо-
танными этим препаратом. При учете результатов 
методом непрямой иммунофлюоресценции «Фла-
козид» в концентрации 0,1 мг/мл вызывал ингиби-
рование размножения ВГА на 30–35 % при внесении  
препарата в культуру одновременно с заражением 
вирусом гепатита А. При учете результатов иммуно-
ферментным методом также установлено, что «Фла-
козид» ингибировал размножение ВГА в концентра-
циях 1, 0,5 и 0,1 мг/мл в тех случаях, когда препарат 
вносили в культуры одновременно с ВГА. Ни в од-
ной из примененных концентраций цитотоксическо-
го действия препарата не наблюдали. Таким образом,  
было показано противовирусное действие флакози-
да в отношении вируса гепатита А [19, 21].
2. Изучение влияния флакозида на вирус гепати-

та С в культурах клеток.
Ранее проведенные исследования показали, что  

цитотоксические свойства флакозида для культур  
клеток СПЭВ слабо выражены. ЦД50 соответствует  
концентрации препарата, равной 100 мкг/мл, что 
сравнимо с данными, полученными при изучении 
цитотоксической активности препарата сравнения  – 
рибавирина для культур клеток СПЭВ [18]. 

Результаты исследования вирулицидной актив-
ности флакозида свидетельствуют о том, что прояв-
ления указанной активности в отношении вируса 
гепатита С у препарата не выявлено, как и у рибави- 
рина [18].

Исследования противовирусной активности фла-
козида показали, что внесение препарата за 24 ча-
са до заражения, в момент заражения и через 24 часа 
после заражения монослоя клеток вирусом гепатита 
С, приводило к выраженному эффекту защиты клеток 
от цитопатогенного действия вируса, причем макси-
мальный эффект флакозида наблюдали в случае обра-
ботки клеток до заражения вирусом гепатита С. Бла- 
годаря низкой цитотоксической активности «Флако-
зид» характеризовался высоким химиотерапевтичес- 
ким индексом (ХТИ), который был установлен нами 
ранее  [18]. Полученные результаты свидетельствуют 
о перспективности дальнейшего изучения противо- 
вирусной активности флакозида в комплексной тера-
пии гепатита С.
3. Клинические исследования флакозида при ви-

русном гепатите А.
Лечение флакозидом пациентов с вирусным ге-

патитом А на фоне базисной терапии в суточной до-
зе по 0,3 г в течение 20 дней приводило к досто- 
верному снижению симптомов интоксикации. Дли-
тельность желтушного периода у пациентов, полу-
чавших «Флакозид», составила 19 дней в отличие от 
24 дней в группе контроля. При лечении флакози-
дом размеры печени и селезенки нормализовались к  
15-му дню, а в контрольной группе − к 31-му дню. Со-
держание прямого билирубина у пациентов после те-
рапии флакозидом снизилось с 96,3 ± 7,3  мкмоль/л 
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до 65,3 ± 6,5  мкмоль/л (Р < 0,05), в контрольной груп-
пе до 88,9 ± 6,8 мкмоль/л (Р > 0,05); активность ала-
нинтрансаминазы (АлАТ) и аспартаттрансаминазы 
(АсАТ) − с 236 ± 6 нмоль/л до 84 ± 11 нмоль/л (Р < 0,05) 
и до 160 ± 5  нмоль/л (Р < 0,05) в контрольной груп-
пе, и с 159 ± 3 нмоль/л до 100 ± 9 нмоль/л (Р < 0,05) 
при 140 ± 7 нмоль/л у пациентов группы контроля 
соответственно.
4. Клинические исследования флакозида при ви-

русном гепатите В.
В результате лечения флакозидом в составе  

комплексной терапии пациентов с острым вирусным 
гепатитом В (ОГВ) средней тяжести отмечено выра-
женное действие на клиническое течение заболева-
ния: быстрое уменьшение выраженности и исчезно-
вение клинических симптомов интоксикации на 4,1 ± 
0,4 день, в контрольной группе − на 6,3 ± 0,5  день 
(Р < 0,05); улучшение общего состояния пациентов,  
сокращение продолжительности желтушного перио-
да до 12,4 ± 1,5 дней, а в группе контроля − до 17,8 ± 
2,0 дней (Р > 0,05).

При исследовании биохимических показателей и  
активности некоторых ферментов сыворотки крови 
до и после лечения флакозидом в течение 3 недель 
отмечали снижение уровня общего билирубина в 5,9  
раз (с 153,3 ± 22,3 мкмоль/л до 25,8 ± 2,7 мкмоль/л),  
в контрольной группе – в 4,0 раза (с 146,1 ± 
17,6 мкмоль/л до 36,8 ± 2,8 мкмоль/л) (Р < 0,05); тимо-
ловой пробы в 2,2 раза (с 9,1 Ед до 4,1 Ед); активнос- 
ти аланинтрансаминазы (АлАТ) на 89,6 %, которая 
достигла нормы и составила 35 ± 4 Е/л по сравнению  
с исходным показателем  – 336 ± 26 Е/л, в контроль-
ной группе этот показатель уменьшился на 73,8 % и 
составил 57 ± 8 Е/л (Р < 0,05). Активность гамма-глу-
тамилтрансферазы (ГГТ) уменьшилась на 65,7 % (с 
176,5 ± 5,7 Е/л до 60,6 ± 10,3 Е/л) (Р < 0,05) по сравне-
нию с исходными данными. В контрольной группе  
этот показатель снизился на 34,6 % (с 164,1 ± 11,9  Е/л 
до 107,3 ± 11,2 Е/л) (Р < 0,05). Белковый спектр сы-
воротки крови у пациентов с ВГВ, в лечении кото-
рых использовали «Флакозид», характеризовался  
достоверным понижением уровня гамма-глобулина с  
24,4 ± 0,6 % до 13,7 ± 0,5 % (P < 0,05) и повышением со-
держания общего белка с 61,3 ± 1,8 г/л до 63,8 ± 1,8 г/л 
(в контрольной группе с 55,0 ± 1,7 г/л до 66,7 ± 1,1 г/л)  
и альбумина – с 51,6 ± 1,5 % до 51,9 ± 1,4 % в основ-
ной группе и с 45,6 ± 1,3 % до 50,2 ± 0,9 % в контроль-
ной группе (P < 0,05), что свидетельствовало об улуч-
шении белково-синтетической функции печени.

Комплексная оценка серологических маркеров 
вируса гепатита В показала, что в разгар заболева-
ния антиген HBsAg был обнаружен у 97 % пациен-
тов основной группы и у 90 % – контрольной груп- 
пы. Применение флакозида в комплексной терапии 
ВГВ на 10  сутки лечения в основной группе маркер  
активности вируса гепатита В (HBsAg) был обнару-
жен у 84,8 % пациентов, а в контрольной группе  –  

у 81,7 % (Р > 0,05). На 20 сутки лечения флакозидом 
установлено статистически достоверное различие по 
количеству выявлений указанного антигена между 
основной и контрольной группами: 68,2 % (основная 
группа) и 76,7 % (контрольная группа) (Р < 0,05). Через 
10 дней после отмены флакозида антиген HBsAg был 
выявлен у 53 % пациентов основной группы и у 61 %  
пациентов контрольной группы (Р < 0,05). 

Антиген вируса гепатита В – HBeAg, был обнару-
жен у 22 (10,4 %) пациентов основной группы и у 13 
(6,5 %) пациентов контрольной группы. Определение 
содержания аnti-HBc IgM антител (АТ) проводилось 
в те же сроки, что и индикация HBeAg. Anti-HBc IgM АТ  
до лечения флакозидом были выявлены у 92,4 % па-
циентов, а в контрольной группе – у 90,3 % пациен-
тов. После лечения флакозидом аnti-HBc IgM АТ были 
обнаружены у всех (100 %) пациентов, а в контроль-
ной группе  – у 96,7 % пациентов. Это свидетельствует,  
что под действием флакозида не изменилась частота 
выявления аnti-HBc IgM АТ в крови пациентов основ-
ной группы.

До лечения флакозидом у пациентов отмечали  
угнетение клеточного иммунитета: существенное сни- 
жение абсолютного числа лимфоцитов в основной  
группе до 1,2 ± 0,17 · 109/л, в контрольной группе  – 
1,5 ± 0,16 · 109/л, общего количества Т-лимфоцитов, те-
офиллинрезистентных и теофиллинчувствительных  
клеток. После 21-дневного лечения флакозидом  
наблюдали нормализацию показателей Т-клеточного  
иммунитета: увеличение абсолютного количест- 
ва лимфоцитов до 1,8 ± 0,19 · 109/л у пациентов  
основной группы, в контрольной группе – до 
1,9 ± 0,17 · 109/л, (Р < 0,05), в том числе Т-лимфоцитов 
до 0,98 ± 0,10 · 109/л, особенно теофиллинчувствите- 
льных лимфоцитов до 0,32 ± 0,04 · 109/л, которые яв-
ляются иммунорегулирующими клетками. Получен-
ные данные позволяют сделать вывод о стимулиру-
ющем влиянии флакозида на показатели клеточного 
иммунитета у пациентов с острым вирусным гепати-
том В.

При проведении клинических исследований 
флакозида в комплексной терапии ВГА и ВГВ ни  
у одного из пациентов не выявлено ухудшения об- 
щего состояния и каких-либо нежелательных побоч-
ных эффектов по клинико-лабораторным показа- 
телям.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Результаты экспериментальных исследований 

установили противовирусное действие флакозида в 
отношении вируса гепатита А, подтвержденное при 
проведении клинических исследований у взрослых 
пациентов. 

Лечение флакозидом пациентов с вирусным ге-
патитом В показало его высокую эффективность, спо-
собствуя более быстрому исчезновению клинических 
симптомов заболевания, нормализации биохими-
ческих показателей, элиминации из крови антигена 

Доклинические и клинические исследования
Preclinical and clinical study
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HВsAg. «Флакозид» оказывал стимулирующее влия- 
ние на клеточный иммунитет. «Флакозид» хорошо пе-
реносился, не вызывал каких-либо нежелательных 
побочных проявлений общего или местного, в том 
числе аллергического характера. На основании ре-
зультатов клинических исследований «Флакозид»  
разрешен для медицинского использования в качест- 
ве противовирусного средства (регистрационный 
номер 90/248/7) [19].

Высокая противовирусная активность флакозида  
в отношении вируса гепатита С, установленная в 
опытах in vitro, обосновывает возможность проведе-
ния клинических исследований препарата у пациен-
тов с вирусным гепатитом С.
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Резюме
Введение. Наибольшей эффективностью и безопасностью в лечении артериальной гипертензии обладают комбинированные 
лекарственные препараты. Комбинация кандесартана и гидрохлоротиазида (антагонист рецепторов АТ1 и тиазидный диуретик 
соответственно) обеспечивает высокую эффективность антигипертензивной комбинированной терапии и находит широкое применение 
в медицинской практике. Разработка методики совместного определения кандесартана и гидрохлоротиазида в плазме крови человека 
является необходимой процедурой для выполнения аналитической части фармакокинетических исследований и исследований 
биоэквивалентности многокомпонентных лекарственных средств. 
Цель. Целью исследования является разработка и валидация методики определения кандесартана и гидрохлоротиазида в плазме крови 
человека методом высокоэффективной жидкостной хроматографии с тандемным масс-селективным детектированием (ВЭЖХ-МС/МС) для 
дальнейшего исследования биоэквивалентности.
Материалы и методы. Определение кандесартана и гидрохлоротиазида в плазме крови человека проводили методом ВЭЖХ-МС/МС. 
В качестве пробоподготовки был использован способ осаждения белков ацетонитрилом. Внутренний стандарт: смешанный раствор 
валсартана и индапамида. Подвижная фаза: 0,1 % раствор муравьиной кислоты в воде (элюент А), 0,1 % муравьиной кислоты в ацетонитриле 
(элюент В). Колонка: Phenomenex Luna Phenyl-Hexyl, 50 × 4,6 мм, 5 мкм. Аналитические диапазоны методики: 2,00–300,00 нг/мл для 
кандесартана, 2,00–200,00 нг/мл для гидрохлоротиазида в плазме крови. Источник ионизации: электроспрей. Условия детектирования: 
441,10 → 192,00 m/z, 441,10 → 263,15 m/z (кандесартан), 295,85 → 269,00 m/z (гидрохлоротиазид), 436,00 → 207,05 m/z (валсартан), 363,85 → 
132,10 m/z, 363,85 → 189,00 m/z (индапамид).
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 (стабильность исходных и рабочих стандартных растворов аналитов и внутренних стандартов; 
краткосрочная стабильность; стабильность при трехкратной заморозке-разморозке аналитов; долгосрочная стабильность аналитов в 
матрице). Разработанная и валидированная методика соответствует требованиям правил проведения исследований биоэквивалентности 
лекарственных препаратов в рамках Евразийского экономического союза.
Заключение. Подтвержденный аналитический диапазон методики составил 2,00–300,00 нг/мл для кандесартана и 2,00–200,00 нг/мл 
для гидрохлоротиазида в плазме крови. Данная методика была использована в рамках проведения исследования биоэквивалентности 
комбинированных препаратов кандесартана и гидрохлоротиазида. 

Ключевые слова: кандесартан, гидрохлоротиазид, плазма, ВЭЖХ-МС/МС, валидация, определение, фармакокинетика, биоэквивалентность
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Abstract
Introduction. Combined drugs have the greatest efficacy and safety in arterial hypertension treatment. The combination of candesartan 
and hydrochlorothiazide (AT1-receptor antagonist and a thiazide diuretic, respectively) provides high efficiency of antihypertensive 
combination therapy, therefore it is widely used in medical practice. Developing a method for simultaneous determination of candesartan and 
hydrochlorithiazide in human blood plasma is necessary for performing the analytical part of pharmacokinetic studies and bioequivalence studies 
of multicomponent drugs.
Aim. The aim of this study is to develop a method for quantitative determination of candesartan and hydrochlorothiazide in human plasma by 
high-performance liquid chromatography – tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS) for further bioequivalence studies. 
Materials and methods. Determination of candesartan and hydrochlorothiazide in human plasma by HPLC-MS/MS. The samples were processed 
by acetonitrile protein precipitation. Internal standard: mixed solution of valsartan and indapamide. Mobile phase: 0.1 % formic acid solution in 
water (eluent A), 0.1 % formic acid in acetonitrile (eluent B). Column: Phenomenex Luna Phenyl-Hexyl, 50x4.6 mm, 5 μm. Analytical range: 2.00–
300.00 ng/mL for candesartan, 2.00–200.00 ng/mL for hydrochlorothiazide in human plasma. Ionization source: electrospray ionization. Detection 
conditions: 441.10 → 192.00 m/z, 441.10 → 263.15 m/z (candesartan), 295.85 → 269.00 m/z (hydrochlorothiazide), 436.00 → 207.05 m/z (valsartan), 
363.85 → 132.10, 363.85 → 189.00 m/z (indapamide).
Results and discussion. This method was validated by selectivity, matrix effect, calibration curve, accuracy, precision, spike recovery, the lower 
limit of quantification, carry-over effect and stability. The developed method meets the requirements for conducting bioequivalence studies of 
medicinal products within the framework of the Eurasian Economic Union.
Conclusion. The analytical range was 2.00–300.00 ng/mL for candesartan, 2.00–200.00 ng/mL for hydrochlorothiazide in human plasma. The 
method was applied in BE study of the combination of candesartan and hydrochlorothiazide. 

Keywords: candesartan, hydrochlorothiazide, plasma, blood, HPLC-MS/MS, validation, pharmacokinetics
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ВВЕДЕНИЕ
На сегодняшний день артериальная гипертензия 

(АГ) – наиболее часто встречаемое заболевание сер-
дечно-сосудистой системы. По данным ВОЗ за 2000–
2019 гг. сердечно-сосудистые заболевания (ССЗ) 
занимают лидирующую позицию в списке десяти ве-
дущих причин смертности [1]; 54 % инсультов и 47 % 
случаев ишемической болезни сердца являются пря-
мым следствием артериальной гипертензии [2]. Таким 
образом, артериальная гипертензия считается од-
ним из основных факторов риска возникновения таких  
осложнений ССЗ, как сердечная недостаточность, 
ишемическая болезнь сердца и инсульт, что часто 
приводит к инвалидности и смерти [2, 3]. В последнее 
время эффективная терапия артериальной гипертен-
зии во многом помогла снизить риски возникновения 
инсультов [4]. Тем не менее наблюдается тенденция 
роста случаев возникновения артериальной гипер-
тензии среди населения, и к 2025 году прогнозируется 
1,56 млрд пациентов с данным заболеванием [5]. 

В руководстве ESC/ESH 2018 [European Society of 
Cardiology/European Society of Hypertension (Евро-
пейская ассоциация кардиологов/Европейское об-
щество по лечению артериальной гипертензии)] кан-
десартан в комбинации с гидрохлоротиазидом были 
отнесены к препаратам первой линии для лечения 
артериальной гипертензии. По данным многочислен-
ных клинических исследований можно сделать вывод 
о том, что снижение артериального давления (АД) при 
использовании данной комбинации значительнее, 
чем при монотерапии любым из этих препаратов и  
по сравнению с другими антигипертензивными пре-
паратами, относящимися к той же терапевтической 
группе. Кроме того, эта комбинация показала хоро-
шую переносимость и небольшое количество по-
бочных реакций; также прием кандесартана и гидро- 
хлоротиазида эффективно снижает уровень АД да-
же после пропущенной дозы [6]. Были отмечены их 
нейтральный метаболический профиль, органопро-
тективное действие и возможность использования у 
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пациентов с хронической болезнью почек, хроничес- 
кой сердечной недостаточностью, инсультом в анам-
незе [7–13]. 

Таким образом, разработка комбинированных ле-
карственных препаратов кандесартана и гидрохло- 
ротиазида является важным и перспективным на- 
правлением.

Кандесартан (2-этокси-1-({4-[2-(2H-1,2,3,4-тетра- 
зол-5-ил)фенил]фенил}метил)-1H-1,3-бензодиазол-6- 
карбоновая кислота) – антигипертензивное средство, 
оказывающее дозозависимое длительное снижение 
АД и общего периферического сопротивления сосу-
дов без изменения частоты сердечных сокращений. 
Является непептидным блокатором рецепторов ан-
гиотензина II (БРА), избирательно связывающимся с 
рецептором ангиотензина II подтипа 1 (AT1); не обла- 
дает активностью в отношении подтипа рецептора AT2, 
что характеризует его высокоселективную блокаду 
ренин-ангиотензин-альдостероновой системы (РААС). 
В результате блокирования рецепторов АТ1 происхо-
дит дозозависимое повышение активности ренина, 
ангиотензина I, ангиотензина II и снижение концент- 
рации альдостерона в плазме крови. Высокая троп-
ность к АТ1-рецепторам, медленная диссоциация из 
связи с ними и повторное связывание объясняют, по-
чему этот лекарственный препарат обладает более 
выраженным и длительным антигипертензивным 
действием, чем другие блокаторы рецепторов ангио- 
тензина, и обеспечивает сохранение антигипертен-
зивного эффекта даже при пропущенном приеме 
очередной дозы. Кандесартан хорошо переносится 
пациентами с гипертонией. Нежелательные явления 
не связаны с дозой и в основном имеют легкую или 
умеренную степень тяжести [14, 15]. 

Гидрохлоротиазид (6-хлор-3,4-дигидро-2Н-1,2,4- 
бензотиадиазин-7-сульфонамид-1,1-диоксид) – это  
тиазидный диуретик. Действует на дистальные ка-
нальцы почек и снижает реабсорбцию ионов натрия 
и хлора, а также угнетает чувствительность стенок со-
судов к сосудосуживающему влиянию различных ме-
диаторов. Вследствие этого, а также за счет снижения 
объема циркулирующей крови препарат оказывает  
диуретическое действие и нормализует кровяное 
давление [16, 17].  Несмотря на то, что гидрохлороти-
азид остается препаратом выбора при АГ, его эффек-
тивное применение в качестве монотерапии может 
быть ограничено различными факторами, в основ-
ном связанными с межиндивидуальной вариабельнос- 
тью [14]. Применение гидрохлоротиазида вместе 
с препаратами из группы БРА за счет аддитивного  
влияния на патогенетические механизмы АГ обеспе-
чивает высокую эффективность комбинированной те-
рапии [18, 19]. 

Разработка и валидация методики совместно-
го определения кандесартана и гидрохлоротиазида 
в плазме крови человека является необходимой про-
цедурой для проведения аналитической части фар- 
макокинетических исследований и исследований био-
эквивалентности многокомпонентных лекарственных 
средств [20].

В настоящее время опубликован ряд исследо-
ваний по определению кандесартана и гидрохло-
ротиазида в биологических жидкостях с целью про-
ведения фармакокинетических исследований. Для 
определения данных веществ применяются мето-
ды высокоэффективной жидкостной хроматогра-
фии с тандемным масс-спектрометрическим детек-
тированием (ВЭЖХ-МС/МС) [high performance liquid 
chromatography – tandem mass spectrometry (HPLC-
MS/MS)], ультрафиолетовым детектированием (ВЭЖХ-
УФ) [high performance liquid chromatography with 
ultraviolet detection (HPLC-UV)], флуориметрическим 
детектированием (ВЭЖХ-ФЛД) [high-performance liquid 
chromatography with fluorescence detection (HPLC-
FLD)], а также метод сверхвысокоэффективной жид-
костной хроматографией с тандемным масс-спектро-
метрическим детектированием (СВЭЖХ-МС/МС) [ultra 
performance liquid chromatography – tandem mass 
spectrometry (UPLC-MS/MS)].

В большинстве рассмотренных методик в ка-
честве пробоподготовки используется способ жид-
кость-жидкостной экстракции (ЖЖЭ), а в некоторых 
случаях способ осаждения белков метанолом (МеОН) 
или ацетонитрилом (ACN), твердофазная экстракция 
(ТФЭ) (таблица 1). 

Проанализировав литературные данные по раз-
работке методик определения кандесартана и гидро- 
хлоротиазида, было сделано заключение об отсутст- 
вии опубликованных методик совместного опреде-
ления данных веществ одновременно с достаточной 
чувствительностью и простым способом пробоподго-
товки, поэтому было принято решение разработать и 
валидировать такую методику самостоятельно.

В данном исследовании приведена разработка 
и валидация методики определения кандесартана и  
гидрохлоротиазида в плазме крови человека методом 
ВЭЖХ-МС/МС. В качестве пробоподготовки был вы-
бран способ осаждения белков ацетонитрилом. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Оборудование

Хроматографическое разделение и детектирова-
ние проводили на высокоэффективном жидкостном 
хроматографе Nexera XR, оснащенном градиентным 
насосом, термостатом колонок и образцов, дегаза-
тором, автосамплером и тандемным масс-спектро-
метрическим детектором LCMS-8040 (тройным квад- 
руполем) (Shimadzu Corporation, Япония). Обработку 
первичных данных проводили при помощи программ-
ного обеспечения LabSolutions (Ver. 5.91) (Shimadzu 
Corporation, Япония).

Реактивы и растворы 

В процессе исследования были использованы  
следующие реактивы: ацетонитрил (класс «LC-MS 
grade», Biosolve, Франция/Нидерланды); ацетони-
трил (класс «Ultra Gradient HPLC-grade», J.T. Baker, Ни-
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дерланды; ацетонитрил (класс «х.ч.», ООО «ТД «ХИМ-
МЕД», Россия); муравьиная кислота (класс «98 % pure», 
PanReac, Испания); вода очищенная Milli-Q. 

Для приготовления исходных и рабочих раство-
ров были использованы стандартные образцы кан-
десартана (USP reference standard, Китай, содержание 
100,0 %), гидрохлоротиазида (Unichem Laboratories 
Limited, Индия, содержание 99,6 %), валсартана (USP 
reference standard, Швейцария, содержание 99,8 %) и 
индапамида (USP reference standard, Испания, содер-
жание 99,7 %). 

Исходные стандартные растворы кандесартана, 
гидрохлоротиазида и внутренних стандартов (ВС) 
валсартана и индапамида готовили путем растворе-
ния навески субстанции в ацетонитриле. 

Смешанные рабочие стандартные растворы кан-
десартана, гидрохлоротиазида и смешанный рабо-
чий раствор ВС готовили путем разведения исходных 
стандартных растворов тем же растворителем до по-
лучения в биологической матрице концентраций, со-
ответствующих уровням 1–8, нижнему пределу ко-

личественного определения (НПКО) [Lower limit of 
quantification (LLOQ)], низкому [L (low)], средним [M1 и 
М2 (middle 1, middle 2)] и высокому уровням [H (high)] 
(таблица 2).

Образцы интактной плазмы, исходные и рабочие 
стандартные растворы хранили в морозильной каме- 
ре при температуре –45 °С.

Пробоподготовка

К 200 мкл образца (калибровочного образца, об-
разца контроля качества и образца интактной плаз-
мы крови), помещенным в центрифужные микро-
пробирки типа «Эппендорф» вместимостью 2  мл, 
прибавляли 10 мкл смешанного рабочего раствора 
ВС, затем прибавляли 400 мкл ацетонитрила, пере-
мешивали на встряхивателе типа «Вортекс» в течение 
10  секунд, затем центрифугировали в течение 15  мин  
с ускорением 15 000 об/мин. Далее супернатант пе-
реносили в хроматографические виалы и помещали  
в автосамплер хроматографа.

Таблица 1. Биоаналитические методики количественного определения кандесартана и гидрохлоротиазида

Table 1. Bioanalytical methods of candesartan and hydrochlorothiazide quantitative determination

Аналитический метод  
(источник ионизации;  

ионизация (+/–), если применимо)
Analytical method (ionization 

source; ionization (+/–) if applicable)

Объект анализа 
Object

Пробоподготовка
Sample preparation

Аналитический диапазон,  
нг/мл

Analytical range, ng/mL

Ссылка
Reference

ВЭЖХ-МС/МС (электроспрей; –)
HPLC-MS/MS (electrospray; –)

Плазма крови человека
Human plasma

ЖЖЭ
Liquid-liquid extraction

КАН
CAN

1,027–302,047
[21]

ГХТ
HCTZ

1,044–306,945

СВЭЖХ-МС/МС (электроспрей; –)
UPLC-MS/MS (electrospray; –)

Плазма крови человека
Human plasma

ЖЖЭ
Liquid-liquid extraction

КАН
CAN

1,00–499,15
[22]

ГХТ
HCTZ

1,00–499,15

ВЭЖХ-УФ
HPLC–UV

Плазма крови человека
Human plasma

Осаждение ACN
Protein precipitation by 
acetonitrile

КАН
CAN

30,00–2500,00
[23]

ГХТ
HCTZ

20,00–100,00

ВЭЖХ-МС/МС (электроспрей; –)
HPLC-MS/MS (electrospray; –)

Плазма крови человека
Human plasma

ЖЖЭ
Liquid-liquid extraction

КАН
CAN

1,00–160,00
[24]

ГХТ
HCTZ

2,00–160,00

ВЭЖХ-ФЛД
HPLC-FLD

Плазма крови человека
Human plasma

Осаждение ACN
Protein precipitation by 
acetonitrile

КАН
CAN

3,125–200,000 [25]

ВЭЖХ-УФ
HPLC-UV

Плазма крови человека
Human plasma

ЖЖЭ
Liquid-liquid extraction

КАН
CAN

20,00–200,00 [26]

ВЭЖХ-МС/МС (электроспрей; +)
PLC-MS/MS (electrospray; +)

Плазма крови человека
Human plasma

ТФЭ
Solid phase extraction

КАН
CAN

1,00–400,00 [27]

ВЭЖХ-УФ
HPLC–UV

Плазма крови человека
Human plasma

ТФЭ
Solid phase extraction

ГХТ
HCTZ

10,00–900,00 [28]

ВЭЖХ-МС/МС (электроспрей; –)
HPLC-MS/MS (electrospray; –)

Плазма крови человека
Human plasma

Осаждение MeOH
Protein precipitation by 
methanol

ГХТ
HCTZ

0,78–200,00 [29]

ВЭЖХ-МС/МС (электроспрей; –)
HPLC-MS/MS (electrospray; –)

Моча и плазма крови 
человека
Human plasma and urine

ЖЖЭ
Liquid-liquid extraction

ГХТ
HCTZ

Плазма: 1,00–100,00
Моча: 0,05–20,00

Plasma: 1.00–100.00
Urine: 0.05–20.00

[30]

Доклинические и клинические исследования
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Таблица 2. Концентрации определяемых веществ  
в калибровочных образцах и образцах контроля качества

Table 2. Concentrations of analytes at calibration levels  
and quality control samples

Уровень
Level

Концентрация аналита, 
нг/мл

Analyte сoncentration, 
ng/ml

Концентрация ВС,  
нг/мл

IS concentration, ng/ml

КАН
CAN

ГХТ
HCTZ

ВАЛ
VAL

ИНД
IND

1 2,00 2,00 100,00 100,00

2 15,00 15,00 100,00 100,00

3 50,00 25,00 100,00 100,00

4 100,00 50,00 100,00 100,00

5 150,00 75,00 100,00 100,00

6 200,00 100,00 100,00 100,00

7 250,00 150,00 100,00 100,00

8 300,00 200,00 100,00 100,00

LLOQ 2,00 2,00 100,00 100,00

L 6,00 6,00 100,00 100,00

M1 90,00 60,00 100,00 100,00

M2 180,00 120,00 100,00 100,00

Условия хроматографического разделения  
и детектирования

 • Колонка: Phenomenex Luna Phenyl-Hexyl, 50 × 
4,6 мм, 5 мкм. 

 • Предколонка: Phenomenex SecurityGuardTM. Cart- 
ridges C18 4 × 3,0 мм, 5 мкм. 

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

равьиной кислоты в воде (по объёму); элюент 
В: 0,1 % муравьиной кислоты в ацетонитриле (по 
объему). 

 • Скорость потока подвижной фазы (ПФ) – 1,0 мл/мин. 
 • Градиент по составу ПФ представлен в таблице 3.

Таблица 3. Градиентное элюирование

Table 3. Gradient elution

Время, мин
Time, min

Элюент А, %
Eluent A, %

Элюент В, %
Eluent B, %

0,00 90,00 10,00

1,00 90,00 10,00

3,50 0,00 100,00

4,50 0,00 100,00

4,70 90,00 10,00

6,50 90,00 10,00

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

спектрометрическому детектору: 0,00–6,50 мин. 
 • Параметры источника ионизации (электроспрей):  

распыляющий газ 3 л/мин, осушающий газ  
20 л/мин, блок нагрева 400 °С, линия десольвата-
ции 200 °С. 

 • Напряжение на капилляре, режим ионизации и 
условия детектирования представлены в табли-
це 4.

Таблица 4. Параметры источника ионизации  
и условия детектирования

Table 4. Ion-source parameters and detection conditions

Напряжение 
на капилляре

Capillary 
voltage

Режим 
ионизации

Ion mode

Условия 
детектирования

Detection conditions

КАН
CAN

3,0 +
441,10 → 192,00 m/z,
441,10 → 263,15 m/z

ГХТ
HCTZ

4,5 – 295,85 → 269,00 m/z

ВАЛ
VAL

3,0 + 436,00 → 207,05 m/z

ИНД
IND

5,0 –
363,85 → 132,10,

363,85 → 189,00 m/z

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Разработка методики

В качестве внутренних стандартов (ВС) были по-
добраны вещества, похожие на анализируемые ве-
щества по структуре и физико-химическим свойствам 
(таблица 5). ВС для кандесартана был выбран вал- 
сартан ((S)-N-(1-карбокси-2-метилпроп-1-ил)-N-пента- 
ноил-N-[2-(1Н-тетразол-5-ил)бифенил-4-ил-метил]
амин), для гидрохлоротиазида – индапамид (3-(амино-
сульфонил)-4-хлор-N-(2,3-дигидро-2-метил-1Н-индол-
1-ил)бензамид). 

Таблица 5. Физико-химические свойства  
анализируемых веществ и внутренних стандартов

Table 5. Physicochemical properties of the analytes  
and internal standards

Молекулярная 
масса, г/моль

Molecular mass, g/mol
pKa logP

Cсылка
Referance

КАН 
CAN

440,5 4,23 6,12 [31]

ВАЛ 
VAL

435,5 4,37 5,27 [32]

ГХТ 
HCTZ

297,7 9,09 –0,58 [33]

ИНД 
IND

365,8 8,85 2,64 [34]

Использовались условия масс-спектрометричес- 
кого детектирования, позволяющие получить пи-
ки аналитов и ВС с наибольшей интенсивностью. Во 
время разработки методики были проанализиро-
ваны фрагменты, получаемые при разных энергиях 
соударения. 

Было отмечено, что гидрохлоротиазид и индапа-
мид в режиме отрицательной ионизации образуют 
аддукты с остатками трифторуксусной кислоты (ТФУ). 
Учитывая это, для анализа требовалось создавать из-
быток ТФУ в системе, что негативно влияло на иони- 
зацию кандесартана и валсартана, поэтому были по-
добраны оптимальные значения напряжений на ли-
нии десольватации, обеспечивающие разрушение 
образующихся аддуктов, что позволяло проводить 
анализ по исходным молекулярным ионам. 

Доклинические и клинические исследования
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В качестве осадителя был выбран ацетонитрил, 
так как его использование обеспечивало наиболее 
полное осаждение белков плазмы крови и оптималь-
ную форму хроматографических пиков. 

В процессе разработки методики, исходя из фи-
зико-химических свойств определяемых веществ, бы-
ли рассмотрены несколько колонок для хроматогра-
фического разделения данной комбинации веществ, 
в том числе: Shimadzu Shim-pack Velox SP-C18, 2,7 мкм, 
3,0 × 100 мм; Shimadzu Shim-pack Velox Biphenyl, 
2,7  мкм, 2,1 × 50 мм; Phenomenex Luna Phenyl-Hexyl, 
5  мкм, 50 × 4,6 мм. После сравнения хроматографи-
ческих характеристик данных колонок (таблица 6) в 
качестве окончательного варианта была выбрана ко-
лонка Phenomenex Luna Phenyl-Hexyl. 

Таблица 6. Хроматографические характеристики

Table 6. Characteristics of chromatography
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Приведенное время 
удерживания
Relative retention 
time

ГХТ 
HCTZ

0,082 1,196 1,585

ИНД 
IND

2,054 –* 2,181

ВАЛ 
VAL

2,365 –* 2,326

КАН 
CAN

2,939 2,731 2,800

Фактор асимметрии
Tailing factor

ГХТ 
HCTZ

1,191 0,725 1,239

ИНД 
IND

1,344 –* 1,148

ВАЛ 
VAL

1,320 –* 1,509

КАН 
CAN

1,015 1,218 1,076

Ширина
Width

ГХТ 
HCTZ

0,288 0,528 0,137

ИНД 
IND

0,142 –* 0,108

ВАЛ 
VAL

0,149 –* 0,096

КАН 
CAN

0,193 0,087 0,142

Примечание. * Подбор условий хроматографического раз-
деления валсартана и индапамида с использованием колонки 
Shimadzu Shim-pack Velox Biphenyl не производился, поскольку бы-
ли получены неудовлетворительные характеристики хроматогра-
фического разделения кандасартана и гидрохлоротиазида. 

Note. * We did not adjust the conditions for chromatographic  
separations of valsartan and indapamide using the Shimadzu Shim-
pack Velox Biphenyl column was not performed because the chroma-
tographic separation of candasartan and hydrochlorothiazide was not 
satisfactory.

Валидация методики

Валидацию биоаналитической методики совмест-
ного определения кандесартана и гидрохлороти- 
азида в плазме крови человека проводили на основе 
правил проведения исследований биоэквивалентнос- 
ти лекарственных препаратов в рамках Евразийско-
го экономического союза [20], а также руководств 
FDA [35] и ЕМА [36] по следующим параметрам: селек-
тивность, эффект матрицы, калибровочная кривая, 
точность (на уровнях внутри цикла, между циклов), 
прецизионность (на уровнях внутри цикла, между 
циклов), степень извлечения, нижний предел коли-
чественного определения и предел обнаружения, пе-
ренос пробы, стабильность [стабильность исходных и 
рабочих стандартных растворов аналитов и ВС; крат- 
косрочная стабильность («настольная» и «постпрепа-
ративная»); стабильность при трехкратной заморозке- 
разморозке аналитов; долгосрочная стабильность 
аналитов в матрице].

Селективность

Для оценки данного параметра проводили ана-
лиз 6 образцов интактной плазмы крови: 2 образцов  
интактной плазмы с повышенным содержанием ли-
пидов и 2 образцов гемолизной интактной плазмы, 
полученных из разных источников, а также образцов 
с прибавлением смешанных рабочих стандартных 
растворов до концентраций анализируемых веществ 
и ВС, соответствующих уровню 1 (см. таблицу 2).

На хроматограммах образцов интактной плазмы 
крови не наблюдалось пиков со временами удержи-
вания, соответствующими временам удерживания ис-
следуемых веществ и ВС или их сигнал не превышает 
20 % от сигнала на уровне НПКО и 5 % от сигнала ВС 
соответственно. Хроматограмма образца интактной 
плазмы крови приведена на рисунке 1.

Эффект матрицы

Для оценки влияния биологической матрицы на 
количественное определение кандесартана в ком-
бинации с гидрохлоротиазидом были проанализи-
рованы образцы с добавлением смешанных рабочих 
стандартных растворов кандесартана и гидрохлоро-
тиазида и смешанного рабочего раствора ВС без вли-
яния биологической матрицы, а также образцы, при-
готовленные на интактной плазме без учёта влияния 
степени извлечения анализируемых веществ и ВС из 
биологической матрицы. 

Эффект матрицы был оценен на уровнях L и H 
аналитических диапазонов концентраций кандесар-
тана и гидрохлоротиазида (см. таблицу 2). Для ВС 
валсартана и индапамида эффект матрицы был рас-
считан на уровне 100,00 нг/мл. Данные представлены 
в таблице 7.

Доклинические и клинические исследования
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Таблица 7. Расчет фактора матрицы  
анализируемых веществ, нормализованного  
по фактору матрицы внутреннего стандарта

Table 7. Calculation of the matrix factor of the analyzed 
substances, normalized by the matrix factor of internal standards
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L Н L Н L Н
Кандесартан 
Candesartan

Среднее
Average

1,00 0,90 1,00 0,90 0,97 0,91

CV, % 7,28 2,84 6,20 5,42 7,45 2,89
Гидрохлоротиазид 
Hydrochlorothiazide

Среднее
Average

0,79 0,83 0,65 0,76 0,73 0,89

CV, % 14,22 8,43 14,28 6,64 12,96 4,49

По полученным данным был рассчитан фактор 
матрицы, нормализованный по внутреннему стандар-
ту. Коэффициент вариации (CV, %) фактора матрицы, 

нормализованного по внутреннему стандарту, не пре-
вышает 15 % и соответствует требованиям норматив-
ной документации.

Калибровочная кривая

Проводили анализ 8 образцов интактной плазмы 
крови с прибавлением смешанного рабочего раство-
ра ВС и смешанных рабочих стандартных растворов 
кандесартана и гидрохлоротиазида до получения кон-
центраций анализируемых веществ и внутренних стан-
дартов, соответствующих уровням 1–8 (см. таблицу 2). 

По полученным значениям были построены ка-
либровочные графики в координатах отношение 
площади пика кандесартана к площади пика вал-
сартана от отношения концентрации кандесартана 
к концентрации валсартана в плазме крови, а также 
калибровочные графики в координатах отношение 
площади пика гидрохлоротиазида к площади пика 
индапамида от отношения концентрации гидрохлоро-
тиазида к концентрации индапамида в плазме крови. 

Уравнения калибровочных графиков имели следу-
ющий вид: f(x) = а × x + b. Значения переменных и ко-
эффициенты корреляции (R) для калибровочных гра-
фиков в валидационных циклах № 1–3 приведены в 
таблице 8. Полученные коэффициенты корреляции 
соответствуют нормам. Примеры хроматограмм при-
ведены на рисунках 2, 3.

Рисунок 1. Хроматограмма образца интактной плазмы крови

Figure 1. Blank plasma sample chromatogram

Рисунок 2. Хроматограмма образца плазмы крови (КАН 
2,00 нг/мл, ГХТ 2,00 нг/мл)

Figure 2. Chromatogram of plasma sample (CAN 2.00 ng/ml, HCTZ 
2.00 ng/ml)
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Точность и прецизионность

Проводили анализ калибровочных образцов плаз-
мы крови, соответствующих уровням LLOQ, L, M1, M2, H  
(см. таблицу 2). Анализ проводили в рамках 3 последо- 
вательностей по 5 вводов образца для каждого уров-
ня концентраций кандесартана и гидрохлоротиазида. 

Оценка параметра оценивалась внутри цикла, 
между двумя и между тремя циклами. Для получен- 
ных значений концентраций были рассчитаны вели-
чины относительного стандартного отклонения (RSD, 
%) и относительной погрешности (Е, %). Данные соот-
ветствуют нормам (таблица 9). 

Степень извлечения

Для оценки степени извлечения (СИ) анализи-
ровали по 3 образца, приготовленных из интактной 
плазмы, гемолизной плазмы, гиперлипидемической 

плазмы без влияния степени извлечения на низком 
(уровень L), средних (уровень М1, уровень М2) и вы-
соком (уровень Н) уровнях, а также образцы контро-
ля качества, приготовленные на различных интактных  
матрицах, для оценки степени извлечения. Данные 
представлены в таблице 10. RSD рассчитанных значе-
ний степени извлечения аналитов из биологических 
матриц не превышает 15 %. 

Таблица 9. Точность и прецизионность методики  
определения кандесартана и гидрохлоротиазида  
(inter-day, intra-day 1, intra-day 2)

Table 9. Accuracy and precision of candesartan  
and hydrochlorothiazide determination procedure  
(inter-day, intra-day 1, intra-day 2)

Введено 
(нг/мл)

Injected 
(ng/ml)

RSD, % E, %

(n = 5) (n = 10) (n = 15) (n = 5) (n = 10) (n = 15)

Кандесартан 
Candesartan

2,00 7,68 7,99 8,47 –9,60 –10,80 –9,13
6,00 4,39 4,81 4,86 –5,80 –8,77 –9,10

90,00 3,27 4,80 4,24 4,40 7,91 8,87
180,00 3,88 3,69 3,01 6,86 7,63 7,62
240,00 3,30 3,69 3,70 7,27 8,09 9,14

Гидрохлоротиазид 
Hydrochlorothiazide

2,00 4,55 14,14 12,91 10,10 –2,35 0,50
6,00 7,31 10,16 9,68 2,83 –0,27 2,96

60,00 3,09 4,52 4,75 7,80 6,02 8,14
120,00 1,87 5,17 5,19 5,76 2,16 3,34
160,00 6,03 4,33 5,20 1,50 1,65 4,13

Нижний предел  
количественного определения

НПКО методики определяли на основании дан- 
ных калибровочной кривой, точности и прецизион- 
ности. За НПКО методики принимались минималь- 
ные концентрации кандесартана и гидрохлоротиази- 
да в плазме крови в соответствующих аналитических 
диапазонах, для которых возможно количественное  
определение кандесартана и гидрохлоротиазида со 
значениями RSD и Е не более 20 %. Нижние преде-
лы количественного определения методики соста-
вили 2,00 нг/мл для кандесартана и 2,00 нг/мл для 
гидрохлоротиазида. 

Хроматограмма плазмы крови с содержанием 
кандесартана и гидрохлоротиазида на уровне НПКО 
приведена на рисунке 2. 

Таблица 8. Значения переменных и коэффициенты корреляции 

Table 8. Variable values and correlation coefficients 

№
a b R a b R

КАН
CAN

ГХТ
HCTZ

1 3,45720 0,00629339 0,9973444 0,345995 0,00251571 0,9963785
2 3,02578 0,01029410 0,9983502 0,400132 0,00227891 0,9955384
3 2,94655 0,00336622 0,9977839 0,390876 0,00096891 0,9969791

Рисунок 3. Хроматограмма образца плазмы крови (КАН 
300,00 нг/мл, ГХТ 200,00 нг/мл)

Figure 3. Chromatogram of blood sample (CAN 300.00 ng/ml, 
HCTZ 200.00 ng/ml)

Доклинические и клинические исследования
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Стабильность

Была подтверждена краткосрочная стабиль-
ность («настольная» и «постпрепаративная»), ста-
бильность при трехкратной заморозке-разморозке, 
стабильность исходных и рабочих стандартных раст- 
воров (при хранении в течение 60 дней при темпера-
туре –45  °C), долгосрочная стабильность (при хране-
нии в течение 60 дней при температуре –45 °C) ис-
следуемых веществ на нижнем и верхнем уровнях 
концентраций (см. таблицу 2). Данные приведены 
в таблице 11. Для полученных значений концент- 
раций анализируемых веществ была рассчитана от-

носительная погрешность Е, %. Полученные вели-
чины относительной погрешности соответствуют  
нормам.

Перенос пробы

При последовательном анализе калибровочных 
образцов c наибольшей концентрацией и образцов 
интактной плазмы крови на хроматограммах образ-
цов интактной плазмы крови отсутствовали пики, со-
ответствующие по временам удерживания пикам ис-
следуемых веществ и ВС. 

Таблица 10. Оценка степени извлечения кандесартана и гидрохлоротиазида на уровнях L, M1, M2 и H  
из различных биологических матриц

Table 10. Calculation of candesartan and hydrochlorothiazide recovery at L, M1, M2, H levels from the different biological matrix

Биологическая матрица
Biological matrix

СИ КАН. %
Recovery CAN, %

СИ ГХТ, %
Recovery HCTZ, %

L M1 M2 H L M1 M2 H

Интактная плазма крови
Blank plasma

111,62 106,60 97,73 103,62 100,60 104,56 106,05 101,83
107,76 95,28 93,15 106,80 107,94 110,22 95,88 119,57
112,48 93,90 102,06 103,06 98,08 100,30 100,35 105,52

Гемолизная плазма крови
Hemolyzed blank plasma

88,89 80,14 93,58 93,52 88,64 81,55 100,91 88,70
94,92 78,61 96,16 88,33 67,33 90,44 100,36 104,61
94,87 80,57 94,86 86,46 71,96 91,53 106,72 101,79

Гиперлипидемическая плазма 
крови
Lipemic blank plasma

87,09 89,20 93,06 84,74 98,17 106,17 95,95 100,64
93,76 92,47 96,28 89,90 61,64 98,23 104,37 95,28
95,87 92,14 91,80 88,82 85,58 97,49 97,17 91,68

Среднее
Average

94,45 96,61

SD 8,22 11,71
RSD 8,70 12,12

Таблица 11. Оценка стабильности

Table 11. Stability assessment

Вид стабильности
Type of stability

Срок и условия хранения образцов
Time and storage conditions

Среднее значение Е, % 
Average value of E, %

КАН 
CAN

ГХТ 
HCTZ

L H L H

«Настольная» стабильность 
Bench-top stability

Aнализируются свежеприготовленными; 
хранение при температуре 20 ± 5 оС
Analyzed freshly prepared; stored at 20 ± 5 оC

–11,44 –14,74 11,89 7,24

«Постпрепаративная» стабильность 
Postpreparative stability

29 часов при температуре 4 оС
29 hours at 4 oC

–11,44 13,75 –10,56 5,56

Стабильность при техкратной 
заморозке-разморозке
Freeze-thaw stability

42 часа при температуре –42,5 ± 7,5 оС и 9 часов 
при температуре 20 ± 5 оС
42 hours at –42.5 ± 7.5 oC and 9 hours at 20 ± 5 oC

–11,33 10,28 11,17 9,16

Долгосрочная стабильность аналита 
в матрице
Long-term stability

80 дней при температуре –42,5 ± 7,5 оС
80 days at –42.5 ± 7.5 oC

13,75 13,75 11,17 10,98

Стабильность исходных стандартных 
растворов 
Stock solution stability

80 дней при температуре –42,5 ± 7,5 оС
80 days at –42.5 ± 7.5 oC

–11,22 –8,58 11,78 8,32

Стабильность рабочих стандартных 
растворов 
Work solution stability

80 дней при температуре –42,5 ± 7,5 оС
80 days at –42.5 ± 7.5 oC

–7,94 11,40 0,00 7,00

Доклинические и клинические исследования
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Применение разработанной методики

Был проведен аналитический этап исследования  
биоэквивалентности воспроизведенного комбиниро- 
ванного препарата кандесартана – гидрохлоротиази- 
да и препарата сравнения. На рисунке 4 приведен  
пример хроматограммы образца плазмы крови доб- 
ровольца, принимавшего участие в данном исследо- 
вании.

Индивидуальные профили изменения значений 
концентраций кандесартана (гидрохлоротиазида) в 
плазме крови человека во времени (t), заpегистpиpо-
ванные после приема исследуемого препарата и 
препарата сравнения, хаpактеpизовались макси-
мальной концентрацией лекарственного вещества 
(Сmax), площадью под кривой «концентрация – вре-
мя» с момента приема лекарственного препарата до 
последней определяемой концентрации во времен-
ной точке t, выше нПКО (AUC0-t), рассчитанной мето-
дом трапеций, площадью под кривой «концентра- 
ция  – время» с момента приема лекарственного пре-
парата до бесконечности (AUC0-∞).

В таблице 12 приведены значения среднего 
арифметического и среднего геометрического для 
кандесартана и гидрохлоротиазида.

Фармакокинетические профили исследуемого 
препарата и препарата сравнения приведены на ри-
сунках 5, 6.

Рисунок 4. Хроматограмма плазмы крови добровольца

Figure 4. Chromatogram of volunteer plasma sample

Рисунок 5. Усредненные фармакокинетические профили кан-
десартана (в линейном преобразовании со стандартными  
отклонениями). Исследуемый препарат (Т), препарат сравне- 
ния (R) 

Figure 5. Average pharmacokinetic profiles of candesartan (in 
linear transformation with standard deviations). Test drug pro- 
duct (T), Reference drug product (R)

Рисунок 6. Усредненные фармакокинетические профили гид- 
рохлоротиазида (в линейном преобразовании со стандарт-
ными отклонениями). Исследуемый препарат (Т), препарат 
сравнения (R)

Figure 6. Averaged pharmacokinetic profiles of hydrochloro- 
thiazide (in linear transformation, with standard deviations). Test 
drug product (T), Reference drug product (R)
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведена разработка и валидация методики ко-

личественного определения кандесартана и гидро- 
хлоротиазида в плазме крови человека методом 
ВЭЖХ-МС/МС. Подтвержденный аналитический диа-
пазон методики составил 2,00–300,00 нг/мл для кан- 
десартана и 2,00–200,00 нг/мл для гидрохлоро-
тиазида в плазме крови. Данная методика была ис-
пользована в рамках проведения исследования био- 
эквивалентности комбинированных препаратов кан- 
десартана и гидрохлоротиазида. 
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Резюме
Введение. Статья посвящена аспектам совершенствования методических подходов к созданию фармацевтической системы качества 
(ФСК) на предприятиях по выпуску лекарственных средств (ЛС) с учетом возможности применения инструментов и средств цифровизации. 
Актуальность проведенного исследования связана с непреходящим значением комплексного обеспечения высокого качества при 
разработке, производстве и выпуске в обращение лекарственных средств. Внедрение ФСК требует многочисленных трансформаций 
управленческих и производственных процессов, содействие которым могут оказать инструменты и элементы цифровизации. 
Цель. Рассмотреть потенциал и конкретные сферы применения цифровых технологий для совершенствования методологии и практики 
разработки и внедрения ФСК. 
Материалы и методы. Состояние дел в предметной сфере оценивалось на основании результатов экономико-статистического анализа и 
прогнозирования внедрения ФСК на российских фармацевтических предприятиях, имеющих положительный и сопоставимо длительный 
опыт в данной сфере: в компаниях ООО  «ОЗОН» и АО  «АКРИХИН». Оценка проводилась путем расчета интегрального показателя 
эффективности функционирования ФСК, представляющего собой набор взвешенных ключевых показателей эффективности (KPI) по качеству. 
Результаты и обсуждение. Констатируется значимость внедрения ФСК для целей развития фармпредприятий и наличие многочисленных 
затруднений при внедрении ФСК, что обусловливает необходимость совершенствования методических подходов в предметной сфере. 
Доказано, что даже на тех предприятиях, где ФСК с той или иной степенью успешности была внедрена, более быстрому, системному и 
качественному внедрению ФСК поспособствовало бы применение инструментов цифровизации. В числе ключевых сфер применения 
цифровых инструментов авторами предлагаются мониторинг показателей качества (с применением нейросетевых карт), применение 
блокчейн платформ, смарт-контрактов для регистрации выпуска ЛС надлежащего качества, регламентации и контроля за порядком 
внедрения ФСК. 
Заключение. Цифровые инструменты способствуют комплексному совершенствованию во многих сферах социально-экономической 
деятельности. Их активное применение на фармпредприятиях призвано способствовать обеспечению надлежащего внедрения и 
бесперебойного функционирования фармацевтических систем качества, через постоянный мониторинг качества выпускаемой продукции и 
регистрацию выпускаемых партий в высокоточных системах хранения информации.

Ключевые слова: фармацевтическая система качества, качество лекарственных средств, цифровые технологии, мониторинг качества, 
регистрация лекарственных средств, блокчейн, нейросетевые карты, смарт-контракты
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Abstract
Introduction. The article is devoted to the aspects of improving methodological approaches to the creation of a pharmaceutical quality system 
(PQS) at enterprises for the production of medicines, taking into account the possibility of using tools and means of digitalization. The relevance 
of the study is associated with the enduring importance of comprehensive high quality assurance in the development, production and release of 
medicines into circulation. The implementation of PQS requires numerous transformations of management and production processes, which can 
be facilitated by tools and elements of digitalization. 
Aim. To consider the potential and specific areas of application of digital technologies to improve the methodology and practice of developing 
and implementing PQS. 
Materials and methods. The state in the subject area was assessed on the basis of the results of economic and statistical analysis and forecasting of 
the implementation of PQS at Russian pharmaceutical enterprises that have positive and comparatively long experience in this area: the companies 
LLC "OZON" and JSC "AKRIKHIN". The assessment was carried out by calculating the integral indicator of the effectiveness of the functioning of 
PQS, which is a set of weighted key performance indicators (KPI) for quality. 
Results and discussion. The importance of the introduction of PQS for the development of pharmaceutical enterprises and the presence of 
numerous difficulties in the implementation of PQS, which necessitates the improvement of methodological approaches in the subject area, are 
stated. It has been proven that even at those enterprises where PQS has been introduced with varying degrees of success, the use of digitalization 
tools would contribute to a faster, more systematic and high-quality implementation of PQS. Among the key areas of application of digital tools, 
the authors propose monitoring of quality indicators (using neural network cards) and the use of blockchain platforms and smart contracts to 
register the release of drugs of appropriate quality. 
Conclusion. Digital tools contribute to complex improvement in many areas of socio-economic activity. Their active use at pharmaceutical 
enterprises is intended to contribute to ensuring the proper implementation and uninterrupted functioning of pharmaceutical quality systems, 
through constant monitoring of the quality of manufactured products and registration of manufactured batches in high-precision information 
storage systems.

Keywords: pharmaceutical quality system, quality of medicines, digital technologies, quality monitoring, registration of medicines, blockchain, 
neural network cards, smart contracts
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ВВЕДЕНИЕ
Актуальность исследования связана с непреходя-

щим значением комплексного обеспечения высоко-
го качества при разработке, производстве и выпуске 
в обращение лекарственных средств (ЛС). Важнейшим 
инструментом комплексного решения поставленной 
задачи в современных условиях выступает разработ-
ка и внедрения фармацевтической системы качества,  
основанной, прежде всего, на принятии производи-
телем обязательств по соблюдению надлежащих про-
изводственных практик (англ. good manufacturing 
practices, GMP) [1]. В системе управления качеством 
автоматизация традиционно играет повышенную 
роль  [2] прежде всего по причине того, что управле-
ние в данной сфере, включая мониторинг и контроль 
качества, требует осуществления многочисленных 
аналитических действий, связанных с анализом и об-
работкой массива информации, далеко не всегда по-

сильных традиционному управленческому труду. В 
условиях новой индустриальной революции, которая 
состоялась в 2010-е годы и продолжает происходить 
в новом десятилетии XXI века, исключительно акту-
альной задачей становится поиск путей применения 
цифровых технологий  – драйверов цифровых пере-
мен  – для совершенствования процессов в различ-
ных сферах социального и экономического бытия.

Оценка имеющегося опыта показывает, что внед- 
рение цифровизации на фармацевтических предпри-
ятиях Российской Федерации и Евразийского Сою-
за (ЕАЭС), в рамках которого строится единая система 
обращения ЛС, все еще пробуксовывает, что связано 
в немалой степени с нехваткой практического опыта, 
знаний и отраслевых технологий, а также, в некоторой 
мере, управленческой решимости по внедрению но-
вых высоких технологий. Между тем имеющийся опыт 
в смежных областях [3–4] убедительно свидетельст- 
вует о том, что цифровые технологии могут стать на-

Регуляторные вопросы
Regulatory Issues



193РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2021. Т. 10, № 4
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2021. V. 10, No. 4

дежным источником неуклонного совершенствова-
ния в сфере управления качеством – исключительно 
важным понять наиболее перспективные направле-
ния применения новых знаний и технологий, и на их 
основе разрабатывать внедренческие проекты. Соот-
ветствующим аспектам,  применительно к методоло-
гии внедрения ФСК на предприятиях ЕАЭС по вы- 
пуску ЛС, и посвящена настоящая публикация.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследование базируется на диалектическом ме-

тоде познания трансформирующейся реальности 
управления качеством выпускаемых ЛС в условиях 
цифровизации экономики и общества. Отбор перспек-
тивных направлений применения цифровых техноло-
гий для целей внедрения и функционирования ФСК 
осуществлен на основе обзора литературных источ-
ников с учетом практического опыта работы авто-
ров в российской системе GMP-инспектората, а также 
комплексного анализа проблем и противоречий, воз-
никавших при внедрении систем GMP/ФСК на пред-
приятиях Российской Федерации по выпуску лекарст- 
венных средств – АО «АКРИХИН» и ООО «ОЗОН». Для 
оценки состояния внедрения ФСК на анализируемых 
предприятиях использована авторская методология, 
основанная на определении интегрального показа-
теля эффективности функционирования ФСК, опре-
деляемого по формуле (1) (знак по модулю определя-
ется по смыслу показателя как улучшающего или 
ухудшающего качество):

I I qQn Qn
i

n

= ⋅
=
∑(| | ).

0

(1)

Расчет интегрального показателя основан на 
суммировании частных показателей качества (Qn) с 
учетом весовых значений (qQn), определяемых для 
конкретного фармацевтического предприятия экс-
пертным путем (пул экспертов включал 5 чел.,  – 2 
представителей GMP-инспектората, 2 представите-
лей ключевого персонала производителя и незави-
симого эксперта с успешным многолетним опытом 
работы в сфере внедрения ФСК). В качестве частных 
показателей выбраны наиболее распространенные в 
практике управления качеством на фармацевтичес- 
ких предприятиях ЕАЭС ключевые показатели эф-
фективности (KPI): Q1 «Серии с первого раза» / Q1 
«First pass approval» (FPA); Q2 «Претензии на млн. упа-
ковок» / Q2 «Complaints, per million packs»; Q3 «Пло-
хое качество» / Q3 «Poor quality» (PQ); Q4 «Стоимость 
плохого качества (брака)» / Q4 «Cost of poor quality/re-
jects» (CPQ); Q5 «Уровень брака» / Q5 «Rejection rate» 
(RR).

Для конкретизации проблемных сфер внедрения 
цифровых технологий в разработку и формирование  
ФСК применен метод опроса и бесед с ключевым  
персоналом фармацевтических производителей, от-
ветственным за внедрение ФСК.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Цифровая экономика основывается на приме-

нении новейших высокотехнологичных решений и 
платформ, которые имеют преимущественно сквоз-
ной характер. Речь идет о том, что разработки в сис- 
теме цифровой экономики могут быть применены в 
различных отраслях социальной или экономической 
деятельности, для чего, как правило, не требуется су-
щественной адаптации [5]. Соответствующие техноло-
гии могут активно применяться для решения проблем  
в сфере внедрения ФСК на предприятиях ЕАЭС по 
выпуску ЛС.

Предваряя разработку перспективных инстру-
ментов цифровизации GMP/ФСК, представляется це-
лесообразным привести краткие результаты анали-
за внедрения ФСК на упомянутых выше российских 
фармацевтических предприятиях, имеющих положи-
тельный и сопоставимо длительный опыт в данной 
сфере: в компаниях АО  «АКРИХИН» и ООО  «ОЗОН» 
(рисунок 1).

Анализ показателей позволяет утверждать о том, 
что состояние управления качеством на фармацев-
тических предприятиях крайне нестабильное. Гово-
ря о компании АО  «АКРИХИН», следует отметить бо-
лее ранний опыт внедрения ФСК, реализованный с 
учетом методических и практических наработок у за-
рубежных партнеров. В 2016–2017 годах наблюда- 
лась инерция от внедрения ФСК, затем имел место 
некоторый спад в показателях качества, что, по всей 
видимости, обусловлено «механическим» характером 
внедрения ФСК: на практике должно иметь место глу-
бокое проникновение философии качества в повсед-
невное управление процессами производства ЛС в 
сочетании с внедрением неуклонных улучшений в 
системе качества по типу известной японской кон-

Рисунок 1. Динамика интегрального показателя эффектив-
ности ФСК в компаниях АО  «АКРИХИН», ООО  «ОЗОН» в 2016– 
2020 гг.

Figure 1. Dynamics of the integral indicator of the efficiency of  
PQS in the companies JSC "AKRIKHIN", LLC "OZON" in 2016–2020
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цепции «кайдзен». Вернуться к вопросам необходи- 
мости интегрального повышения качества произво-
дителя подтолкнула пандемия заболеваний, вызван-
ных новой коронавирусной инфекцией COVID-19, од- 
нако утверждать, насколько продолжительным мо-
жет стать данный искусственный толчок, достаточ-
но сложно. Аналогичные выводы могут быть сдела-
ны в отношении результативности ФСК в компании 
ООО  «ОЗОН», с поправкой, однако, на сравнитель-
но недавний опыт внедрения ФСК в начале-средине 
2010-х годов; очевидно, что за исключением первых 
лет после внедрения, по идентичным причинам про-
изошло падение ключевых показателей качества, при-
том оно оказалось более существенным в сравнении 
с конкурентом по причинам недостаточной прора- 
ботанности элементов ФСК, и некоторое восстанов-
ление системных улучшений в 2018–2020 годах, сти-
мулированное не только пандемией, но и активи-
зацией контрольно-мониторинговой деятельности 
инспектората, обеспечило формирование показате-
лей на уровни более худших, чем у объекта для срав- 
нения. 

Более успешное внедрение ФСК в обоих случаях  
могло бы иметь место при активной поддерж-
ке со стороны новых цифровых технологий – и ес-
ли АО  «АКРИХИН» мог воспользоваться новациями  
лишь в части корректировок по результатам функ-
ционирования ФСК, в компании ООО  «ОЗОН» соот-
ветствующие улучшения могли иметь место непо-
средственно в процессе внедрения ФСК. Аналогично 
решения по цифровизации могут применять фарм-
производители ЕАЭС с учетом фактической стадии 
внедрения ФСК.

Применение цифровых технологий при внедре-
нии и дальнейшем функционировании ФСК ори-
ентировано на комплексное достижение много-
численных задач, среди которых применительно к 
исследуемой сфере представляется необходимым  
выделить следующие:
 • осуществление высокоточных расчетов показа-

телей качества для разработки улучшений (в том 
числе с вовлечением неполных данных о конку-
рентах и ретроспективной аналитической ин-
формации, собираемой на основе измененных 
впоследствии методик); 

 • формирование надежного и чувствительного мо-
ниторинга состояния ФСК на основе цифровых 
алгоритмов, которое позволило бы в реальном 
времени идентифицировать ухудшение показа-
телей качества, и не дожидаясь периодической 
оценки, в том числе со стороны инспектората, 
производить улучшения.
Как показывают результаты проведенных бесед, 

руководители и ключевой персонал ФСК знают о со-
ответствующих возможностях лишь в наиболее общих 
чертах. Из цифровых инструментов наиболее знако-

ма технология блокчейн, однако в отношении такого 
ее применения, как управление «умными» контракта-
ми, компетенций исполнителей не хватает. Не имея 
достаточных знаний, и понимая пробелы в компетен-
циях исполнителей, а также учитывая отсутствие ти-
ражированных («коробочных») решений в отрасли, не 
готовы принимать соответствующие управленческие 
решения также руководители направлений/пред- 
приятий.

Устранить некоторые пробелы в исследуемой 
сфере призваны представленные ниже рекоменда-
ции по применению цифровых технологий в сфере 
ФСК. Авторами отобраны две перспективные техно-
логии, представленные ниже, что вовсе не свидетель-
ствует об ограничении спектра перспективных на-
правлений цифровизации в предметной сфере.

Мониторинг показателей качества  
(с применением нейросетевых карт)

Одной из основных сложностей при создании 
и дальнейшем функционировании ФСК выступает  
оценка массива аналитических данных о состоянии 
управления в сфере качества на фармпредприятиях  
у конкурентов. Чем больше данных учитывается в 
итоговом расчете интегрального показателя эффек-
тивности ФСК, тем более надежным будет мониторинг 
качества и разрабатываемые по его результатам на-
правления создания ФСК и улучшения в процессе  
ее функционирования. Сопоставляя показатели с 
данными по конкурентам, рынку в целом, представ-
ляется возможным достичь более существенных  
улучшений в предметной сфере. Цифровым инстру-
ментом поддержки мониторинга могут выступить 
эмерджентные нейросетевые карты, основанные на 
модели нейросетей Кохонена, соответствующие раз-
работки применительно к другим сферам деятельнос- 
ти проводятся и в России [6], и за рубежом [7]. Нейро-
сетевые карты – самообучающиеся нейросети с вы-
соким уровнем вычислительных способностей, свя-
занным с существенным превышением количества 
узлов обработки данных над числом обрабатыва- 
емых свойств, – алгоритм Кохонена кратно превышает  
конкурирующие технологии аналитической обра-
ботки данных по максимально адекватному числу  
отображаемых свойств (до пятидесяти, в то время 
как у конкурентов около 10–15 единиц  [8]), а пред-
ставление результатов в виде карты значений позво- 
ляет аналитику оперативно и грамотно принимать 
соответствующие решения. Это позволяет исследо-
вать огромные массивы данных о состоянии систе-
мы качества, представленные в различных форматах 
(а не только количественные показатели), проводить 
анализ массивов данных с частично или полностью 
отсутствующими группами показателей, а также при 
отсутствии четко постановленной задачи (например, 
«изучить состояние дел у конкурентов»). Преимущест- 
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вом технологии выступает также то, что результаты 
анализа наглядно представлены в виде карты, что 
способствует простоте принятия решений и снижает 
риски ошибок в интерпретации.

Применение блокчейн платформ  
и смарт-контрактов для регистрации  
выпуска ЛС надлежащего качества  
и регламентации и контроля  
за порядком внедрения ФСК 

Дискуссии о необходимости применения плат-
формы блокчейн для регистрации ЛС ведутся доста-
точно давно [9], и отраслевое сообщество постепен-
но приходит к выводу о целесообразности новации. 
Следует поддержать данную идею, поскольку блок-
чейн платформа действительно способна обеспечить 
системный и качественный контроль за выпуском 
ЛС в обращение и дальнейшим рыночным обраще-
нием лекарственных средств. Между тем на основе 
технологии блокчейн реализована еще одна специ- 
фическая сфера – смарт-контракты, которые мо-
гут быть использованы для целей конструирования 
внутренних документов по управлению ФСК, а так-
же связанных с ним процессов, включая, например, 
подготовку квалифицированного персонала в облас- 
ти ФСК, которая является одной из основных проб- 
лем, сдерживающих результативное внедрение ФСК 
на предприятиях ЕАЭС  [10]. На основе смарт-конт- 
рактов может быть выстроена системная работа по 
гибкому конструированию динамичных параметров 
функционирования систем качества, требований 
к персоналу и процессам с контролем за соблюде- 
нием соответствующих требований в автоматизиро-
ванном режиме, предполагающим абсолютную неза-
висимость и достоверность контроля и принимаемых 
по его результатам решениям.

Содержательные характеристики новых высоких 
технологий позволяют утверждать о высоком потен-
циале их применения для целей совершенствования 
методических подходов к созданию фармацевтичес- 
кой системы качества на предприятиях по выпуску 
лекарственных средств.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Применение цифровых технологий, большая 

часть которых имеет истинно «сквозной» характер, 
исключительно направлено на обеспечение сис- 
темных улучшений в различных сферах социаль-
ной и экономической деятельности, в том числе в 
сфере управления качеством на фармацевтических 
предприятиях по выпуску ЛС. Низкий уровень циф-
ровизации при внедрении ФСК не способствует ста-
бильности при реализации имеющихся решений, 
соответствующие аспекты должны быть учтены как 
при совершенствовании ранее реализованных про-

ектов по внедрению ФСК, так и в новых проектах. 
Среди предпочтительных высоких цифровых тех-
нологий, призванных содействовать непрерывным 
улучшениям в сфере ФСК, представленных и об-
сужденных в настоящей публикации,  – эмерджент-
ные нейросетевые карты (основная сфера примене-
ния – мониторинг показателей качества), блокчейн 
платформы (для регистрации выпуска ЛС надлежа-
щего качества), а также смарт-контракты (для регла-
ментации и контроля за порядком внедрения ФСК). 
Активное внедрение представленных технологий 
на фармпредприятиях ЕАЭС по выпуску ЛС призва-
но способствовать обеспечению надлежащего вне-
дрения и бесперебойного функционирования фар-
мацевтических систем качества через постоянный 
мониторинг качества выпускаемой продукции и ре-
гистрацию выпускаемых партий в высокоточных сис- 
темах хранения информации.

Перспективными направлениями исследований 
по рассмотренной проблематике выступает оценка 
применимости других технологий цифровой эконо-
мики для содействия разработки и внедрению ФСК, 
в том числе на стадиях проектирования, нормирова-
ния и мониторинга внедрения; в перечень таковых, 
помимо рассмотренных в настоящей публикации, мо-
гут войти различные инструменты и решения на базе  
искусственного интеллекта. Кроме того, представлен-
ные материалы не следует расценивать лишь как ин-
формацию для размышления, а следует рассматри-
вать как руководство для практических разработок и 
их применения в системе управления качеством при 
выпуске лекарственных средств.
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Резюме
Введение. В статье рассмотрена задача оценки сходства профилей растворения двух серий лекарственного препарата небиволола. 
Применение общепринятого фактора сходимости для оценки эквивалентности не приемлемо в ряде случаев, например, для препаратов 
с высокой вариабельностью значений высвобождения действующего вещества из лекарственной формы. Вместе с тем в настоящее время 
отсутствуют общепризнанные подходы к сравнению профилей кинетики растворения лекарственных препаратов за исключением метода 
оценки сопоставимости профилей на основе математического расчета фактора сходимости f2, который имеет определенные критерии, 
ограничивающие его применение.
Цель. Продемонстрировать альтернативные методы оценки сходства между профилями растворения двух лекарственных препаратов на 
практическом примере.
Материалы и методы. В качестве материалов в работе использованы результаты теста сравнительной кинетики растворения двух серий 
препарата небиволола в дозировке 5 мг. Были использованы четыре модель-независимые методики оценки эквивалентности растворения 
лекарственных препаратов. Статистическая обработка данных выполнена с помощью программного обеспечения Microsoft Excel.
Результаты и обсуждение. В работе представлен практический пример использования четырех альтернативных модель-независимых 
методов оценки эквивалентности профиля высвобождения. Пример используется для иллюстрации предлагаемых пределов 
эквивалентности и статистической методологии. Также предложены различные походы к определению границ эквивалентности для оценки 
сходства профилей растворения действующего вещества. 
Заключение. Согласно результатам теста сравнительной кинетики растворения двух серий препарата небиволола, показано, что 
применение фактора сходимости f2 в качестве критерия оценки профилей растворения привело к ложно положительному результату. В 
таких случаях следует рассмотреть возможность применения альтернативных методов оценки эквивалентности профилей растворения, 
описанных в статье, или иных методов, представленных в научной литературе, с обоснованием их приемлемости в каждом конкретном 
случае. 

Ключевые слова: тест сравнительной кинетики растворения, профиль растворения, фактор различия, фактор сходимости, модельно-
независимые методы оценки эквивалентности
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Abstract
Introduction. The article discusses the problem of assessing the similarity of the dissolution profiles of two batches of the nebivolol. The use of 
a generally accepted similarity factor for assessing equivalence is unacceptable in some cases, for example, for drugs with a high variability in the 
values of the release of the active substance from the formulation. At the same time, at present, there are no generally accepted approaches to 
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comparing the profiles of the dissolution kinetics of drugs, with the exception of the method for assessing the comparability of profiles based on 
the mathematical calculation of the similarity factor f2, which has certain criteria that limit its application.
Aim. To demonstrate alternative methods for assessing the similarity between the dissolution profiles of two drugs using a practical example.
Materials and methods. The results of the comparative dissolution test of two series of nebivolol at a dosage of 5 mg. Five model-independent 
methods for assessing the equivalence of drug dissolution were used. Statistical data processing was performed using Microsoft Excel software.
Results and discussion. The paper presents a practical example of using five alternative model-independent methods for assessing the 
equivalence of the dissolution profile. An example is used to illustrate the proposed equivalence limits and statistical methodology. Also, various 
approaches to determining the boundaries of equivalence have been proposed to assess the similarity of the dissolution profiles of an active 
substance.
Conclusion. According to the results of the comparative dissolution test of two batches of nebivolol, it was shown that the use of the similarity 
factor as a criterion for assessing dissolution profiles led to a false positive result. In such cases, the possibility of using alternative methods 
for assessing the equivalence of dissolution profiles described in the article, or other methods presented in the scientific literature, should be 
considered, with a justification of their acceptability in each specific case.

Keywords: dissolution test, dissolution profile, difference factor, similarity factor, model-independent methods for evaluating equivalence
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ВВЕДЕНИЕ
Тест сравнительной кинетики растворения (ТСКР) 

является как технологическим, так и биофармацев-
тическим методом оценки качества лекарственных  
препаратов, отражающим кинетику растворения 
фармацевтической субстанции при высвобождении ее 
из лекарственной формы препарата, т.  е. концентра-
цию вещества в растворе через определенный про-
межуток времени [1].

Существует определенная взаимосвязь между 
биодоступностью пероральных лекарственных пре-
паратов in vivo и растворением in vitro. Исследования 
биодоступности (биоэквивалентности) предоставля-
ют полезную информацию о скорости и степени аб-
сорбции лекарственного средства у людей, в то вре-
мя как тест сравнительной кинетики растворения 
обеспечивает быструю оценку скорости и степени 
высвобождения лекарственного средства (действу-
ющего вещества) из готовой лекарственной формы 
препарата. Для того чтобы действующее вещество 
всосалось и достигло места своего действия необхо-
димо, чтобы оно перешло из твердой лекарственной 
формы препарата в раствор. Поэтому при разработ-

ке лекарственного препарата необходимо получить 
подходящие характеристики растворения препарата. 
В связи с этим принято, что проведение тестирова-
ния растворения необходимо, чтобы оценить, соот-
ветствует ли лекарственный препарат определенным 
критериям по степени и скорости растворения; что-
бы гарантировать, что определенное количество 
действующего вещества лекарственного препара-
та оказалось доступно для всасывания. В некоторых 
случаях тест сравнительной кинетики растворения 
in vitro может использоваться в качестве замены ис- 
следования биоэквивалентности in vivo, например 
таких, как незначительные изменения состава вспо-
могательных веществ лекарственного препарата или 
производственного оборудования, изменения про-
изводственного участка (места производства), мас-
штабирование производственных серий препарата, 
обоснование диапазона спецификации растворения, 
при регистрации нескольких дозировок одного и то-
го же лекарственного препарата [2]. 

Еще в 1995 году Управлением по санитарному 
надзору за качеством пищевых продуктов и медика-
ментов США (FDA) для сравнения профилей раство-
рения между сравниваемыми лекарственными препа-
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ратами была предложена математическая модель на 
основе расчета фактора сходимости (f2)1,2 [3, 4]. 

Данная методика не потеряла актуальность и 
установлена в качестве основного инструмента ко-
личественной оценки эквивалентности профилей 
высвобождения исследуемого препарата и препа-
рата сравнения Решением Совета Евразийской эко-
номической комиссии от 3 ноября 2016 г. № 85 «Об 
утверждении Правил проведения исследований био-
эквивалентности лекарственных препаратов в рамках 
Евразийского экономического союза»3.

Несмотря на то, что фактор сходимости стал уже 
международным инструментом для сравнения про-
филей кинетики растворения in vitro, существуют зна-
чимые глобальные регуляторные различия в опреде-
лении эквивалентности с использованием подхода 
фактора сходимости. Это касается, например, крите-
рия «значение величины относительного стандартно-
го отклонения (residual standard deviation, RSD) коли-
чества высвободившегося лекарственного вещества 
в первой временной точке не превышает 20 %, для 
остальных временных точек не превышает 10 %». В 
Южной Корее данная норма заменена на 15 % для всех 
временных точек, в Таиланде не установлена норма 
RSD для первой временной точки. Также имеются раз-
личия в определении последней временной точки,  
в которой высвобождение достигло 85 % (когда до-
стигнуто высвобождение у обоих сравниваемых пре-
паратов, когда высвобождение достигнуто только  
для референтного препарата, или когда данное выс- 
вобождение достигнуто у любого из сравниваемых  
препаратов) [5].

Показано, что фактор сходимости не способен 
сравнить форму профилей растворения, учесть факт 
неполного высвобождения, временную корреляцию, 
а также не восприимчив к значениям – «выбросам», 
что приводит к ложноположительным результатам  
теста. С учетом требований к значениям RSD в пер-
вой и последующих временных точках данный кри-
терий не может применяться для препаратов, кото- 
рые демонстрируют высокую вариабельность [6].

1 Food and Drug Administration. Guidance for Industry: Im-
mediate Release Solid Oral Dosage Forms. Scale-Up and Postap-
proval Changes: Chemistry, Manufacturing and Controls, In Vitro 
Dissolution Testing and In Vivo BE Documentation. Rockville, 
MD: U S Department of Health and Human Services, Food and 
Drug Administration, Center for Drug Evaluation and Research: 
1995.

2 Food and Drug Administration. Guidance for Industry: Dis-
solution Testing of Immediate Release Solid Oral Dosage Forms. 
Rockville, MD: US Department of Health and Human Services, 
Food and Drug Administration, Center for Drug Evaluation and 
Research; 1997.

3 Решением Совета Евразийской экономической комис-
сии от 3 ноября 2016 г. № 85 «Об утверждении Правил про-
ведения исследований биоэквивалентности лекарственных 
препаратов в рамках Евразийского экономического сою-
за». Доступно по: https://docs.eaeunion.org/ria/ru-ru/0121136/
ria_30062015_att.pdf. Ссылка активна на 04.05.2021. 

В научной литературе были предложены различ-
ные подходы к решению данных проблем: модель-
но-независимые и модельно-зависимые методы [фак-
тор различия (f1), функция распределения Вейбулла, 
сравнение степеней высвобождения в разных времен-
ных точках (например, по t-критерию Стьюдента)] [6]. 

Однако большинство методов столкнулись с 
трудностями отсутствия четко определенных пре-
делов эквивалентности и корреляции между после-
довательными временными точками. В случае ис-
пользования модельно-зависимых методов остаются 
нерешенными вопросы, которые ограничивают их 
применение [2]. Например, не ясно, какую модель сле-
дует выбрать среди их множества. Costa et al. в своей 
работе описывают более 10 моделей, предлагаемых 
для описания и сравнения профилей растворения [7].  
В большинстве работ отсутствует четкое и пошаго-
вое описание применения конкретных моделей для 
реализации их на практике. Как правило, они сложны 
для их понимания и реализации. Кроме того, тести-
руемый препарат может не соответствовать той же  
модели, что и референтный препарат [2]. Поэтому до 
настоящего времени отсутствуют общепризнанные 
международным научным обществом альтернатив-
ные методы оценки сопоставимости профилей кине-
тики растворения. 

Среди множества научных работ, посвященных 
разработке методики сравнения профилей раство-
рения, можно выделить работу Chow и соавторов 
(1997), в которой был предложен метод на основе 
подхода оценки биоэквивалентности лекарственных 
препаратов in vivo. Два препарата считаются эквива-
лентными по профилям растворения, если соотноше-
ние скоростей растворения находится в некоторых 
пределах эквивалентности. Если два лекарственных 
препарата эквивалентны по профилям растворения, 
это означает, что они имеют аналогичные (или сопос- 
тавимые) профили растворения. Данный подход учи-
тывает корреляцию между результатами растворения 
в разные моменты времени. Было показано, что пред-
ложенная модель пригодна для оценки сходства про-
филей растворения двух лекарственных препаратов. 
Также авторами были предложены критерии к опре-
делению границы эквивалентности для сравнения 
ТСКР, данный подход позволяет устанавливать ло-
кальную сопоставимость профиля высвобождения в 
каждой временной точке [2]. Описанная модель по-
нятна, проста для выполнения расчетов и не требует 
специализированного программного обеспечения. 

Также в научной литературе широко обсуждают-
ся метод на основе процедуры двух односторонних 
тестов (TOST), многомерный метод анализа и методо-
логия бутстрэпа для f2 [6].

Актуальность работы обусловлена отсутствием 
общепризнанных подходов к сравнению профилей 
кинетики растворения лекарственных препаратов, за 
исключением метода оценки сопоставимости профи-
лей на основе математического расчета фактора схо-
димости, который имеет определенные критерии к 
ограничению его применения.
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Целью данной статьи является продемонстри-
ровать альтернативные методы оценки сходства 
между профилями растворения двух лекарственных 
препаратов на практическом примере. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве материалов в работе использованы 

результаты теста сравнительной кинетики растворе-
ния препаратов двух серий с действующим веществом 
небиволол в дозировке 5 мг, согласно базе данных  
ФГБУ  «НЦЭСМП» Минздрава России. Сведения обе-
зличены для сохранения конфиденциальности дан-
ных. Результаты высвобождения действующего ве-
щества в среде растворения 0,1 М HCl представлены  
в таблице 1. Условия выполнения теста соответство-
вали общепринятым критериям и фармакопее ЕАЭС.  
Количество единиц дозирования (n) составило 12.  
Период времени растворения составил 20 минут, все-
го было 3 временные точки (T) – 10, 15 и 20 минут.

Талица 1. Высвобождение небиволола  
в среде растворения 0,1 М HCl из двух серий препарата

Table 1. Release of nebivolol in 0.1 M HCl dissolution medium  
from two batches of the drug

% растворенного небиволола
% dissolved nebivolol

табл./время
tablet/time

10 минут
10 minutes

15 минут
15 minutes

20 минут
20 minutes

Се
ри

я 
1

Ba
tc

h 
1

1 49,61 85,65 90,91
2 56,70 75,73 88,54
3 74,96 82,10 90,12
4 83,06 92,45 94,67
5 52,79 67,81 71,63
6 75,11 86,58 94,62
7 74,96 89,34 94,02
8 92,47 96,99 98,53
9 77,42 90,45 92,90

10 68,18 76,20 79,94
11 66,52 72,76 76,04
12 42,51 66,40 73,48

Среднее
Mean 67,86 81,87 87,12

RSD 21,82 12,19 10,67

Се
ри

я 
2

Ba
tc

h 
2

1 82,69 93,45 96,33
2 66,53 77,06 86,67
3 73,35 83,68 86,31
4 70,87 92,51 96,10
5 60,78 71,17 75,86
6 69,44 76,27 80,43
7 60,18 86,80 90,11
8 59,17 65,35 70,10
9 75,48 80,15 84,19

10 65,39 72,67 76,34
11 52,60 68,85 75,13
12 67,93 77,06 80,92

Среднее
Mean 67,03 78,75 83,21

RSD 12,21 11,36 9,99

Примечание. Табл. – 1 таблетка (единица дозирования); мин – 
минуты; Mean – среднее арифметическое; RSD – относительное 
стандартное отклонение.

Note. Tab. – 1 tablet (dosage unit); min – minutes; Mean  – 
arithmetic mean; RSD – residual standard deviation.

В качестве методов сравнения профилей раст- 
ворения в работе были использованы модель-неза-
висимые методы: метод разработанный Chow и соав-
торами, позволяющий оценивать весь профиль раст- 
ворения во всех временных точках; метод на основе 
двух односторонних тестов (TOST) для сравнения 
степени высвобождения небиволола в каждой вре-
менной точке. 

Статистическую обработку данных проводили с 
помощью Microsoft Excel (Office 365): рассчитаны по-
казатели описательной статистики, выполнены двух-
выборочные t-тесты с различными дисперсиями, 
рассчитаны доверительные интервалы. 

РЕЗУЛЬТАТЫ
В таблице 1 представлены примеры ТСКР двух 

серий небиволола. В качестве исследуемого препа-
рата была серия 1, в качестве препарата сравнения – 
серия 2. На рисунке 1 представлен график профиля 
растворения двух серий препарата с действующим 
веществом небиволол. В целях пострегистрацион-
ных изменений сравнивали профили высвобождения 
действующего вещества с оценкой фактора сходи- 
мости f2, который продемонстрировал эквивалент-
ность (f2 = 75,5). Однако, как видно из таблицы, были 
нарушены критерии приемлемости применения дан-
ного метода сравнения профилей растворения, т. к. 
значения RSD превышали 20 % для первой временной 
точки, и превышали 10 % для последующих точек1. 

Поэтому профили растворения в данном случае 
необходимо оценивать используя альтернативные 
методы, при этом необходимо заранее определить и 
обосновать пределы приемлемости критерия сопо-
ставимости, который не должен превышать 10 %2. 

1 Приложение № 5 Решения Совета Евразийской эконо-
мической комиссии от 3 ноября 2016 г. № 85 «Об утвержде-
нии Правил проведения исследований биоэквивалентности 
лекарственных препаратов в рамках Евразийского экономи-
ческого союза». С. 57–62. Доступно по: https://docs.eaeunion.
org/ria/ru-ru/0121136/ria_30062015_att.pdf. Ссылка активна 
на 04.05.2021.

2 Там же.

Рисунок 1. Профиль растворения двух серий препарата 
небиволола

Figure 1. Dissolution profile of two batches of nebivolol
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Границы эквивалентности

Некоторые авторы предлагают определять пре-
делы приемлемости на основе критерия показателя 
«Растворение» указанных в спецификации препара- 
та сравнения [2]. В качестве пределов эквивалент-
ности могут быть использованы соответствующие 
доверительные интервалы для средних значений 
высвобождения действующего вещества из пре-
парата сравнения (рекомендуется учитывать не-
сколько серий) в каждой временной точке. Также 
возможно использовать пределы эквивалентности 
аналогичные пределам, устанавливаемым в иссле-
дованиях биоэквивалентности, но с учетом не более 
чем 10 % различий между сравниваемыми препа-
ратами (в исследованиях биоэквивалентности до- 
пускаются 20 % различия).
1. Согласно спецификации, норма показателя «Раст- 

ворение» для препарата небиволола, приведен-
ного в примере, растворение составляет не менее 
75 % (Q) через 45 минут. Соответственно соглас-
но работе Chow и соавторов (1997 г.), для оцен-
ки эквивалентности приняты следующие грани-
цы доверительного интервала – 87,50–114,3 % [2]. 
Они демонстрируют 5 % различия (δ) от нормы 
показателя спецификации лекарственного пре-
парата, согласно уравнениям L = Q – δ/Q + δ и 
U = Q + δ/Q – δ. 

2. Границы эквивалентности высвобождения для 
каждой временной точки, согласно подходу Chow 
и соавторов (1997 г.), также должны находиться в 
пределах 87,50–114,3 % [2]. Однако учитывая, что, 
как правило, в первых временных точках высво-
бождение не достигает 75 %, то для данных вре-
менных точек попасть в данный установленный 
диапазон не представляется возможным. 
В связи с этим более логичным выглядит уста- 

новление границ эквивалентности, исходя из соот- 
ветствующих доверительных интервалов для сред-
них значений высвобождения действующего вещест- 
ва из препарата сравнения (R–  r).

Например, если модифицировать вышеприведен- 
ные уравнения на L = R–  r – δ/  R–  r + δ и U = R–  r + δ/  R–  r – δ  
исходя из значений среднего высвобождения серии 
под условным обозначением № 2 из таблицы 1, по-
лучаются следующие границы эквивалентности (таб- 
лица 2).

Более точные границы можно получить рассчитав 
доверительные интервалы для отношений средних 
значений высвобождения двух серий препарата срав-
нения в каждой временной точке. 
3. Используя подход, аналогичный исследованиям  

биоэквивалентности, с учетом различий не бо-
лее 5 % границы эквивалентности составляют  
95,00–105,26 %, с учетом различий не более 10 %  –  
90,00–111,11 %.

Таблица 2. Границы эквивалентности  
для каждой временной точки

Table 2. Boundaries of equivalence for each time point

Время, 
минуты

Time, minutes
10 15 20

R
–
  r 67,03 78,75 83,21
δ 5 % 5 % 5 %
L 86,12 % 88,06 % 88,66 %
U 116,12 % 113,56 % 112,79 %

Примечание. R
–
  r – средние значения высвобождения действу-

ющего вещества из препарата сравнения; δ – различия от нормы по-
казателя спецификации лекарственного препарата; L – нижняя гра-
ница; U – верхняя граница.

Note. R
–
  r – average values of the release of the active substance 

from the reference drug; δ – differences from the norm of the drug 
product specification; L – lower limit; U is the upper limit.

Методы оценки эквивалентности

Метод Chow и соавторов. 
Цель метода состоит в том, чтобы оценить сходст- 

во между средними значениями растворения (высво-
бождения действующего вещества) исследуемого 
(Test) и референтного (Ref) препарата в наблюдаемых 
временных точках отбора проб (t). 

Мерой различия между Test и Ref служит отно-
шение процентной доли высвободившегося дейст- 
вующего вещества из лекарственной формы иссле- 
дуемого препарата к процентной доле высвободив-
шегося действующего вещества из лекарственной 
формы референтного препарата для каждой едини- 
цы дозирования, в каждый момент времени. В при-
мере, использованном в данной работе, количество  
единиц дозирования составило 12 таблеток (n = 12), 
количество временных точек  – 3 [t = 1 (10 минут), 
t = 2 (15  минут), t = 3 (30 минут)]. Т.  е. отношение 
Test/Ref для 2-й единицы дозирования (таблетки 
№  2) в момент времени t = 2 равно 0,98 (см. табли-
цу 3, ячейка выделена серым цветом). Это отноше-
ние выражает относительную скорость растворения в  
точке i и времени t. Истинная относительная ско-
рость растворения обозначается γti (Rti) в уравнениях 
Chow и соавторов. 

В таблицах 4 и 5 представлены расчеты основ-
ных показателей для построения доверительных ин-
тервалов для всего профиля растворения двух серий 
препарата небиволола по формулам предложенным 
Chow и соавторами. 

Ниже приведены формулы для расчета довери-
тельных интервалов исходя из представленных выше 
показателей:
1. Для сравнения препаратов в каждой временной 

точке используются соответствующие средние 
значения γt (γt = Σγti/n), а также среднее значение 
всех средних значений γ (γ = Σγt/n) и значения их 
дисперсии. 
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Таблица 3. Относительная скорость растворения  
и ключевые математические переменные

Table 3. Relative dissolution rate and key mathematical variables

№ единицы 
дозирования
№ dosage unit

время (мин)/относительная скорость 
высвобождения 

time (min)/relative release rate

10 15 20

1 0,60 0,92 0,94

2 0,85 0,98 1,02

3 1,02 0,98 1,04

4 1,17 1,00 0,99

5 0,87 0,95 0,94

6 1,08 1,14 1,18

7 1,25 1,03 1,04

8 1,56 1,48 1,41

9 1,03 1,13 1,10

10 1,04 1,05 1,05

11 1,26 1,06 1,01

12 0,63 0,86 0,91

Среднее 
Mean

1,03 1,05 1,05

Таблица 4. Значения основных параметров  
для оценки всего профиля высвобождения

Table 4. Values of the main parameters for the assessment  
of the entire release profile

Ri
ˆ

iφ
2ˆ iψ

1
2

1 1

ˆˆ 1 2
n T

k
i i

i k

T k
T

−

= =

 −
ψ + φ  

 
∑ ∑

1 0,82 –0,127 0,037 0,030

2 0,95 –0,059 0,008 0,007

3 1,02 –0,586 0,001 0,001

4 1,05 –0,129 0,011 0,009

5 0,92 –0,222 0,002 0,002

6 1,13 –0,004 0,002 0,002

7 1,11 –0,201 0,015 0,012

8 1,48 0,000 0,006 0,005

9 1,09 –0,316 0,003 0,002

10 1,05 –0,313 0,000 0,000

11 1,11 –0,081 0,018 0,015

12 0,80 –0,087 0,023 0,019

Сумма
Sum

б/о 
n/a

–2,128 0,125 0,030

Среднее
Mean

1,04 б/о б/о б/о

Примечание. б/о – без оценки; R
–
  r – среднее значение от- 

носительной скорости растворения каждой единицы дозиро- 
вания (n = 12); ˆ

iφ  и 2ˆ iψ , параметры для определения стандарт- 
ной ошибки дисперсии (SE), рассчитываются по формулам 
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во временных точек; i – номер каждой единицы дозирования; k – 
коэффициент равный 1.

Note. n/a – no assessment; R
–
  r – is the average value of the relative 

dissolution rate of each dosage unit (n = 12); ˆ
iφ  and 2ˆ iψ  – parameters  

for determining the standard error of variance (SE), calculated by the 

formulas 
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T is the number of time points; i is the number of each dosage unit; k – 
coefficient equal to 1.

Таблица 5. Значения основных параметров  
для оценки эквивалентности растворения  
и формулы для расчета

Table 5. Values of the main parameters for assessing  
the equivalence of dissolution and the formula for calculation

Параметр
Parametr

Формула расчета
Calculation formula

Значение
Value

Оценка локальной эквивалентности
Local equivalence assessment

2ˆ Rσ
2 2

1 1
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( 1)

T n

R ti t
t i

R R
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s2 s
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T
2 2
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1
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=
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−
=
∑( ) 0,0142 ∙ 102

2τ̂ 2 2 2ˆ max(0, / )Rs nτ = −σ 0,0031

Оценка всего профиля высвобождения при равенстве Rti

Assessment of the entire release profile with equality Rti
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−∑ ∑ 0,0155

Оценка всего профиля высвобождения при неравенстве Rti

Assessment of the entire release profile in case of inequality Rti
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0 5,

0,1624

Примечание. Расчеты по указанным формулам были реализо-
ваны с помощью Microsoft Excel (Office 365).

Note. Calculations according to the specified formulas were 
implemented using Microsoft Excel (Office 365).

Определяют доверительные интервалы в каждой 
временной точке согласно следующей формуле рас-
чета (1 – α) ∙ 100 % доверительного интервала:

2 2 2
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где z 1
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−







α
 это – (1 – α) верхний квантиль стан- 

дартного нормального распределения (его значение 
равно 1,96); α – ошибка I рода (5 %); τ2 – это диспер- 
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сия среднего γ с учетом расчета для каждого мо- 
мента времени; σ2

R    – это дисперсия среднего γt; s2 –  
это сумма дисперсии τ2 и отношения дисперсии σ2

R   
к количеству изученных единиц дозирования – n;  
L – нижняя граница доверительного интервала; U  – 
верхняя граница доверительного интервала. Форму- 
ла незначительно модифицирована в сравнении с 
оригинальной для упрощения понимания и исполь-
зования единых обозначений в данной статье.
2. Для сравнения всего профиля высвобождения за 

весь временной период теста используется сред-
нее значение γ (γ = ΣRi /n) всех средних значений 
Ri (Ri = ΣRti /T), полученных для каждой единицы до-
зирования за общее количество временных точек 
(T = 3), и стандартная ошибка среднего (SE).
В случае предположения о равенстве Rti в каж- 

дый момент времени t [то есть случаи, когда профи-
ли растворения очень близки (значения Rti близки  
к 1)] используется формула расчета доверительного 
интервала для γ:

1 SE( ),ˆ ˆ
2

L z
α = γ − − γ 

 

1 SE( ),ˆ ˆ
2

L z
α = γ + − γ 

 

где z 1
2

−







α
 это – (1 – α) верхний квантиль стан- 

дартного нормального распределения (его значение 
равно 1,96); α – ошибка I рода (5 %); SE – это стан-
дартная ошибка среднего (мера дисперсии γ).

В случае неравенства Rti в каждый момент време- 
ни t [то есть случаи, когда профили растворения от-
личаются (например, значения Rti отличаются на 5 %  
от 1)] используется формула расчета доверительного 
интервала для среднего γ:

ˆ )
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ˆ 1 ( ,L z γ
α = γ − − σ + τ 
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α = γ + − σ + τ 

 

где z 1
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α
 это – (1 – α) верхний квантиль стан- 

дартного нормального распределения (его значение 
равно 1,96); α – ошибка I рода (5 %); σγ и τ – это мера 
дисперсии γ, рассчитанной для каждой единицы до- 
зирования с учетом неравенства Rti в каждый момент 
времени t.

В основе метода Chow и соавторов лежит ста- 
тистическая гипотеза об эквивалентности сравнива-
емых препаратов (препараты имеют одинаковое раст- 
ворение) и альтернативная гипотеза об отсутствии 
эквивалентности (имеются различия растворения). 

Решение о принятии или отклонении гипотезы о 
том, что две серии сравниваемых препаратов имеют  
одинаковое растворение, основывается на доказа-
тельствах того, является ли разница в средних зна-
чениях растворения (высвобождения действующего 
вещества) между тестируемым и референтным пре-
паратами не больше, чем максимальная ожидаемая 
разница между любыми двумя партиями зарегистри-
рованного препарата. Причем применяется жесткий 
критерий – разница не более 5 %.

Исходя из данных о растворении, видно, что ис-
пользовать подход, предполагающий равенство Rti в 
каждый момент времени t, не приемлемо, так как 
значения растворения отличаются у сравниваемых 
серий небиволола в некоторых временных точка бо-
лее чем на 40 %.

Используя подход, предполагающий неравенство 
Rti, были получены следующие 95 % доверительные 
интервалы для среднего γ: 

L = 66,42 %   и   U = 142,32 %.

Исходя из рассчитанных выше границ эквива-
лентности 87,50–114,3 %, видно, что используя дан-
ные спецификации небиволола, т.  е. норму показате- 
ля «Растворение» – высвобождение не менее 75 %  
(Q) через 45 минут, профиль растворения между дву- 
мя сериями препарата небиволола не эквивалент-
ный. Не смотря на визуальную схожесть графиков  
растворения (рисунок 1) и представленную оценку 
фактора сходимости f2.

Используя границы эквивалентности, как в ис-
следованиях биоэквивалентности (с учетом раз-
личий не более 5 и 10 % межу сравниваемыми ле-
карственными формами),  видно, что полученные 
доверительные интервалы выходят за границы – со-
ответственно 95,00–105,26 % и 90,00–111,11 %.

В таблице 6 представлены рассчитанные значе-
ния доверительных интервалов для каждой времен-
ной точки. Как видно все рассчитанные доверитель-
ные интервалы находятся вне установленных границ 
эквивалентности (см. таблицу 2). Что говорит о нес-
ходстве высвобождения действующего вещества 
из сравниваемых препаратов в каждой временной 
точке.

Метод на основе процедуры  
двух односторонних тестов (TOST)

Данный метод аналогичен методике, использу- 
емой в исследованиях биоэквивалентности, за ис-
ключением того, что оценивается отношение сред- 
них геометрических значений процентной доли выс-
вободившегося действующего вещества из лекарст- 
венной формы исследуемого препарата к процент-
ной доле высвободившегося действующего вещества 
из лекарственной формы референтного препарата, в 
каждый момент времени. 

Регуляторные вопросы
Regulatory Issues



204 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2021. Т. 10, № 4
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2021. V. 10, No. 4

Таблица 6. Средние значения относительной скорости  
растворения и доверительные интервалы  
для каждой временной точки (по методу Chow и соавт.)

Table 6. Mean values of the relative dissolution rate  
and confidence intervals for each time point  
(according to the method of Chow et al.)

Время
Time

10 минут
10 minutes

15 минут
15 minutes

20 минут
20 minutes

ˆ tγ 103,03 104,81 105,29

L 81,59 42,70 32,06
U 186,11 147,22 136,58

Примечание. ˆ tγ  – средние значения относительной скорос- 
ти растворения; L – нижняя граница 95 % доверительного интерва-
ла; U – верхняя граница 95 % доверительного интервала.

Note. ˆ tγ  – average values of the relative dissolution rate; L – the 
lower limit of the 95 % confidence interval; U – the upper limit of the 
95 % confidence interval.

В основе метода по аналогии с исследования-
ми биоэквивалентности лежит статистическая гипо-
теза об отсутствии эквивалентности сравниваемых 
препаратов (имеются различия растворения) и аль-
тернативная гипотеза о наличии эквивалентности 
(препараты имеют одинаковое растворение) в каж- 
дой временной точке. В случае если в результате рас-
четов доверительные интервалы окажутся вне пред- 
установленного диапазона 95,00–105,26 % или 90,00–
111,11 %, то принимается гипотеза об отсутствии эк-
вивалентности сравниваемых препаратов. 

Значения процентной доли высвободившегося 
действующего вещества из сравниваемых лекарст- 
венных форм были предварительно прологарифми-
рованы (по основанию натурального логарифма), был 
выполнен двухвыборочный t-тест с различными дис-
персиями (TOST Schuirmann, 1987) и рассчитаны 90 % 
доверительные интервалы в логарифмической шка- 
ле, которые затем были подвергнуты обратному пре-
образованию (Westlake, 1981) [8, 9]. Для расчетов ис-
пользовано программное обеспечение Microsoft Excel 
(Office 365): выполнены двухвыборочные t-тесты с 
различными дисперсиями, рассчитаны доверитель-
ные интервалы. Результаты представлены в таблице 7. 

Показано, что для каждой временной точки полу-
ченные 90 % доверительные интервалы не уклады-
ваются в установленные доверительные интервалы 
для 5 % различий и 10 % различий (95,00–105,26 % и 
90,00–111,11 %).

Метод, основанный на оценке расстояния  
Махаланобиса и Т2-теста

В научной литературе для препаратов с высоко-
вариабельным высвобождением рекомендуется вы-
полнять многомерный анализ. Наиболее простым 
методом оценки эквивалентности профилей раство-
рения является тест, основанный на расстоянии Ма-
халанобиса (Mahalanobis Distance Test), а именно T2-

тест [3]. Данный метод реализован в пакете «T2EQ» 
(версия 1.1 от 31.08.2016 г., автор: Thomas Hoffelder, 
Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG , Ingel-
heim, Germany), который разработан для програм- 
много обеспечения «R». Применив функцию «T2EQ.
dissolution.profiles.hoffelder(X, Y, alpha=0.05, print.
result=TRUE)» данного пакета для данных, представ-
ленных в таблице 1, был получен результат, который 
говорит об эквивалентности профилей растворения 
(рисунок 2). 

Таблица 7. Средние значения относительной скорости  
растворения и доверительные интервалы  
для каждой временной точки (по методу TOST Sсhuirmann,  
1987, доверительные интервалы по методу Westlake, 1981)

Table 7. Average values of the relative dissolution rate  
and confidence intervals for each time point (according  
to the TOST method Schuirmann, 1987,  
confidence intervals according to the Westlake method, 1981)

Время
Time

10 минут
10 minutes

15 минут
15 minutes 

20 мин
20 minutes

ˆ tγ 101,23 103,96 104,70

L 85,16 94,00 95,66
U 116,39 114,72 114,38

Примечание. ˆ tγ  – средние значения относительной скорос- 
ти растворения; L – нижняя граница 95 % доверительного интерва-
ла; U – верхняя граница 95 % доверительного интервала.

Note. ˆ tγ  – average values of the relative dissolution rate; L – the 
lower limit of the 95 % confidence interval; U – the upper limit of the 
95 % confidence interval.

Для расчета использовался следующий программ-
ный код:

«time_10 <- c(49.61, 56.7, 74.96, 83.06, 52.79, 75.11, 74.96, 
92.47, 77.42, 68.18, 66.52, 42.51)
time_15 <- c(85.65, 75.73, 82.1, 92.45, 67.81, 86.58, 89.34, 
96.99, 90.45, 76.2, 72.76, 66.4)
time_20 <- c(90.91, 88.54, 90.12, 94.67, 71.63, 94.62, 94.02, 
98.53, 92.9, 79.94, 76.04, 73.48)
X <- data.frame(time_10, time_15, time_20, stringsAsFactors= 
FALSE)
time_10 <- c(82.69, 66.53, 73.35, 70.87, 60.78, 69.44, 60.18, 
59.17, 75.48, 65.39, 52.6, 67.93)
time_15 <- c(93.45, 77.06, 83.68, 92.51, 71.17, 76.27, 86.8, 
65.35, 80.15, 72.67, 68.85, 77.06)
time_20 <- c(96.33, 86.67, 86.31, 96.1, 75.86, 80.43, 90.11, 
70.1, 84.19, 76.34, 75.13, 80.92)
Y <- data.frame(time_10, time_15, time_20, stringsAsFactors= 
FALSE)
T2EQ.dissolution.profiles.hoffelder(X, Y, alpha=0.05, print.
result=TRUE)»

Метод на основе процедуры бутстрэп  
для фактора сходимости f2

Бутстрэп – это процедура многократной ком-
пьютерной генерации выборок методом Монте-Кар-
ло на базе имеющейся выборки. По данным некото-
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рых авторов, расчет 90 % доверительного интервала 
для f2 на основе методологии бутстрэпа был признан 
адекватным ведущими регуляторами в случаях, ког-
да данные о растворении демонстрируют чрезмер-
ную вариабельность [10]. В случае если 90 % довери-
тельный интервал (ДИ) для f2 на основе квантилей 
распределений повторных выборок (bias corrected 
and accelerated confidence interval, BCA) окажется пол-
ностью выше порогового значения 50 (т. е. и верхняя  
и нижняя границы ДИ будут выше указанного значе-
ния), можно судить об эквивалентности профилей 
кинетики растворения. 

Результаты сравнения профилей растворения 
с применением данного метода продемонстриро-
вали эквивалентность профилей растворения, т.  к. 
доверительный интервал для ожидаемого f2 со-
ставил 56,43–71,42, т.  е. выше значения 50. Расчеты 
были получены с помощью бесплатного открыто-
го программного обеспечения «bootf2BCA» (версия 
1.2 от 05.05.2019  г., автор: Aleksander Mendyk, Chair 
of Pharmaceutical Technology and Biopharmaceutics 

Faculty of Pharmacy Jagiellonian University Medical 
College, Poland), реализованного в статистической 
среде «R» (рисунок 3). 

ОБСУЖДЕНИЕ
Из рассмотренного в статье примера видно, что 

графики высвобождения на рисунках 1 и 3 визуально 
демонстрируют близкие средние значения высвобож- 
дения небиволола из двух сравниваемых серий, но 
вариабельность одной серии значительно превосхо-
дит вариабельность второй серии. Фактор сходимос- 
ти демонстрирует f2 положительный результат, но не 
может использоваться в случае высокой вариабель-
ности значений высвобождения (более 20 % в первой 
временной точке и 10 % в последующих).

Поэтому необходимо применять иные статисти- 
ческие и математические методы оценки. В настоя- 
щее время разными авторами предлагаются раз-
личные методы – модельно-зависимые и модельно- 
независимые. 

Рисунок 2. Результаты Т2-теста с применением пакета «T2EQ» для программного обеспечения «R»

Figure 2. Results of the T2 test using the «T2EQ» package for the «R» software
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В данной работе мы рассмотрели несколько мо-
дельно-независимых методов оценки растворения 
лекарственных препаратов. Данные методики явля-
ются довольно простыми в применении, и не требуют 

специализированного статистического программно- 
го обеспечения, легко реализуемы в Microsoft Excel  
и с помощью бесплатных общедоступных программ-
ных продуктов на основе статистической среды R. 

Рисунок 3. Результаты сравнения профилей растворения с помощью программного обеспечения «bootf2BCA».

А – профили растворения 2 серий небиволола; Б – гистограмма распределения значений фактора сходимости f2; В – таблица рас-
считанных 90 % доверительных интервалов; Q – доля высвободившегося действующего вещества; CI – доверительный интер-
вал; L – нижняя границы; U – верхняя граница

Figure 3. Results of comparison of dissolution profiles using the «bootf2BCA» software.

A – dissolution profiles of 2 series of nebivolol; B – histogram of the distribution of values of the convergence factor f2; C – table of 
calculated 90 % confidence intervals; Q – the fraction of the released active substance; CI – confidence interval; L – lower bounds; U is the 
upper limit
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Метод Chow (и соавторов) и метод на основе 
процедуры двух односторонних тестов (TOST) про-
демонстрировали отсутствие эквивалентности про-
филей растворения двух серий препарата небиволо-
ла, т.  к. несмотря на сопоставимые средние значения,  
разброс данных получился большой и не укладывал-
ся в предустановленные доверительные интервалы.  
В связи с этим данные методы не следует использо-
вать в случае высокой вариабельности растворения.

В настоящее время в научной литературе, а так-
же ведущими регуляторами для высоковариабель- 
ных препаратов предлагается использовать много-
мерный метод анализа или методологию бутстрэпа 
для f2. Применение данных методов оценки позволи-
ло продемонстрировать сходство профилей кинетики  
растворения между сравниваемыми сериями неби-
волола, несмотря на значительную вариабельность 
растворения. Вместе с тем они также имеют минусы: 
Т2-тест на основе расстояния Махаланобиса может 
демонстрировать ложноположительные результаты; 
методология бутстрэпа носит эмпирический харак-
тер и модели не имеют четкого нормативного под-
тверждения в регуляторных документах [6]. Однако 
методология бутстрэпа для f2 признается Европейс- 
ким регулятором более подходящей, чем Т2-тест на 
основе расстояния Махаланобиса [6, 10].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Расчет фактора сходимости f2 по-прежнему оста-

ется наиболее приемлемым методом сравнения про- 
филей растворения. Несмотря на наличие недостат-
ков, он в большинстве случаев остается наиболее 
простым и надежным методом сравнения.

Для препаратов, демонстрирующих высокую ва-
риабельность значений высвобождения действую-
щего вещества, не приемлемо использовать фактор 
сходимости в качестве критерия оценки профилей 
растворения. В таких случаях следует рассмотреть 
возможность применения методологии бутстрэпа f2. 

Вместе с тем, какой бы метод, помимо факто-
ра сходимости, не был использован для оценки про-
филей растворения, он должен быть обоснован, так 
как текущие руководства и нормативные документы  
регламентируют применение фактора сходимости f2.
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Исправления к статье: «Разработка, валидация и примение методики  
количественного определения витамина D3 (холекальциферола)  
методом ВЭЖХ с УФ-детектированием для анализа лекарственных средств  
и биологически активных добавок к пище»
И. Е. Шохин, Е. А. Малашенко, Ю. В. Медведев, М. Н. Богачук, С. А. Кулаков, М. А. Палеева

Разработка и регистрация лекарственных средств. 2021;10(2):87–99. https://doi.org/10.33380/2305-2066-2021-10-2-87-
99. Статья опубликована: 25.05.2021.

Данные по объектам исследования БАД к пище «Детримакс Актив» и «Детримакс Бэби» были изъяты из статьи 
в связи с допущенной технической ошибкой, а именно, в связи с ошибочным завышением в статье размера 
отклонения фактического количества витамина D3 от заявленного производителем в указанных образцах БАД к 
пище.

На странице 89 в разделе «Объекты исследования» были убраны упоминания о БАД к пище «Детримакс 
Актив» и «Детримакс Бэби».

Вместо: Для оценки количественного содержания холекальциферола разработанной методикой в реаль-
ных образцах были исследованы следующие лекарственные витаминные препараты: «Аквадетрим», водный 
раствор 10 мл, производства АО «Медана Фарма» (годен до 04.2023 г., серия № 050420); «Аквадетрим», таблетки 
водорастворимые, производства АО «Акрихин» (годен до 04.2022 г., серия № 170420). А также были исследованы 
витаминные БАД к пище: «Ультра-Д», таблетки жевательные, производства «Фармиа Ой» (годен до 05.12.2022 г., 
серия № 1913870002); «Детримакс Бэби», 30 мл, производства «Куртис Хелс Капс Сп.з.о.о» (годен до 11.2022 г., се-
рия №  1912004); «Детримакс Актив», 30  мл, производства «Куртис Хелс Капс Сп.з.о.о» (годен до 11.2022  г., се-
рия № 1912041); «Детримакс 1000 МЕ», таблетки, производства «Игл Нутришиналс Инк» (годен до 02.2022 г., се-
рия № WJ141); «Детримакс 2000 МЕ», таблетки, производства «Грокам ГБЛ Сп.з.о.о» (годен до 11.02.2023 г., серия 
№ 260220).

Исправлено на: Для оценки количественного содержания холекальциферола разработанной методикой 
в реальных образцах были исследованы следующие лекарственные витаминные препараты: «Аквадетрим» 
водный раствор 10 мл, производства АО «Медана Фарма» (годен до 04.2023, серия № 050420); «Аквадетрим» 
таблетки водорастворимые, производства АО «Акрихин» (годен до 04.2022, серия № 170420), а также 
витаминные БАД к пище: «Ультра-Д», таблетки жевательные, производства «Фармиа Ой» (годен до 05.12.2022, 
серия № 1913870002); «Детримакс 1000 МЕ» таблетки, производства «Игл Нутришиналс Инк» (годен до 02.2022, 
серия № WJ141); «Детримакс 2000 МЕ», таблетки, производства «Грокам ГБЛ Сп.з.о.о» (годен до 11.02.2023, серия 
№ 260220).

На странице 97 в разделе «Внутрилабораторная прецизионность» были убраны упоминания о БАД к пище 
«Детримакс Актив» и «Детримакс Бэби».

Вместо: Разработанная и валидированная методика была применена для анализа следующих лекарствен-
ных форм (лекарственные средства и биологические активные добавки):

Лекарственные средства:
1. «Аквадетрим», водный раствор 10 мл, производства АО «Медана Фарма» (годен до 04.2023 г., серия № 050420).
2. «Аквадетрим», таблетки водорастворимые, производства АО «Акрихин» (годен до 04.2022 г., серия № 170420).

Биологически активные добавки:
1. «Ультра-Д», таблетки жевательные, производства «Фармиа Ой» (годен до 05.12.2022 г., серия № 1913870002).
2. «Детримакс Бэби», 30 мл, производства «Куртис Хелс Капс Сп.з.о.о» (годен до 11.2022 г., серия № 1912004). 
3. «Детримакс Актив», 30 мл, производства «Куртис Хелс Капс Сп.з.о.о» (годен до 11.2022 г., серия № 1912041). 
4. «Детримакс 1000 МЕ», таблетки, производства «Игл Нутришиналс Инк» (годен до 02.2022 г., серия № WJ141). 
5. «Детримакс 2000 МЕ», таблетки, производства «Грокам ГБЛ Сп.з.о.о» (годен до 11.02.2023 г., серия № 260220).

Исследование всех образцов было проведено в рамках одного аналитического цикла, что позволяет  
снизить внутрилабораторную вариабельность результатов исследования. Пригодность хроматографической  
системе соответствовала нормам. На хроматограммах как твердых лекарственных форм, так и жидких отсутство-
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вали интерферирующие пики, мешающие анализу. Таким образом, результаты исследования могут быть призна-
ны достоверными в рамках установленных валидационных характеристик.

Результаты анализа обобщены в таблице 8, нормированы по показателю содержания мкг/г для твердых ле-
карственных форм и мкг/мл для жидких лекарственных форм. Для жидких лекарственных форм производился с 
учетом поправки на плотность:

 9 «Аквадетрим», водный раствор – 1 г/мл.
 9 «Детримакс Бэби» – 0,9437 г/мл.
 9 «Детримакс Актив» – 0,9447 г/мл.

Погрешность метода рассчитана по формуле:

Δ = 1,96 ∙ СКО,

где СКО – среднеквадратическое отклонение внутрилабораторной прецизионности (СКО для жидких форм со-
ставило 2,9 %, СКО для сухих форм составило 5,8 %).

Соответственно, погрешность метода для жидких форм (водных растворов) составила ±5,68 %, для сухих ле-
карственных форм ±11,37 %.

Таблица 8. Результаты количественного определения витамина D3 (холекальциферола) в лекарственных формах  
(лекарственные средства и биологические активные добавки)

Table 8. Results of quantitative determination of vitamin D3 (cholecalciferol) in dosage forms (drugs and dietary supplements)

Наименование 
препарата
Drugname

Содержание D3 в препарате 
(заявленное)

Vitamin D3 content in the drug 
(declared)

Содержание D3 в 
1 г (1 мл) препарата 

(заявленное)
Vitamin D3 content in 
1 g (1 ml) of the drug 

(declared)

Содержание D3 
в 1 г препарата 
(фактическое)

Vitamin D3 content 
in 1 g (1 ml) of the 

drug (found)

Отклонение  
(факт/заявленное), %

Deviation  
(found/ declared), %

«Ультра-Д»
Ultra-D

25 мкг/табл. (масса табл. 425 мг)
25 μg/tablet (tablet weight 425 mg)

58,8 мкг/г
58.8 μg/g

52,6 мкг/г
52.6 μg/g

–10,5

«Детримакс Бэби»
Detrimax Baby

5 мкг/1 каплю (200 МЕ/каплю)
5 μg/1 drop (200 IU/drop)

5 мкг/1 каплю, что соот-
ветствует 150 мкг/мл

5 μg/1 drop, equivalent to 
150 μg/ml

87,7 мкг/мл
87.7 μg/ml

–41,5

«Детримакс Актив»
Detrimax Active

12,5 мкг/1 каплю
12.5 μg/1 drop

12,5 мкг/1 каплю, что со-
ответствует 375 мкг/мл

12.5 μg/1 drop, equivalent 
to 375 μg/ml

250,3 мкг/мл
250.3 μg/ml

–33,3

«Детримакс 1000 МЕ»
Detrimax 1000 IU

25 мкг/табл.
25 μg/tablet

108,7 мкг/1 г
108.7 μg/1 g

106,1 мкг/г
106.1 μg/g

–2,4

«Детримакс 2000 МЕ»
Detrimax 2000 IU

50 мкг/табл.
50 μg/tablet

208,3 мкг/1 г
208.3 μg/1 g

202,4 мкг/г
202.4 μg/g

–2,8

«Аквадетрим», 
водный раствор
"Aquadetrim" 
aqueous solution

15 000 МЕ/мл; 1 капля (33,3 мкл) = 
= 500 МЕ (12,5 мкг/33,3 мкл)
375 мкг/мл
15,000 IU / ml; 1 drop (33.3 μl) = 
= 500 IU (12.5 μg/33.3 μl)
375 μg/ml

375 мкг/мл
375 μg/ml

370 мкг/мл
370 μg/ml

–1,3

«Аквадетрим», таблетки 
водорастворимые
"Akvadetrim" 
water-soluble tablets

500 МЕ/табл. (12,5 мкг/табл.)
500 IU/tablet (12.5 μg/tablet)

156 мкг/1 г
156 μg/1 g

155 мкг/г
155 μg/g

–0,6

Исправлено на: Разработанная и валидированная методика была применена для анализа следующих ле-
карственных форм (лекарственные средства и биологические активные добавки):

Лекарственные средства:
1. Аквадетрим» водный раствор 10 мл, производства АО «Медана Фарма» (годен до 04.2023, серия № 050420).
2. «Аквадетрим» таблетки водорастворимые, производства АО «Акрихин» (годен до 04.2022, серия № 170420).

Биологически активные добавки:
1. «Ультра-Д», таблетки жевательные, производства «Фармиа Ой» (годен до 05.12.2022, серия № 1913870002).
2. «Детримакс 1000 МЕ» таблетки, производства «Игл Нутришиналс Инк» (годен до 02.2022, серия № WJ141) 
3. «Детримакс 2000 МЕ», таблетки, производства «Грокам ГБЛ Сп.з.о.о» (годен до 11.02.2023, серия № 260220)
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Исследование всех образцов было проведено в рамках одного аналитического цикла, что позволяет сни-
зить внутрилабораторную вариабельность результатов исследования. Пригодность хроматографической систе-
мы соответствовала нормам. На хроматограммах как твердых лекарственных форм, так и жидких отсутствовали 
интерферирующие пики, мешающие анализу. Таким образом, результаты исследования могут быть признаны до-
стоверными в рамках установленных валидационных характеристик.

Результаты анализа обобщены в таблице 8, нормированы по показателю содержания мкг/г для твердых ле-
карственных форм и мкг/мл для жидких лекарственных форм. Для жидких лекарственных форм производился с 
учетом поправки на плотность («Аквадетрим» водный раствор – 1 г/мл)

Погрешность метода рассчитана по формуле:

Δ = 1,96 ∙ СКО,

где СКО – среднеквадратическое отклонение внутрилабораторной  прецизионности (СКО для жидких форм со-
ставило 2,9 %, СКО для сухих форм составило 5,8 %). Соответственно, погрешность метода для жидких форм (во-
дных растворов) составила ±5,68 %, для сухих лекарственных форм ±11,37 %.

Таблица 8. Результаты количественного определения витамина D3 (холекальциферола) в лекарственных формах  
(лекарственные средства и биологические активные добавки)

Table 8. Results of quantitative determination of vitamin D3 (cholecalciferol) in dosage forms (drugs and dietary supplements)

Наименование 
препарата
Drugname

Содержание D3 в препарате 
(заявленное)

Vitamin D3 content in the drug 
(declared)

Содержание D3 в 
1 г (1 мл) препарата 

(заявленное)
Vitamin D3 content in 
1 g (1 ml) of the drug 

(declared)

Содержание D3 
в 1 г препарата 
(фактическое)

Vitamin D3 content 
in 1 g (1 ml) of the 

drug (found)

Отклонение  
(факт/заявленное), %

Deviation  
(found/ declared), %

«Ультра-Д»
Ultra-D

25 мкг/табл. (масса табл. 425 мг)
25 μg/tablet (tablet weight 425 mg)

58,8 мкг/г
58.8 μg/g

52,6 мкг/г
52.6 μg/g

–10,5

«Детримакс 1000 МЕ»
Detrimax 1000 IU

25 мкг/табл.
25 μg/tablet

108,7 мкг/1 г
108.7 μg/1 g

106,1 мкг/г
106.1 μg/g

–2,4

«Детримакс 2000 МЕ»
Detrimax 2000 IU

50 мкг/табл.
50 μg/tablet

208,3 мкг/1 г
208.3 μg/1 g

202,4 мкг/г
202.4 μg/g

–2,8

«Аквадетрим», 
водный раствор
"Aquadetrim" 
aqueous solution

15 000 МЕ/мл; 1 капля (33,3 мкл) = 
= 500 МЕ (12,5 мкг/33,3 мкл)
375 мкг/мл
15,000 IU / ml; 1 drop (33.3 μl) = 
= 500 IU (12.5 μg/33.3 μl)
375 μg/ml

375 мкг/мл
375 μg/ml

370 мкг/мл
370 μg/ml

–1,3

«Аквадетрим», таблетки 
водорастворимые
"Akvadetrim" 
water-soluble tablets

500 МЕ/табл. (12,5 мкг/табл.)
500 IU/tablet (12.5 μg/tablet)

156 мкг/1 г
156 μg/1 g

155 мкг/г
155 μg/g

–0,6

На страницах 97–98 в разделе «ЗАКЛЮЧЕНИЕ» были убраны упоминания о БАД к пище «Детримакс Актив» и 
«Детримакс Бэби» и изменён вывод.

Вместо: Разработана методика определения показателя «Содержание витамина D3 (холекальциферола)» в 
витаминных лекарственных формах методом ВЭЖХ. Методика была валидирована по следующим валидацион-
ным параметрам: специфичность; правильность; линейность; диапазон применения; прецизионность. Показано, 
что результаты валидации удовлетворительны по всем указанным критериям. Диапазон применения методики 
38– 9,5 мкг/мл.

Результаты валидации методики и исследования реальных образцов показали, что данная методика может 
быть использована для определения витамина D3 в витаминных лекарственных препаратах на основе водо- 
растворимых субстанций витамина D3, в виде водных растворов и растворов триглицеридов жирных кислот. 

По результатам количественного определения было установлено, что:
1. Для лекарственного средства «Аквадетрим» водный раствор 10 мл, производства АО «Медана Фарма» (годен 

до 04.2023, серия № 050420) фактическое содержание витамина D3 составило 370 мкг/мл, при этом отклоне-
ние фактического содержания от заявленного на этикетке составило –1,3 %. 
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2. Для лекарственного средства «Аквадетрим» таблетки водорастворимые, производства АО «Акрихин» (годен 
до 04.2022, серия № 170420) фактическое содержание витамина D3 составило 155 мкг/г, при этом отклонение 
фактического содержания от заявленного на этикетке составило –0,6 %.

3. Для биологически активной добавки «Ультра-Д», таблетки жевательные, производства «Фармиа Ой» (годен 
до 05.12.2022, серия №1913870002) фактическое содержание витамина D3 составило 58,8 мкг/г, при этом от-
клонение фактического содержания от заявленного на этикетке составило –10,5 %.

4. Для биологически активной добавки «Детримакс Бэби», 30 мл, производства «Куртис Хелс Капс Сп.з.о.о» (го-
ден до 11.2022, серия № 1912004) фактическое содержание витамина D3 составило 93 мкг/мл, при этом от-
клонение фактического содержания от заявленного на этикетке составило –41,5%

5. Для биологически активной добавки «Детримакс Актив», 30 мл, производства «Куртис Хелс Капс Сп.з.о.о» (го-
ден до 11.2022, серия № 1912041) фактическое содержание витамина D3 составило 265 мкг/мл, при этом от-
клонение фактического содержания от заявленного на этикетке составило –33,3 %.

6. Для биологически активной добавки «Детримакс 1000 МЕ» таблетки, производства «Игл Нутришиналс Инк» 
(годен до 02.2022, серия № WJ141) фактическое содержание витамина D3 составило 106,1 мкг/г, при этом от-
клонение фактического содержания от заявленного на этикетке составило –2,4 %.

7. Для биологически активной добавки «Детримакс 2000 МЕ», таблетки, производства «Грокам ГБЛ Сп.з.о.о» (го-
ден до 11.02.2023, серия №260220) фактическое содержание витамина D3 составило 202,4 мкг/г, при этом от-
клонение фактического содержания от заявленного на этикетке составило –2,6 %.
Следует отметить, что в витаминных БАД к пище содержание витамина D3 подвержено большему разбросу 

от заявленного. Жидкие БАД для пищи на основе триглицеридов жирных кислот требуют тщательного контроля 
используемого сырья (контроль перекисного и кислотного числа), поскольку витамин D3 не стабилен на свету и 
в среде, богатой кислородом.

Исправлено на: Разработана методика определения показателя «Содержание витамина D3 (холекальцифе-
рола)» в витаминных лекарственных формах методом ВЭЖХ. Методика была валидирована по следующим ва-
лидационным параметрам: специфичность, правильность, линейность, диапазон применения, прецизионность. 
Показано, что результаты валидации удовлетворительны по всем указанным критериям. Диапазон применения 
методики 9,5–38 мкг/мл.

Результаты валидации методики и исследования реальных образцов показали, что данная методика может 
быть использована для определения витамина D3 в витаминных лекарственных препаратах на основе водо- 
растворимых субстанций витамина D3, в виде водных растворов и растворов триглицеридов жирных кислот.

По результатам количественного определения было установлено, что: 
1. Для лекарственного средства «Аквадетрим», водный раствор 10 мл, производства АО «Медана Фарма» (го-

ден до 04.2023 г., серия № 050420), фактическое содержание витамина D3 составило 370 мкг/мл, при этом 
отклонение фактического содержания от заявленного на этикетке составило –1,3 %. 

2. Для лекарственного средства «Аквадетрим», таблетки водорастворимые, производства АО «Акрихин» (годен 
до 04.2022 г., серия №  170420), фактическое содержание витамина D3 составило155 мкг/г, при этом отклоне-
ние фактического содержания от заявленного на этикетке составило –0,6 %. 

3. Для биологически активной добавки «Ультра-Д», таблетки жевательные, производства «Фармиа Ой» (годен 
до 05.12.2022 г., серия № 1913870002), фактическое содержание витамина D3 составило 58,8  мкг/г, при этом 
отклонение фактического содержания от заявленного на этикетке составило –10,5 %. 

4. Для биологически активной добавки «Детримакс 1000 МЕ», таблетки, производства «Игл Нутришиналс Инк» 
(годен до 02.2022 г., серия № WJ141), фактическое содержание витамина D3 составило 106,1 мкг/г, при этом 
отклонение фактического содержания от заявленного на этикетке составило –2,4 %. 

5. Для биологически активной добавки «Детримакс 2000 МЕ», таблетки, производства «Грокам ГБЛ Сп.з.о.о» (го-
ден до 11.02.2023 г., серия №  260220), фактическое содержание витамина D3 составило 202,4 мкг/г, при этом 
отклонение фактического содержания от заявленного на этикетке составило –2,8 %. 
В результате проведенных исследований было показано, что для определения витамина D3, используемого 

в виде водорастворимой субстанции, в лекарственных препаратах и БАД к пище возможно использование ме-
тодик без проведения стадии омыления. Это дает ощутимые преимущества, так как позволяет избежать потерь 
действующего вещества в процессе многостадийной подготовки проб, ведь витамин D3 нестабилен на свету и в 
среде, богатой кислородом.

Обновлена онлайн-версия статьи на сайте журнала.
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Erratum: "HPLC-UV Method Development and Validation for Vitamin D3  
(Cholecalciferol) Quantitationin Drugs and Dietary Supplements"
Igor E. Shohin, Evgeniya A. Malashenko, Yuri V. Medvedev, Maria N. Bogachuk,  
Stanislav A. Kulakov, Maria A. Paleeva

Razrabotka i registratsiya lekarstvennykh sredstv = Drug development & registration. 2021;10(2):87–99. (In Russ.) https://
doi.org/10.33380/2305-2066-2021-10-2-87-99. Published: 25.05.2021.

The data on the objects of study of dietary supplements for food "Detrimax Active" and "Detrimax Baby" were removed 
from the article due to a technical error, namely, the wrong overestimation of the deviation of the actual amount of vita-
min D3 in the article from the manufacturer declared in the indicated samples of dietary supplements to food.

On page 89 in the section "Objects of Research", mentions of dietary supplements to food "Detrimax Active" and 
"Detrimax Baby" were removed.

Instead: For the assay of cholecalciferol with developed method in real samples, the following vitamin drug 
products: "Aquadetrim", aqueous solution 10 ml by JSC "Medana Pharma" (valid up to 04.2023, batch № 050420); 
"Aquadetrim", water soluble tablets by JSC "Akrikhin" (valid up to 04.2022, batch № 170420). Vitamin dietary supplements 
were also investigated: "Ultra-D", chewable tablets by "Pharmia Oy" (valid up to 05.12.2022, batch № 1913870002); 
"Detrimax Baby", 30 ml by "Curtis Heath Caps Sp.z.o.o" (valid up to 11.2022, batch № 1912004); "Detrimax Active", 30 ml 
by "Curtis Health Caps Sp.z.o.o" (valid up to 11.2022, batch № 1912041); "Detrimax 1000 IU", tablets by "Eagle Nutritionals 
Inc" (valid up to 02.2022, batch № WJ141); "Detrimax 2000 МЕ", tablets by "Grokam JBL Sp.z.o.o" (valid up to 11.02.2023, 
batch № 260220).

Corrected to: For the assay of cholecalciferol with developed method in real samples, the following vitamin 
drug products: "Aquadetrim", aqueous solution 10 ml by JSC "Medana Pharma" (valid up to 04.2023, batch № 050420); 
"Aquadetrim", water soluble tablets by JSC "Akrikhin" (valid up to 04.2022, batch № 170420). Vitamin dietary supplements 
were also investigated: "Ultra-D", chewable tablets by "Pharmia Oy" (valid up to 05.12.2022, batch № 1913870002); "Detrimax 
1000 IU", tablets by "Eagle Nutritionals Inc" (valid up to 02.2022, batch № WJ141); "Detrimax 2000 МЕ", tablets by "Grokam JBL 
Sp.z.o.o" (valid up to 11.02.2023, batch № 260220).

On page 97 in the section "Intralaboratory precision", mentions of dietary supplements for food “Detrimax Active” 
and “Detrimax Baby” were removed:

Instead: The developed and validated method was used for the analysis of the following dosage forms (drug 
products and biologically active dietary supplements): Drug products:
1. "Aquadetrim", aqueous solution 10 ml by JSC "Medana Pharma" (valid up to 04.2023, batch№ 050420).
2. "Aquadetrim", water soluble tablets by JSC "Akrikhin" (valid up to 04.2022, batch № 170420).

Biologically active dietary supplements:
1. "Ultra-D" chewable tablets "Pharmia Oy" (valid up to 05.12.2022, batch № 1913870002).
2. "Detrimax Baby", 30 ml, by "Curtis Health Caps Sp.z.o.o" (valid up to 11.2022, batch № 1912004).
3. "Detrimax Active", 30 ml by "Curtis Health Caps Sp.z.o.o" (valid up to 11.2022, batch № 1912041).
4. "Detrimax 1000 IU", tablets by "Eagle Nutritionals Inc", (valid up to 02.2022, batch № WJ141).
5. "Detrimax 2000 IU" tablets by "Grocam JBL Sp.z.o.o" (valid up to 11.02.2023, batch № 260220).

All samples were tested within one analytical cycle which allowed to reduce intralaboratory variability of the 
investigation results. System suitability met the normal values. Chromatograms of both solid and liquid dosage forms 
did not show peaks interfering with the analysis. Therefore the test results may be considered significant within the 
established validation characteristics.

The analysis results were summarized in table 8, standardized by parameter contents μg/g for solid dosage forms 
and μg/ml for liquid dosage forms. The analysis for liquid dosage forms was performed as corrected by density:

 9 "Aqudetrim", aqueous solution – 1 g/ml.
 9 "Detrimax Baby" – 0.9437 g/ml.
 9 "Detrimax Active" – 0.9447 g/ml.

The method error was calculated by equation:

Δ = 1.96 ∙ СКО,

where MSD – mean square deviation of intralaboratory precision (MSD for liquid forms was 2.9 %, MSD for dry forms 
was 5.8 %).

The method error for liquid forms (aqueous solutions) was ±5.68 %, for dry dosage forms ±11.37 %, respectively.
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Table 8. Results of quantitative determination of vitamin D3 (cholecalciferol) in dosage forms (drugs and dietary supplements)

Drugname
Vitamin D3 content in the drug 

(declared)

Vitamin D3 content in 
1 g (1 ml) of the drug 

(declared)

Vitamin D3 content 
in 1 g (1 ml) of the 

drug (found)

Deviation  
(found/ declared), %

Ultra-D 25 μg/tablet (tablet weight 425 mg) 58.8 μg/g 52.6 μg/g –10,5

Detrimax Baby 5 μg/1 drop (200 IU/drop)
5 μg/1 drop, equivalent to 

150 μg/ml
87.7 μg/ml –41,5

Detrimax Active 12.5 μg/1 drop
12.5 μg/1 drop, equivalent 

to 375 μg/ml
250.3 μg/ml –33,3

Detrimax 1000 IU 25 μg/tablet 108.7 μg/1 g 106.1 μg/g –2,4
Detrimax 2000 IU 50 μg/tablet 208.3 μg/1 g 202.4 μg/g –2,8

"Aquadetrim" 
aqueous solution

15,000 IU / ml; 1 drop (33.3 μl) = 
= 500 IU (12.5 μg/33.3 μl)
375 μg/ml

375 μg/ml 370 μg/ml –1,3

"Akvadetrim" 
water-soluble tablets

500 IU/tablet (12.5 μg/tablet) 156 μg/1 g 155 μg/g –0,6

Corrected to: The developed and validated method was used for the analysis of the following dosage forms (drug 
products and biologically active dietary supplements): Drug products:
1. "Aquadetrim", aqueous solution 10 ml by JSC "Medana Pharma" (valid up to 04.2023, batch№ 050420).
2.  "Aquadetrim", water soluble tablets by JSC "Akrikhin" (valid up to 04.2022, batch № 170420).

Biologically active dietary supplements:
1. "Ultra-D" chewable tablets "Pharmia Oy" (valid up to 05.12.2022, batch № 1913870002).
2. "Detrimax 1000 IU", tablets by "Eagle Nutritionals Inc", (valid up to 02.2022, batch № WJ141).
3. "Detrimax 2000 IU" tablets by "Grocam JBL Sp.z.o.o" (valid up to 11.02.2023, batch № 260220).

All samples were tested within one analytical cycle which allowed to reduce intralaboratory variability of the 
investigation results. System suitability met the normal values. Chromatograms of both solid and liquid dosage forms 
did not show peaks interfering with the analysis. Therefore the test results may be considered significant within the 
established validation characteristics.

The analysis results were summarized in table 8, standardized by parameter contents μg/g for solid dosage 
forms and μg/ml for liquid dosage forms. The analysis for liquid dosage forms was performed as corrected by density 
("Aqudetrim", aqueous solution – 1 g/ml).

The method error was calculated by equation:

Δ = 1.96 ∙ СКО,

where MSD – mean square deviation of intralaboratory precision (MSD for liquid forms was 2.9 %, MSD for dry forms 
was 5.8 %).

The method error for liquid forms (aqueous solutions) was ±5.68 %, for dry dosage forms ±11.37 %, respectively.

Table 8. Results of quantitative determination of vitamin D3 (cholecalciferol) in dosage forms (drugs and dietary supplements)

Drugname
Vitamin D3 content in the drug 

(declared)

Vitamin D3 content in 
1 g (1 ml) of the drug 

(declared)

Vitamin D3 content 
in 1 g (1 ml) of the 

drug (found)

Deviation  
(found/ declared), %

Ultra-D 25 μg/tablet (tablet weight 425 mg) 58.8 μg/g 52.6 μg/g –10,5

Detrimax 1000 IU 25 μg/tablet 108.7 μg/1 g 106.1 μg/g –2,4

Detrimax 2000 IU 50 μg/tablet 208.3 μg/1 g 202.4 μg/g –2,8

"Aquadetrim" 
aqueous solution

15,000 IU / ml; 1 drop (33.3 μl) = 
= 500 IU (12.5 μg/33.3 μl)
375 μg/ml

375 μg/ml 370 μg/ml –1,3

"Akvadetrim" 
water-soluble tablets

500 IU/tablet (12.5 μg/tablet) 156 μg/1 g 155 μg/g –0,6

On pages 97–98, in the "CONCLUSION" section, mentions of dietary supplements to food "Detrimax Active" and 
"Detrimax Baby" were removed and the conclusion was changed.

Instead: The method for determination of parameter "Contents of vitamin D3 (cholecalciferol)" in vitamin dosage 
forms with HPLC was developed. The method was validated by the following validation parameters: specificity, 
accuracy, linearity, range, precision. It was shown that the validation results are satisfactory by all specified criteria. The 
range of the method is 9.5–38 μg/ml.
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The results of the method validation and investigation of actual samples may be used for determination of vitamin 
D3 in vitamin products based on water soluble substances of vitamin D3, as aqueous solutions and solutions of fatty 
acid triglycerides.

Based on the assay results, it was established that:
1. Actual contents of vitamin D3 for product "Aquadetrim", aqueous solution 10 ml by JSC "Medana Pharma" (valid 

up to 04.2023, batch № 050420), Actual contents of the vitamin was 370 μg/ml, and the deviation of the actual 
contents from the label claim was –1.3 %.

2. Actual contents of vitamin D3 for "Aquadetrim", water soluble tablets by JSC "Akrikhin" (valid up to 04.2022, batch 
№ 170420) was 155 мкг/г, and the deviation of the actual contents from the label claim was –0.6 %.

3. Actual contents of vitamin D3 for biologically active dietary supplement "Ultra-D", chewable tablets by "Pharmia 
Oy" (valid up to 05.12.2022, batch № 1913870002) 58,8 μg/g, and the deviation of the actual contents from the label 
claim –10,5 %.

4. Actual contents of vitamin D3 for biologically active dietary supplement "Detrimax Baby", 30 ml, by "Curtis Health 
Caps Sp.z.o.o" (valid up to 11.2022, batch № 1912004), 93 μg/ml, and the deviation of the 93 μg/ml, and the deviation 
of the actual contents from the label claim –41.5%.

5. Actual contents of vitamin D3 for biologically active dietary supplement "Detrimax Active", 30 ml by "Curtis Health 
Caps Sp.z.o.o" (valid up to 11.2022, batch № 1912041) was 265 μg/ml, and the deviation of the actual contents from 
the label claim –33.3 %.

6. Actual contents of vitamin D3 for biologically active dietary supplement "Detrimax 1000 IU", tablets by "Eagle 
Nutritionals Inc" (valid up to 02.2022, batch № WJ141) was 106.1 μg/g, and the deviation of the actual contents from 
the label claim –2.4 %.

7. Actual contents of vitamin D3 for biologically active dietary supplement "Detrimax 2000 IU", tablets, by "Grocam 
JBL Sp.z.o.o." (valid up to 11.02.2023, batch № 260220) was 202.4 μg/g, and the deviation of the actual contents from 
the label claim –2.8 %.
It should be established that contents of vitamin D3 in vitamin dietary supplements tend to a greater dispersion 

from the declared one. Liquid dietary supplements based on fatty acid triglycerides require comprehensive control of 
raw materials used (control of peroxide and acid value) as vitamin D3 is unstable at the light and oxygen-rich medium.

Corrected to: The method for determination of parameter "Contents of vitamin D3 (cholecalciferol)" in vitamin 
dosage forms with HPLC was developed. The method was validated by the following validation parameters: specificity, 
accuracy, linearity, range, precision. It was shown that the validation results are satisfactory by all specified criteria. The 
range of the method is 9.5–38 μg/ml.

The results of the method validation and investigation of actual samples may be used for determination of vitamin 
D3 in vitamin products based on water soluble substances of vitamin D3 and as aqueous solutions.

Based on the assay results, it was established that:
1. Actual contents of vitamin D3 for product "Aquadetrim", aqueous solution 10 ml by JSC "Medana Pharma" (valid 

up to 04.2023, batch № 050420), Actual contents of the vitamin was 370 μg/ml, and the deviation of the actual 
contents from the label claim was –1.3 %.

2. Actual contents of vitamin D3 for "Aquadetrim", water soluble tablets by JSC "Akrikhin" (valid up to 04.2022, batch 
№ 170420) was 155 мкг/г, and the deviation of the actual contents from the label claim was –0.6 %.

3. Actual contents of vitamin D3 for biologically active dietary supplement "Ultra-D", chewable tablets by "Pharmia 
Oy" (valid up to 05.12.2022, batch № 1913870002) 58,8 μg/g, and the deviation of the actual contents from the label 
claim –10,5 %.

4. Actual contents of vitamin D3 for biologically active dietary supplement "Detrimax 1000 IU", tablets by "Eagle 
Nutritionals Inc" (valid up to 02.2022, batch № WJ141) was 106.1 μg/g, and the deviation of the actual contents from 
the label claim –2.4 %.

5. Actual contents of vitamin D3 for biologically active dietary supplement "Detrimax 2000 IU", tablets, by "Grocam 
JBL Sp.z.o.o." (valid up to 11.02.2023, batch № 260220) was 202.4 μg/g, and the deviation of the actual contents from 
the label claim –2.8 %.
As a result of the studies, it was shown that for the determination of vitamin D3, used in the form of a water-soluble 

substance, in medicines and dietary supplements for food, it is possible to use methods without carrying out the 
saponification stage. This provides tangible benefits, since allows you to avoid the loss of the active substance in the 
process of multi-stage sample preparation, because vitamin D3 is unstable in the light and in an environment rich in 
oxygen.

The online version of the article on the journal's website has been updated.

Исправления
Erratums
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ПРАВИЛА ОФОРМЛЕНИЯ СТАТЕЙ
В своей редакционной политике журнал следует принципам 

целостности публикаций в научных журналах, соответствующим 
положениям авторитетных международных ассоциаций, таких как 
Committee on Publication Ethics (COPE), Council of Science Editors 
(CSE), International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE), 
European Medical Writers Association (EMWA) и World Association of 
Medical Editors (WAME), устанавливающих стандарты этичного по-
ведения всех вовлеченных в публикацию сторон (авторов, редак-
торов журнала, рецензентов, издательства и научного общества). 
Журнал с помощью всестороннего, объективного и честного ре-
цензирования стремится отбирать для публикации лишь материа-
лы, касающиеся научных исследований наивысшего качества.

Научно-практический журнал общемедицинского профиля 
«Разработка и регистрация лекарственных средств» является 
регулярным рецензируемым печатным изданием, отражающим ре-
зультаты передовых исследований фармацевтической отрасли.

Журнал публикует оригинальные и обзорные научные статьи 
по темам:
 • поиск и разработка новых лекарственных средств;
 • фармацевтическая технология;
 • методы анализа лекарственных средств;
 • доклинические и клинические исследования;
 • регуляторные вопросы.

Наименование и содержание научных работ, публикуемых в 
журнале «Разработка и регистрация лекарственных средств», 
должно соответствовать науке:
 • 14.04.01 – Технология получения лекарств (фармацевтические 

науки);
 • 14.03.06 – Фармакология, клиническая фармакология (меди-

цинские науки);
 • 14.04.02 – Фармацевтическая химия, фармакогнозия (фарма-

цевтические науки).
Публикуемые материалы должны соответствовать следующим 

критериям:
 • Научная актуальность и значимость проблемы, которой по-

священа статья (тематика статьи должна представлять инте-
рес для широкого круга исследователей, занимающихся раз-
работкой и регистрацией лекарственных средств). 

 • Высокая степень доказательности (современная исследова-
тельская база, наличие сертификатов на оборудование, доста-
точный объем выборок и подходы к математической обработ-
ке результатов исследования). 

 • Концептуальный характер исследования (авторы не должны 
ограничиваться констатацией фактов, необходим анализ по-
лученного материала с учетом данных литературы, должны 
быть высказаны новые идеи и гипотезы).

УСЛОВИЯ ПУБЛИКАЦИИ В ЖУРНАЛЕ
1. К рассмотрению принимаются материалы только в электрон-

ном виде, направленные в редакцию через систему на сайте в 
формате .doc или .docx (незащищенный формат файлов).

2. Рассматриваются только оригинальные материалы, ранее не 
публиковавшиеся и не нарушающие авторские права других 
лиц. Все статьи проходят проверку в системе «Антиплагиат»; 
уникальность текста статьи должна составлять не менее 75 %. 
При выявлении подобных текстов одного и того же автора в 
других печатных и электронных изданиях, статья снимается с 
публикации.

3. Согласно требованиям Высшей аттестационной комиссии, 
журнал отдает приоритет аспирантским и докторским рабо-
там, срок их публикации зависит от предполагаемой даты за-
щиты, которую авторы должны указать в первичных докумен-
тах, прилагаемых к рукописи.

4. Авторы должны заполнить и подписать Сопроводительное 
письмо, отсканировать и загрузить при подаче рукописи в ре-
дакцию (в формате *.pdf или *.jpg). 

ПОРЯДОК ПУБЛИКАЦИИ РУКОПИСЕЙ
1. Рукопись обязательно проходит первичный отбор на соот-

ветствие оформления статьи согласно требованиям жур-
нала «Разработка и регистрация лекарственных средств». 
В случае несоответствия правилам оформления Редакция 
вправе отказать в публикации или прислать свои замечания 
к статье, которые должны быть исправлены Автором перед 
рецензированием.

2. Все рукописи, прошедшие первичный отбор, направляются 
по профилю научного исследования на экспертизу и  прохо-
дят обязательное конфиденциальное рецензирование. Все ре-
цензенты являются признанными специалистами, имеющими 
публикации по тематике рецензируемой статьи в течение по-
следних 3 лет или в области обработки данных. Рецензирова-
ние проводится конфиденциально как для Автора, так и для 
самих рецензентов. При получении положительных рецензий 
работа считается принятой к рассмотрению редакционной 
коллегией, которая выносит решение, в каком номере журна-
ла будет опубликована статья. 

3. Все утвержденные статьи поступают в работу к редактору и 
корректору.
Окончательный макет статьи согласовывается с автором.
ЕДИНЫЕ ТРЕБОВАНИЯ К РУКОПИСЯМ, ПРЕДСТАВЛЯЕ-

МЫМ В ЖУРНАЛ «Разработка и регистрация лекарственных 
средств»  

Составлены с учетом требований Высшей аттестационной ко-
миссии РФ и «Единых требований к рукописям, представляемым в 
биомедицинские журналы», разработанных Международным ко-
митетом редакторов медицинских журналов.

Оригинальную версию «Единых требований к рукописям, 
представляемым в биомедицинские журналы», разработанных 
Международным комитетом редакторов медицинских журналов, 
можно посмотреть на сайте www.ICMJE.org

Проведение и описание всех клинических исследований 
должно быть в полном соответствии со стандартами CONSORT – 
http://www.consort-statement.org

ОБЩИЕ ПРАВИЛА ОФОРМЛЕНИЯ РУКОПИСЕЙ
Электронный вариант статьи прилагается в формате А4 

Microsof Word (*doc), Поля 2 см, шрифт Тimes New Roman, размер 
шрифта 14 пунктов через 1,5 интервала.

Объем рукописи: обзор – 15–20 страниц; оригинальные ста-
тьи – 10–12 страниц, включая литературу, таблицы и подписи к ри-
сункам. Страницы рукописи следует нумеровать.

Перечень документов, подаваемый на рассмотрение в ре-
дакцию журнала «Разработка и регистрация лекарственных 
средств», должен включать в себя:

1. Сопроводительное письмо.
2. Текст статьи.
1. СОПРОВОДИТЕЛЬНОЕ ПИСЬМО
Авторы должны предоставить заполненное и подписанное 

сопроводительное письмо, приложив к нему указанные в тексте 
письма документы.

2. РУКОПИСЬ
РУССКОЯЗЫЧНЫЙ БЛОК
Титульный лист:

1. УДК;
2. название статьи; 
3. фамилии и инициалы авторов; 
4. полные названия учреждений (надстрочными арабскими циф-

рами отмечают соответствие учреждений, в которых работа-
ют авторы), полный почтовый адрес учреждений; 

5. e-mail и телефон автора, ответственного за контакты с 
редакцией

6. ORCID всех авторов статьи.
Резюме и ключевые слова
Объем резюме должен составлять 250–300 слов.
Резюме оригинальной статьи должно быть структуриро- 

ванным:
Введение (введение работы в сжатой форме).
Цель (цель работы в сжатой форме).
Материалы и методы (методы исследования, если необходи-

мо, то указать их преимущества по сравнению с ранее применяв-
шимися методическими приемами; характеристика материала).

Результаты (основные результаты исследования).
Заключение (основные выводы).
Резюме обзорной статьи также должно быть структури- 

рованным:
Введение (введение работы в сжатой форме).
Текст (описание содержания текста статьи в сжатой форме)
Заключение (основные выводы).
Все аббревиатуры в резюме необходимо раскрывать (несмо-

тря на то, что они будут раскрыты в основном тексте статьи). Текст 
резюме должен быть связанным, с использованием слов «следова-
тельно», «например», «в результате».
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На сайте британского издательства Emerald приведены при-
меры качественных рефератов для различных типов статей (обзо-
ры, научные статьи, концептуальные статьи, практические статьи – 
http://www.emeraldinsight.com/authors/guides/write/abstracts.htm?
part=2&PHPSESSID=hdac5rtkb73ae013ofk4g8nrv1)

Ключевые слова: (5–8) помещают под резюме после обозна-
чения «Ключевые слова». Ключевые слова должны использовать 
термины из текста статьи, определяющие предметную область и 
способствующие индексированию статьи в поисковых системах, и 
не повторять название статьи.

Вклад авторов. Авторы должны написать информацию о их 
вкладе в работу (пример: Авторы X1, X2 и X3 придумали и разрабо-
тали эксперимент, авторы X4 и X5 синтезировали образцы и про-
вели их электрохимическое исследование. X3 и Х4 провели ис-
следования методом спектроскопии комбинационного рассеяния 
и ЯМР. Авторы X1 и X6 участвовали в обработке данных. Автор X7 
проводил теоретические расчеты. Авторы X1, X2 и X7 участвовали 
в написании текста статьи. Все авторы участвовали в обсуждении 
результатов).

АНГЛОЯЗЫЧНЫЙ БЛОК
Article title
Англоязычное название должно быть грамотно с точки зрения 

английского языка, при этом по смыслу полностью соответствовать 
русскоязычному названию.

Affiliation
Необходимо указывать официальное англоязычное название 

учреждения и почтовый адрес. Наиболее полный список названий 
учреждений и их официальной англоязычной версии можно найти 
на сайте РУНЭБ: http://elibrary.ru

Образец оформления
Mental Health Research Institute
4, Aleutskaya Str., Tomsk, 634014, Russian Federation
Abstract
Резюме статьи на английском языке должно по смыслу и 

структуре (для оригинальной статьи: Introduction, Aim, Materials 
and methods, Results and discussion, Conclusion; для обзорной ста-
тьи: Introduction, Text, Conclusion) соответствовать русскоязычно-
му, по содержанию может быть более полным. Необходимо исполь-
зовать активный, а не пассивный залог. Во избежание искажения 
основных понятий желательно иметь соответствующие английские 
термины. Это особенно важно, когда приводятся названия особых 
заболеваний, синдромов, упоминаются авторы или конкретные 
методы.

Keywords
Для выбора ключевых слов на английском языке следует ис-

пользовать тезаурус Национальной медицинской библиотеки 
США – Medical Subject Headings (MeSH).

Contribution of the authors.  Вклад авторов на английском 
языке должен соответствовать русскоязычному.

ОСНОВНОЙ ТЕКСТ

Оригинальные статьи должны иметь следующую структуру: а) 
введение; б) материалы и методы; в) результаты; г) обсуждение; д) 
заключение.

Обзорные статьи должны иметь следующую структуру а) вве-
дение; б) текст; д) заключение.

Текст обзорной статьи следует разделять на соответствующие 
содержанию статьи подразделы.

Должен быть переведен текст в таблицах и в рисунках. Текст 
должен быть и на русском, и на английском языках.

Введение
В разделе дается обоснование актуальности исследования и 

четко формулируется цель исследования.
Материалы и методы
Наз ва ния ле карс твен ных средств сле ду ет пи сать со строч ной 

бук вы на рус ском язы ке с обя затель ным ука зани ем меж ду народ-
но го не патен то ван но го наз ва ния, а при его от сутс твии — груп пи-
ровоч но го или хи мичес ко го наз ва ния. Меж ду народ ные не патен-
то ван ные наз ва ния фар ма цев ти чес ких суб стан ций и тор го вые 
на име нова ния ле карс твен ных средств не об хо димо офор млять в 
со от ветс твии с Го сударс твен ным ре ес тром ле карс твен ных средств 
(grls.rosminzdrav.ru). При опи сании в ра боте ре зуль та тов кли ничес-
ких ис сле дова ний не об хо димо при вес ти но мер и да ту раз ре шения 
на про веде ние кли ничес ко го ис сле дова ния сог ласно Ре ес тру вы-
дан ных раз ре шений на про веде ние кли ничес ких ис сле дова ний 
лекарствен ных пре пара тов.

При опи сании используемых об ще лабо ратор ных реактивов 
следует при водить их на име нова ние, класс чис то ты, фирму-про-
изводителя и стра ну про ис хожде ния [при мер: хло рис то водо род-
ная кис ло та, х.ч. (Сигма Тек, Рос сия)]. При опи сании спе цифи ческих 
им пор тных ре ак ти вов [при мер: из ка тало га Sigma-Aldrich] не об хо-
димо до пол ни тель но при водить ка талож ный но мер ре ак ти ва. 

При опи сании ис сле ду емых ле карс твен ных средств не об хо-
димо при водить их тор го вое на име нова ние, фир му-произодителя, 
стра ну про ис хожде ния, се рию и срок год ности [при мер: Син дра-
нол таб летки про лон ги рован но го дей ствия, пок ры тые пле ноч-
ной обо лоч кой 4 мг, про из водс тва ФАР МА ТЕН С.А., Гре ция, се рия 
1100638, срок год ности до 05.2013].

При опи сании ис поль зу емых стан дар тных образцов необ-
ходимо при водить ко личес твен ное со дер жа ние ак тивно го ве-
щес тва в стан дар тном об разце, фир му-про изо дитель, стра ну 
про ис хожде ния, се рию и срок год ности [при мер: ри ман та дина 
гид рохло рид, суб стан ция-по рошок, со дер жа ние ри ман та дина 
99,9 %, Чжец зян Апе лоа Кан гю Фар ма це ути кал Ко.Лтд, Ки тай, се рия  
KY-RH-M20110116, го ден до 27.01.2016 г.].

При опи сании ис поль зу емо го ана лити чес ко го обо рудо вания 
не об хо димо ука зывать его наз ва ние, фир му-производителя и 
стра ну про ис хожде ния [при мер: при бор для тес та «Рас тво рение»  
DT-720 (Erweka GmbH, Гер ма ния)].

При опи сании ис поль зу емо го прог рам мно го обес пе чения не-
об хо димо ука зывать его наз ва ние, вер сию, фир му-производителя, 
стра ну про ис хожде ния [при мер: ChemStation (ver. B.04.03), Agilent 
Technologies, США].

При при веде нии в ра боте пер вичных дан ных ана лити чес ких 
ис сле дова ний (спек тров, хро матог рамм, ка либ ро воч ных гра фиков) 
их не об хо димо при водить в цве те, в прос ле жива емом фор ма-
те, с чет ки ми, раз борчи выми под пи сями осей, пи ков, спек траль-
ных мак си мумов и т. д.). Наз ва ния ле карс твен ных средств сле ду ет 
пи сать со строч ной бук вы на рус ском язы ке с обя затель ным ука-
зани ем меж ду народ но го не патен то ван но го наз ва ния, а при его от-
сутс твии – груп пи ровоч но го или хи мичес ко го наз ва ния.

Чис ло вые дан ные не об хо димо ука зывать циф ра ми, в де сятич-
ных дро бях ис поль зо вать за пятые. Ма тема тичес кие и хи мичес кие 
фор му лы пи сать чет ко, с ука зани ем на по лях букв ал фа вита (рус-
ский, ла тин ский, гре чес кий), а так же про пис ных и строч ных букв, 
по каза телей сте пени, ин дексов. К статье мо жет быть при ложе но 
не об хо димое ко личес тво таб лиц и ри сун ков. Все таб ли цы и ри сун-
ки дол жны иметь но мер и наз ва ние, текст статьи дол жен со дер жать 
ссыл ку на них.

Рукописи статей, в которых при достаточном объеме экспери-
ментальных данных отсутствует статистический анализ, а также не-
корректно использованы или описаны применяемые статистиче-
ские методы, могут быть отклонены редакцией журнала.

Необходимо давать определение всем используемым стати-
стическим терминам, сокращениям и символическим обозначени-
ям. Например: М – выборочное среднее; m – ошибка среднего; σ – 
стандартное квадратичное отклонение; p – достигнутый уровень 
значимости и т.д. Если используется выражение типа М ± m, указать 
объем выборки n. Если используемые статистические критерии 
имеют ограничения по их применению, указать, как проверялись 
эти ограничения и каковы результаты проверок. При использова-
нии параметрических критериев описывается процедура провер-
ки закона распределения (например, нормального) и результаты 
этой проверки.

Точность представления результатов расчетных показателей 
должна соответствовать точности используемых методов измере-
ния. Средние величины не следует приводить точнее, чем на один 
десятичный знак по сравнению с исходными данными. Рекоменду-
ется проводить округление результатов (средних и показателей ва-
риабельности) измерения показателя до одинакового количества 
десятичных знаков, так как их разное количество может быть ин-
терпретировано как различная точность измерений.

Согласно современным правилам, рекомендуется вместо тер-
мина «достоверность различий» использовать термин «уровень 
статистической значимости различий». В каждом конкретном слу-
чае рекомендуется указывать фактическую величину достигнуто-
го уровня значимости р для используемого статистического кри-
терия. Если показатель может быть рассчитан разными методами 
и они описаны в работе, то следует указать, какой именно метод 
расчета применен (например, коэффициент корреляции Пирсона, 
Спирмена, бисериальный и т. п.).
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Результаты и обсуждение
В разделе в логической последовательности представляют-

ся результаты исследования в виде текста, таблиц или рисунков 
(графики, диаграммы). Следует избегать повторения в тексте дан-
ных из таблиц или рисунков. В качестве альтернативы таблицам с 
большим числом данных используются графики. На графиках и ди-
аграммах рекомендуется указывать доверительный интервал или 
квадратичное отклонение. На графиках обязательно должны быть 
подписи и разметка осей, указаны единицы измерений.

В разделе следует выделить новые и важные аспекты резуль-
татов проведенного исследования, проанализировать возможные 
механизмы или толкования этих данных, по возможности сопоста-
вить их с данными других исследователей. Не следует повторять 
сведения, уже приводившиеся в разделе «Введение», и подробные 
данные из раздела «Результаты». В обсуждение можно включить 
обоснованные рекомендации и возможное применение получен-
ных результатов в предстоящих исследованиях.

В обзорных статьях рекомендуется описать методы и глуби-
ну поиска статей, критерии включения найденных материалов в 
обзор.

Заключение
В разделе представляются сформулированные в виде выво-

дов результаты решения проблемы, указанной в заголовке и цели 
статьи. Не следует ссылаться на незавершенную работу. Выводы 
работы должны подтверждаться результатами проведенного ста-
тистического анализа, а не носить декларативный характер, обу-
словленный общими принципами.

ДОПОЛНИТЕЛЬНАЯ ИНФОРМАЦИЯ
Конфликт интересов
Указать наличие так называемого конфликта интересов, то 

есть условий и фактов, способных повлиять на результаты иссле-
дования (например, финансирование от заинтересованных лиц и 
компаний, их участие в обсуждении результатов исследования, на-
писании рукописи и т. д.).  

При отсутствии таковых использовать следующую форму-
лировку: «Авторы декларируют отсутствие явных и потенциаль-
ных конфликтов интересов, связанных с публикацией настоящей 
статьи».

Источник финансирования
Необходимо указывать источник финансирования как науч-

ной работы, так и процесса публикации статьи (фонд, коммерче-
ская или государственная организация, частное лицо и др.). Ука-
зывать размер финансирования не требуется. При отсутствии 
источника финансирования использовать следующую формули-
ровку: «Авторы заявляют об отсутствии финансирования».

Соответствие принципам этики
Научно-исследовательские проекты с участием людей долж-

ны соответствовать этическим стандартам, разработанным в соот-
ветствии с Хельсинкской декларацией Всемирной медицинской ас-
социации «Этические принципы проведения научных медицинских 
исследований с участием человека» с поправками 2000 г. и «Пра-
вилами клинической практики в Российской Федерации», утверж-
денными Приказом Минздрава РФ от 19.06.2003 г. № 266. Все ли-
ца, участвующие в исследовании, должны дать информированное 
согласие на участие в исследовании. Для публикации результатов 
оригинальной работы необходимо указать, подписывали ли участ-
ники исследования информированное согласие.

Научно-исследовательские проекты, требующие использова-
ния экспериментальных животных, должны выполняться с соблю-
дением принципов гуманности, изложенных в директивах Евро-
пейского сообщества (86/609/ЕЕС) и Хельсинкской декларации

В обоих случаях необходимо указать, был ли протокол иссле-
дования одобрен этическим комитетом (с приведением названия 
соответствующей организации, номера протокола и даты заседа-
ния комитета).

Благодарности
Все члены коллектива, не отвечающие критериям авторства, 

должны быть перечислены с их согласия с подзаголовком «Выра-
жение признательности».

ССЫЛКИ В ТЕКСТЕ СТАТЬИ
В журнале применяется ванкуверский стиль цитирования: 

в списке литературы ссылки нумеруются в порядке упоминания в 
тексте (независимо от языка, на котором дана работа), а не по ал-

фавиту. Библиографические ссылки в тексте статьи обозначаются 
цифрами в квадратных скобках (ГОСТ Р 7.0.5-2008).

Библиографическая информация должна быть современной, 
авторитетной и исчерпывающей. Ссылки должны даваться на пер-
воисточники и не цитировать один обзор, где они были упомя-
нуты. Ссылки должны быть сверены авторами с оригинальными 
документами.

Каждый научный факт должен сопровождаться отдельной 
ссылкой на источник. Если в одном предложении упоминается не-
сколько научных фактов, после каждого из них ставится ссылка (не 
в конце предложения). При множественных ссылках они даются в 
порядке хронологии [5–9]. Необходимо убедиться в том, что все 
ссылки, приведенные в тексте, присутствуют в списке литературы 
(и наоборот).

Не следует ссылаться: на неопубликованные статьи, на дис-
сертации, а также авторефераты диссертаций, правильнее ссылать-
ся на статьи, опубликованные по материалам диссертационных 
исследований.

Следует избегать ссылок на тезисы и статьи из сборников 
трудов и материалов конференций, поскольку их названия по тре-
бованию зарубежных баз данных должны быть переведены на 
английский язык. Еще не опубликованные, но принятые к печати 
статьи указываются «в печати» или «готовится к выходу», с добавле-
нием письменного разрешения автора и издательства.

Недопустимо самоцитирование, кроме случаев, когда это 
необходимо (в обзоре литературы не более 3–5 ссылок).

Документы (приказы, ГОСТы, медико-санитарные правила, ме-
тодические указания, положения, постановления, санитарно-эпи-
демиологические правила, нормативы, федеральные законы) нуж-
но указывать в скобках в тексте.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
Список литературы под заголовком Литература/References 

размещается в конце статьи и включает библиографическое описа-
ние всех работ, которые цитируются в тексте статьи.

Библиографические списки составляются с учетом «Единых 
требований к рукописям, представляемым в биомедицинские жур-
налы» Международного комитета редакторов медицинских журна-
лов (Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical 
Journals). Правильное описание используемых источников в спи-
сках литературы является залогом того, что цитируемая публика-
ция будет учтена при оценке научной деятельности ее авторов и 
организаций, где они работают.

Учитывая требования международных систем цитирования, 
библиографические списки входят в англоязычный блок статьи 
и, соответственно, должны даваться не только на языке оригина-
ла, но и в романском алфавите (латинскими буквами). Поэтому ав-
торы статей должны представлять англоязычные источники лати-
ницей, а русскоязычные – кириллицей и в романском алфавите. 
Транслитерируются фамилии авторов и русскоязычные названия 
источников (выделяется курсивом). Переводятся на английский 
язык названия статей, монографий, сборников статей, конферен-
ций с указанием после выходных данных языка источника (In Russ.). 
Название русскоязычных журналов в REFERENCES дается в транс-
литерации, затем ставится знак = и дается английское название 
журнала (не нужно самостоятельно переводить русское название 
журнала на английский язык, можно указать лишь ту версию назва-
ния на английском языке, которая, как правило, имеется на англоя-
зычном сайте этого журнала. Если же ее нет, можно ограничиться 
транслитерацией).

Технология подготовки описания с использованием системы 
автоматической транслитерации и переводчика на сайте http://
www.translit.ru
1. Войти на сайт translit.ru. В окошке «варианты» выбрать систему 

транслитерации BGN (Board of Geographic Names). Вставить в 
специальное поле ФИО авторов, название издания  на русском 
языке и нажать кнопку «в транслит».

2. Копировать транслитерированный текст в готовящийся 
список.

3. Перевести с помощью переводчика Google название книги, 
статьи на английский язык, перенести его в готовящийся спи-
сок. Перевод, безусловно, требует редактирования, поэтому 
данную часть необходимо готовить человеку, понимающему 
английский язык.

4. Объединить транслитерируемое и переводное описания, 
оформляя в соответствии с принятыми правилами.
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5. В конце описания в круглых скобках указывается (In Russ.).

Образец оформления списка литературы
Литература/References
1. Литература
Насырова Р. Ф., Иванов М. В., Незнанов Н. Г. Введение в психофар-

макогенетику. СПб.: Издательский центр СПб НИПНИ им. В. М. Бех- 
терева; 2015. 272 с. 

References
Nasyrova R. F., Ivanov M. V., Neznanov N. G. Vvedenie v psikhofar-

makogenetiku [Introduction to psychophar-macogenetics]. St. Peters-
burg: Izdatel’skiy tsentr SPb NIPNI im. V. M. Bekhtereva; 2015. 272 p. (In 
Russ.).

2. Литература
Колесник А. П. Прогностическое значение экспрессии р53 у 

больных с ранними стадиями немелкоклеточного рака легкого. Он-
кология. 2013;15(1):20–23

References
Kolesnik A. P. Prognostic value of p53 expression in patients with 

early non-small cell lung cancer. Onkologiya. 2013;15(1):20–23. (In Russ.).
3. Литература
Шульженко М. Г., Василенко И. А., Уграк Б. И., Шохин И. Е., Мед-

ведев Ю. В., Малашенко Е. А. Сравнительный анализ методов опре-
деления подлинности субстанции-порошок «Даларгин». Разра-
ботка и регистрация лекарственных средств. 2020;9(3):111–117DOI: 
10.33380/2305-2066-2020-9-3-111-117.

References
Shulzhenko M. G., Vasilenko I. A., Ugrak B. I., Shohin I. E., 

Medvedev Yu. V., Malashenko E. A. Comparative analysis of methods 
for determining the authenticity of the substance – «Dalargin» 
inquiry. Razrabotka i registratsiya lekarstvennykh sredstv  = Drug 
development & registration. 2020;9(3):111–117. (In Russ.). DOI: 
10.33380/2305-2066-2020-9-3-111-117.

4. Литература/References
Üçok A., Gaebel W. Side effects of atypical antipsychotics: a 

brief overview. World Psychiatry. 2008;7(1):58–62. DOI: 10.1002/j.2051-
5545.2008.tb00154.x.

5. Литература/References
Cornier M. A., Dabelea D., Hernandez T. L., Lindstrom R. C., 

Steig A. J., Nicole R. S., Van Pelt R. E., Wang H., Eckel R. H. The metabolic 
syndrome. Endocrine Reviews. 2008;29(7):777–822. DOI: 10.1210/
er.2008–0024.

В библиографическом описании каждого источника долж-
ны быть представлены ВСЕ АВТОРЫ. Список литературы должен 
соответствовать формату, рекомендуемому Американской Нацио-
нальной Организацией по Информационным стандартам (National 
Information Standards Organisation – NISO), принятому National 
Library of Medicine (NLM) для баз данных (Library’s MEDLINE/PubMed 
database) NLM: http://www. nlm.nih.gov/citingmedicine.

Названия периодических изданий могут быть написаны в со-
кращенной форме в соответствии с каталогом названий базы 
данных MedLine (NLM Catalog). Обычно эта форма написания са-
мостоятельно принимается изданием; ее можно узнать на сайте из-
дательства либо в списке аббревиатур Index Medicus. Если журнал 
не индексируется в MedLine, необходимо указывать его полное на-
звание. Названия отечественных журналов сокращать нельзя. Не-
допустимо сокращать название статьи.

Библиографические стандарты описания цитируемых 
публикаций

Монографии
Выходные данные указываются в следующей последователь-

ности: фамилия и инициалы автора (авторов), название моногра-
фии (полностью раскрывая все слова), номер повторного изда-
ния, место издания (город), издательство, год издания, количество 
страниц.

Образец оформления
Для русскоязычных источников
Литература
Соколова Г. Н., Потапова В. Б. Клинико-патогенетические 

аспекты язвенной болезни желудка. М.: Анахарсис; 2009. 328 с.
References
Sokolovа G. N., Pоtapova V. B. Kliniko-patogeneticheskie aspekty 

yazvennoy bolezni zheludka [Clinical and pathogenetic aspects of 
gastric ulcer]. Мoscow: Аnachаrsis; 2009:328 p. (In Russ.).

Для англоязычных источников
Jenkins P. F. Making sense of the chest x-ray: a hands-on guide. 

New York: Oxford University Press; 2005. 194 p.
Статья из журнала
Выходные данные указываются в следующей последователь-

ности:  автор(ы) (фамилии и инициалы всех авторов). Название ста-
тьи. Название журнала (курсивом). Год; том (в скобках номер жур-
нала): цифры первой и последней страниц.

Образец оформления
Для русскоязычных источников
Литература
Шишкин С. В., Мустафина С. В., Щербакова Л. В., Симонова Г. И. 

Метаболический синдром и риск инсульта в популяции Новосибир-
ска. Кардиоваскулярная терапия и профилактика. 2014;13(3):53–57.

References
Shishkin S. V., Mustafina S. V., Shcherbakova L. V., Simonova G. I. 

Metabolic syndrome and risk of stroke in the population of Novosibirsk. 
Kardiovaskulyarnaya terapiya i profilaktika = Cardiovascular Therapy and 
Prevention. 2014;13(3):53–57. (In Russ.).

Для англоязычных источников
Dickerson F. B., Brown C. H., Kreyenbulh J. A., Fang L., Goldberg 

R. W., Wohlheiter K., Dixon L.B . Obesity among individuals with 
serious mental illness. Acta Psychiatr Scand. 2006;113(4):306–313. DOI: 
10.1111/j.1600-0447.2005.00637.x.

Варианты библиографического описания материалов 
конференций: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7272/

Варианты библиографического описания патентов:  
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7260/

Варианты библиографического описания ресурсов уда-
ленного доступа: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7274/

DOI
Во всех случаях, когда у цитируемого материала есть цифро-

вой идентификатор Digital Object Identifier (DOI), его необходимо 
указывать в самом конце библиографической ссылки. Проверять 
наличие DOI статьи следует на сайте http://search.crossref.org/ или 
https://www. citethisforme.citethisforme.com.

Для получения DOI нужно ввести в поисковую строку назва-
ние статьи на английском языке. Данный сайт, помимо DOI, авто-
матически генерирует правильно оформленное библиографичес- 
кое описание статьи на английском языке в стиле цитирования 
АМА. Подавляющее большинство зарубежных журнальных статей 
с 2000 г. и многие русскоязычные статьи (опубликованные после 
2013 г.) зарегистрированы в системе CrossRef и имеют уникальный 
DOI. За достоверность и правильность оформления представля-
емых библиографических данных авторы несут ответственность 
вплоть до отказа в праве на публикацию.

ТАБЛИЦЫ И РИСУНКИ
Таблицы  и рисунки должны быть представлены на русском и 

английском языках.
Таблицы
Таблицы следует помещать в текст статьи, они должны иметь 

нумерованный заголовок на русском и английском языке и четко 
обозначенные графы, удобные и понятные для чтения. Данные та-
блицы должны соответствовать цифрам в тексте, однако не должны 
дублировать представленную в нем информацию.

Ссылки на таблицы в тексте обязательны. Для сноски применя-
ется символ *. Если используются данные из другого опубликован-
ного или неопубликованного источника, должно быть полностью 
приведено его название.

Рисунки
Все рисунки (диаграммы, фотографии) нумеруются. В тексте 

должна быть ссылка на соответствующий рисунок.
Каждый рисунок должен сопровождаться подрисуночной 

подписью на русском и английском языках. В подрисуночных под-
писях не должно быть аббревиатур. Внутририсуночные обозначе-
ния подписываются цифрами или латинскими буквами.

Если рисунки ранее уже публиковались, необходимо указать 
оригинальный источник, представить письменное разрешение на 
их воспроизведение от держателя прав на публикацию.

Список подрисуночных подписей на русском и английском 
языках размещается в конце статьи.

Рисунки представляются отдельными файлами в формате *tif, 
*jpg, *cdr, *ai. с разрешением не менее 300 dpi.

Каждый файл именуется по фамилии первого автора и  номе-
ру рисунка.
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