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От редакции
Introduction

Редакционная статья / Editorial article

О Пермском центре кластерного развития  
фармацевтической отрасли «ПАРМА»
9 ноября 2022 года между Правительством Пермского края, ФГБОУ ВО Пермская государственная фармацевтичсекая академия 
Минздрава России (далее – ПГФА) и Автономной некоммерческой организацией «Пермский научно-образовательный центр 
мирового уровня «Рациональное недропользование» (далее – Пермский НОЦ) заключено Соглашение о создании Пермского 
центра кластерного разфития фармацевтической отрасли «ПАРМА» (далее – ЦКР ПАРМА). Цель Соглашения создание материально-
технической, научно-технологической и интеллектуальной среды, обеспечивающей оказание широкого спектра образовательных 
и научных услуг в рамках функционирования полного цикла жизни фармацевтической продукции (от разработки до реализации).

About the Perm Cluster Development Center  
Pharmaceutical Industry "PARMA"
On November 9, 2022, between the Government of the Perm Territory, the Perm State Pharmaceutical Academy of the Ministry of Health of 
Russia (hereinafter referred to as PGFA) and the Autonomous Non-Profit Organization "Perm Scientific and Educational Center of the World 
Level "Rational Subsoil Use" (hereinafter referred to as the Perm REC) signed an Agreement on the establishment of the Perm Center cluster 
development of the pharmaceutical industry "PARMA" (hereinafter - CKR PARMA). The purpose of the Agreement is to create a material 
and technical, scientific, technological and intellectual environment that ensures the provision of a wide range of educational and scientific 
services within the framework of the full life cycle of pharmaceutical products (from development to sales).

ВИДЫ УСЛУГ ЦКР ПАРМА: 
1. Практикоориентированная подготовка кадров в 

системе высшего и среднего профессионального 
образования.

2. Дополнительное профессиональное образование.
3. Разработка научно-технологической продукции: 

 • новые запатентованные молекулы с установ-
ленной биологической активностью – потенци-
альные лекарственные кандидаты;

 • лабораторные регламенты получения (химиче-
ский синтез/выделение из природного сырья) 
фармацевтических субстанций;

 • промышленные регламенты получения (хими-
ческий синтез/выделение из природного сырья) 
фармацевтических субстанций;

 • доклинические испытания фармацевтических 
субстанций (протоколы оценки безопасности и 
эффективности);

 • лекарственные формы активных фармацевти-
ческих субстанций (техничекское обоснование, 
разработка);

 • мелкие серии опытно-промышленных образ-
цов фармацевтичсекой продукции; 

 • доклинические испытания опытно-промышлен- 
ных образцов фармацевтичсекой продукции 
(протоколы оценки безопасности и эффектив- 
ности).

4. Контроль качества фармацевтической продукции 
в рамках функционирования полного жизненного 
цикла (от разработки до реализации).

5. Услуги в области регуляторики и экспертной дея-
тельности фармацевтической отрасли.

ЗАДАЧИ ЦКР ПАРМА: 
1. Создание инновационной практикоориентиро-

ванной научно-образовательной среды для под-
готовки высококвалифицированных кадров в сфе- 
ре лекарственного обеспечения и фармацевтиче-
ского производства посредством организации це-
левого фармацевтического консорциума вузов и 
работодателей Пермского края.

2. Обеспечение трансфера технологии фармацевти-
ческой разработки и производства из научно-об-
разовательной в предпринимательскую среду. 
Расширения портфеля производимой отечествен-
ной продукции, в том числе за счет оригинальных 
препаратов.

3. Обеспечение лекарственной безопасности Рос-
сийской Федерации и технологического сувере-
нитета посредством импортозамещения на оте- 
чественном отраслевом фармацевтическом рын-
ке, преодоление дефицита отечественных фар-
мацевтических субстанций и оригинальных ле- 
карственных препаратов.

4. Создание благоприятного экономического и ин-
вестиционного климата для развития фармацев-
тической отрасли Пермского края. Продвижение 
бренда «Пермь – фармацевтическая столица Рос-
сии», как одной из основных базовых научно-тех-
нологических и экономических платформ региона.
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ЗАКАЗЧИКИ УСЛУГ ЦКР ПАРМА: 

Предприятия и организации фармацевтичсекой 
отрасли Российской Федерации – фармацевтические 
производители, аптечные сети, аптечные склады, от-
раслевые научно-производственные объединения, 
органы государственного контроля (Росздравнадзор 
и др.)

УЧАСТНИКИ ЦКР ПАРМА:

 9 ФГБОУ ВО ПГФА Минздрава России – как ведущий 
отраслевой вуз.

 9 Вузы и научно-исследовательские институты Перм- 
ского края.

 9 Ведущие отраслевые предприятия Перми и Перм-
ского края (Фармацевтическая компания «Меди-

От редакции
Introduction
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сорб», Пермское НПО «Биомед», ООО «Пемская  
химическая компания»).

 9 Ведущие аптечные сети и производители экстем-
поральных лекарственных форм («Планета здо-
ровья», «Пермфармация», «Межбольничные апте-
ки», «Аптеки «От склада»» и др.).

 9 Региональные органы государственной власти: 
Министерство здравоохранения Пермского края, 
Министерство промышленности, предпринима-
тельства и торговли Пермского края, Министерст- 
во образования и науки Пермского края.

 9 Предприятия и организации фармацевтичсекой 
отрасли Российской Федерации.

УНИКАЛЬНОСТЬ ЦКР ПАРМА:
 9 Наличие профильного образовательного учреж- 

дения (ФГБОУ ВО ПГФА Минздрава России) с  
действующими отраслевыми образовательными 
и научными школами.

 9 Широкая научно-практическая база по поиску и 
разработке биологически активных молекул син-
тетического происхождения в вузах и научно-ис-
следовательских институтах Пермского края.

 9 Широкая ресурсная база Пермского края для  
поиска и разработки биологически активных мо-
лекул природного происхождения.

 9 Наличие крупных федеральных отраслевых орга-
низаций и предприятий – ведущих бенефициа-
ров фармацевтической отрасли России.

 9 Промежуточным продуктом разработки могут 
служить биологически активные добавки, пище-
вые и кормовые добавки, ветеринарные препа- 
раты.

 9 Межотраслевой потенциал ЦКР ПАРМА (химиче-
ская, пищевая, сельскохозяйственная и медицин-
ская промышленности).

 9 Высокий потенциал развития фармацевтической 
промышленности в регионе за счет наличия силь-
ного научно-образовательного базиса и возмож-
ности создания благоприятных экономических 
условий. 

ФИНАНСОВАЯ МОДЕЛЬ  
ФУНКЦИОНИРОВАНИЯ ЦКР ПАРМА:

Основными индикаторами эффективности проек- 
та являются количество разработанных и передан-
ных для внедрения в производство в организациях,  
действующих в реальном секторе экономики, конку-
рентоспособных технологий и заказов на выполнение 
научно-исследовательских работ. Финансирование 
работ по разработке технологий и выполнению науч-
но-исследовательских работ осуществляется заказ-
чиком, являющимся участником ЦКР ПАРМА, в разме-
ре 75 % от стоимости работ. 25 % от стоимости работ 
обеспечивается средствами гранта Пермского НОЦ. 
Основным отраслевым исполнителем работ является  
ПГФА. Иные образовательные и научно-исследователь-
ский организации, являющиеся участниками ЦКР  ПАР-
МА, принимают квалифицированное участие в выпол-
нении работ на основании договоров субподряда. 
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Резюме
В 2022 году ФГБОУ ВО Пермская государственная фармацевтическая академия (ПГФА) отмечает свой 85-летний юбилей. Хранителем 
истории академии является еt музей. Задачами музея являются: накопление и сохранение памяти о развитии вуза, его значимых 
выпускниках, распространение информации об истории вуза среди обучающихся, выпускников, абитуриентов и других группах 
посетителей. Одновременно музей ПГФА проводит и анализ данных, характеризующих отдельные этапы истории возникновения и 
функционирования вуза. Проведение подобного анализа позволяет найти и оценить тенденции развития вуза, выбрать направления 
развития отдельных направлений деятельности, которые можно было бы использовать вновь. Цель исследования выделение и 
анализ тенденций развития Пермской государственной фармацевтической академии в период с 1937 по 2022 год. В качестве объектов 
исследования были использованы: приказы по вузу, хранящиеся в архиве ПГФА; отчеты вуза, хранящиеся в архиве музея ПГФА; 
протоколы партийных собраний, газетные и журнальные публикации, воспоминания ветеранов вуза. Методами исследования явились: 
документальный анализ, методы однофакторного анализа: сводка, группировка. В ходе исследования изучены исторические периоды 
существования Пермской государственной академии, как самостоятельного фармацевтического вуза. Предложены и использованы 
позиции сбора и оценки отдельных параметров характеристики деятельности вуза. Это позволило оценить изменения в деятельности 
вуза по предложенным позициям. Проведен анализ деятельности Пермской государственной фармацевтической академии исторических 
периодов. Собран и проанализирован большой фактографический материал по таким разделам, как: руководство вузом, развитие 
материально-технической базы, формы обучения студентов, направления научных исследований, воспитательная работа студентов и 
другие.
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Abstract
In 2022, the Perm State Pharmaceutical Academy (PSFA) celebrates its 85th anniversary. The Academy's museum is the guardian of the Academy's 
history. The objectives of the museum are: accumulation and preservation of memory about the development of the university, its significant 
graduates, dissemination of information about the history of the university among students, graduates, applicants and other groups of visitors. 
At the same time, the PGFA museum also analyzes data characterizing individual stages in the history of the emergence and functioning of the 
university. Carrying out such an analysis allows one to find and evaluate the development trends of the university, to choose the directions for the 
development of individual areas of activity that could be used again. The purpose of the study Identification and analysis of development trends 
of the Perm State Pharmaceutical Academy in the period from 1937 to 2022. The following were used as objects of study: orders for the university, 
stored in the archives of the PSFA; university reports stored in the archives of the PGFA museum; protocols of party meetings, newspaper and 
magazine publications, memoirs of university veterans. The research methods were: documentary analysis, methods of one-factor analysis: 
summary, grouping. In the course of the study, the historical periods of the existence of the Perm State Academy as an independent pharmaceutical 
university were studied. The positions of collecting and evaluating individual parameters of the characteristics of the university's activities are 
proposed and used. This made it possible to evaluate changes in the activities of the university in terms of the proposed positions. An analysis of 
the activities of the Perm State Pharmaceutical Academy of historical periods was carried out. A large amount of factual material has been collected 
and analyzed in such sections as: university management, development of the material and technical base, forms of student education, areas of 
scientific research, educational work of students, and others.

В настоящее время в Российской Федерации вос-
требованы исследования по разработке и созданию 
новых лекарственных средств, созданию новых мето-
дик анализа лекарственных средств, организации но-
вых фармацевтических логистических и промышлен-
ных предприятий. Задача подготовить специалистов 
для решения задач ложится на плечи фармацевтиче-

ских образовательных организаций. Одной из кото-
рых является старейший фармацевтический вуз стра-
ны – Пермская государственная фармацевтическая 
академия.

В 2022 году ФГБОУ ВО Пермская государствен-
ная фармацевтическая академия (ПГФА) отмечает  
свой 85-летний юбилей. Свой отсчет ПГФА ведет с 
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1937 года, когда 1 января 1937 года началось госу-
дарственное финансирование нового созданного ву-
за, получившего название Пермский фармацевтиче-
ский институт (ПФИ). Однако необходимо выделить  
не только этапы развития ПФИ с 1937 года, но и пред-
шествующие этому события. Знакомым событием  
является открытие центра фармацевтического обра-
зования на Урале – фармацевтического отделения 
(ФО) при физико-математическом факультете Перм-
ского университета в октябре 1918 года. Открытие 
центра подготовки провизоров было тесно связано 
с ситуацией «Лекарственного голода» в стране. Фар-
мацевтический рынок России в начале ХХ века был 
сформирован на основе импортных лекарственных 
препаратов, в основном производства Герман или 
Соединенных Штатов Америки, но и там поставщи-
ками являлись филиалы германских фирм. С августа 
1914  года поставки готовых лекарственных препара-
тов с заводов Германии и их американских филиалов 
были прекращены. Даже поставка африканского и 
американского лекарственного растительного сырья 
производилась традиционно через Гамбург, с нача- 
лом войны этот канал снабжения был перекрыт Гер- 
манией. Во второй половине 1914 года еще исполь-
зовались запасы, накопленные до войны. С началом 
1915  года эти запасы были сведены к нулю, и пред 
нашей химической промышленностью полностью 
встал вопрос о необходимости развивать собствен-
ное производство, чтобы без помощи иностранного 
ввоза удовлетворить разнообразные и многочислен-
ные нужды страны1. ФО было создано по инициативе 
Пермского губернского Союза служащих фармацев- 
тов и при поддержке, направленного из Военно-ме-
дицинской академии в Пермь для чтения лекций 
магистра фармации Н. И. Кромера Решение об от-
крытии ФО было принято Наркомпросом РСФСР  
16.07.1918  года. Установлены цели деятельности соз-
данного отделения в соответствии с новыми норма-
тивными документами2: «подготовка специалистов 
высшей квалификации в аптечном деле, для завод-
ских предприятий по изготовлению лекарственных 
препаратов и химиков, обслуживающих коммуналь-
ное хозяйство в деле питания, санитарии и лекарст- 
венной помощи населению», а также подготовка «пре-
подавательского персонала для фармвузов и фарм-
техникумов». В этот период была разработана учебная 
программа для студентов отделения, она включала 
комплекс дисциплин: на изучение неорганической, 
органической и фармацевтической химий было от-
ведено 504 часа; на преподавание анатомии, бота-
ники, гигиены, фармакологии, физиологии выделя-
лось 216  часов; в число специальных предметов были  
включены – история аптечного дела с фармацевтиче-

1 Хроника. Фармацевтический журнал. 1916;3:29–30.
2 Постановление НКВД РСФСР от 30.01.1918 «Об измене-

нии и расширении профессиональных прав фармацевтов». 
Справочник по фармацевтическому законодательству. М:  
Издательство Наркомздрава РСФСР; 1927. 

ским законодательством, рецептура, фармакогнозия, 
всего на эти предметы отводилось в учебном плане 
84  часа. Также были определены основные направ-
ления научных исследований: фармакогностическое 
и химическое. Первоочередной задачей считалось  
изучение культуры лекарственных растений в усло-
виях западного Урала в связи с острой потребностью  
в лекарственных препаратах. Работа возглавлялась  
магистрами фармации Н. И. Кромером и Э. К. Мезин-
гом. Химическое направление возглавляли магистр 
фармации Н. И. Кромер и профессор Э. В. Змачин-
ский. Тематика работ включала химико-технологиче-
ские, аналитические, судебно-химические вопросы, 
проводилось изучение местных минеральных вод и 
др. Студенты участвовали в научных исследованиях.  
При фармацевтическом отделении была открыта  
аспирантура. Организаторским направлением дея- 
тельности отделения была помощь практической 
фармации и медицине: организация фармацевтиче-
ского техникума в г.  Пермь, создание курсов повы-
шения квалификации для фармацевтических работ-
ников Уральской области, приготовление на базе 
своих химических лабораторий и кафедры техноло-
гии лекарств сложных фармацевтических препара-
тов для аптек города. производство судебно-химиче-
ских анализов. В течение последующих 18  лет центр 
фармацевтического образования менял свое назва-
ние и статус: 1921  г.  – самостоятельный фармацев-
тический институт в составе медицинского факуль-
тета, 1923 г.  – химико-фармацевтическое отделение 
медицинского факультета, 1929  г.– химико-фарма-
цевтический факультет, 1930  год – самостоятельный 
химико-технологический институт, 1931–1936 год  – 
фармацевтический факультет при Пермском меди-
цинском институте3.

Открытие самостоятельного вуза связано с пла-
чевной ситуацией, сложившейся в фармацевтиче-
ской отрасли страны в начале 30-х годов. Характе- 
ристике этой ситуации была посвящена разгромная 
речь Г. Н.  Каминского на 16 Всероссийском съез-
де Советов 20 января 1935 г. В результате в 1936 году  
было принято постановления Совета народных ко-
миссаров, в соответствии с которым было открыто 
9  самостоятельных фармацевтическим институтов, в 
том числе Пермский4. Финансирование ПФИ было на- 
чато с 1  января 1937 года. Временно исполняющим 
обязанности директора ПФИ в переходный период  
реорганизации был назначен директор медицинско- 
го института П. П. Сумбаев. Впоследствии он длитель- 
ное время был преподавателем – совместителем 
Пермского (Молотовского) фармацевтического ин-

3 Отчет бюро химико-фармацевтического факультета 
ПГУ за 1928 год. Архив музея ПГФА. Доступно по: https://www.
pfa.ru/index.php?option=com_content&view=article&id=880&I
temid=866. Ссылка активна на 20.10.2022.

4 Постановления СНК от 8 сентября 1936 г. № 1649 «О 
подготовке средних медицинских, зубоврачебных и фарма-
цевтических кадров».
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ститута. Первым деканом – Н. Н. Калугин. В марте 
1937  года в ПФИ был направлен в качестве директо- 
ра А. М.  Креймер. С 1  октября 1940 года институт воз- 
главил заведующий кафедрой фармакологии, про-
фессор Сангайло А. К. С 1944 по 1953 гг. директор  
Молотовского (Пермского) фармацевтического ин-
ститута являлся доцент кафедры фармацевтической 
химии Н. Н. Калугин. В тридцатые годы у вуза не было  
даже собственного здания – занятия проводились на 
базе медицинского института (ул.  Коммунистическая, 
д.  30) и Пермского университета. Студенты прожива- 
ли на квартирах или в общежитии-бараке медицин-
ского студенческого городка. Отдельное здание по 
адресу ул. Ленина, д.  48 (бывшее здание Рождество- 
Богородицкой церкви) вуз получил в августе 1941  го- 
да в связи с передачей корпуса медицинского инсти-
тута (где проходили занятия студентов вуза) под гос- 
питаль. В 1937 г. в составе ПФИ были организованы 
13  кафедр: ботаники, фармакологии, фармакогнозии, 
неорганической и аналитической химии, органиче-
ской химии, физической и коллоидной химии, фар-
мацевтической химии, технологии лекарственных 
форм и галеновых препаратов, физики, военно-сани-
тарных наук, судебной химии, марксизма-ленинизма, 
физкультуры. При кафедрах существовали курсы мик- 
робиологии, зоологии, латинского языка, анатомии и 
физиологии, высшей математики, организации фар-
мацевтического дела. В 1937 году многие дисципли- 
ны велись на территории и силами преподавателей 
медицинского института. В первый год существова-
ния вуза 87 % сотрудников были совместителями, к 
весне 1941  г. уже 58 % сотрудников являлись штат-
ными работниками. В 1930-е годы в СССР разверну-
лась активная работа по оформлению института аспи-
рантуры как основной формы подготовки научных 
и научно-педагогических кадров. Постановление  
ЦК ВКП (б) и СН К СССР «О работе высших учебных  
заведений и руководстве высшей школой» от 21  мая 
1936  г. требовало организовать научно-исследова-
тельскую работу в вузах. Первыми аспирантами, за-
численными на кафедры ПФИ стали (приказ № 6 от 
19.02.1937): по кафедре фармацевтической химии: 
А. В.  Банникова, А. М.  Глаголева, Н. Г.  Панферова; по 
кафедре фармакогнозии: Л. М.  Чазова, В. Н. Красули-
на, Л. И. Кобелева, Е. И.  Гаврилова; по кафедре техно-
логии лекарственных форм и галеновых препаратов: 
З. М.  Митягина, Ю. П.  Старикова. Все аспиранты обес- 
печивались государственной стипендией. За первые 
четыре года существования ПФИ 5  сотрудникам при-
суждены ученые степени. Основной формой обуче-
ния студентов являлась очная форма. Однако в архи- 
ве музея хранятся документы, свидетельствующие 
о том, что с 1938 года по 1949 гг. в вузе существовал  
экстернат для фармацевтических специалистов, име-
ющих среднее фармацевтическое образование, ли-
бо опыт работы в качестве аптекарского ученика. За  
этот период экстерном звание провизора в Перм-
ском (Молотовском) фармацевтическом институте  

получили 77 человек. Ежегодный набор на очную 
форму обучения составлял около 100 человек. На 
первый курс в 1937 года на очную форму обучения  
было зачислено 93 человека, в том числе юношей 
20 человек, девушек 73 человека.

Тяжелым испытанием для Молотовского фарма-
цевтического института (МФИ) (с 1940 года по 1957 г. 
город назывался Молотов) стали военные годы. Уже 
в первые месяцы войны были призваны в РККА мно- 
гие сотрудники и студенты вуза. В г. Молотов в 1941–
1943  году приехали или были организованно эвакуи- 
рованы преподаватели и студенты из разных фар-
мацевтических вузов: Московского, Ленинградско-
го, Днепропетровского, Ташкентского, фармацевтиче-
ского отделения Рижского университета. 29  октября  
1941  года к МФИ был присоединен Московский фар- 
мацевтический институт. В коллектив института вли-
лись эвакуированные научные работники: М. Х.  Бер-
гольц, Д. М. Щербачев, С. Ф. Юшкевич, Я. З.  Лембер-
ский, П. И.  Астраханцев, Н. А.  Львов. Их пребывание в 
институте оказало влияние на учебную, воспитатель-
ную и научную работу. В 1941–1942 уч. году на первый 
курс было принято 150 человек, приемные экзаме-
ны были организованы дважды: в августе и в январе. 
Программа обучения была сокращена до 2 лет. Сту-
денты учились по уплотненному графику. В 1942  году  
прием составил 248 человек, в 1943  г.  – 213  человек. 
Всего за годы войны принято в МФИ 730 человек.  
В годы войны в программу был введен ряд новых 
предметов, таких как «Обучение военной топогра-
фии» (110-часов) на кафедре Военно-санитарной под- 
готовки. В годы войны МФИ окончило свыше 50 % про-
визоров от числа выпускаемых всеми вузами страны.

Седьмая сессия областных депутатов трудящих-
ся Молотовской области в декабре 1941 года обязало 
руководство вузов выработать до 40 наименований 
медикаментов из местного сырья, решать актуаль-
ные вопросы науки и практики военного времени. В 
годы войны в МФИ научные исследования проводи-
лись по следующим направлениям: деятельность по 
организации выпуска субстанций для производст- 
ва лекарственных препаратов и созданию новых ле- 
карственных препаратов на базе заводов Молотов-
ской области (МО); деятельность по выпуску лекарст- 
венных препаратов, медицинских изделий и средств 
гигиены на базе предприятий местной промышлен-
ности МО; картирование зарослей лекарственных 
растений; поиск лекарственных растений замените-
лей импортных растений и растений, произраставших 
в южных и западных территориях СССР; поиск расте-
ний, позволявших обеспечить импортозамещение в 
нелекарственных направлениях промышленности; ор-
ганизация производства химических реактивов на  
базе имеющихся заводов МО. С 17 октября на базе 
МФИ на основании отношения наркома здравоохра-
нения № щ3-25/93 от 17  октября 1941  г. был эвакуи- 
рован ученый секретарь Фармакопейного комите-
та Союза СССР доктор биологических наук А. И. Зиль- 
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берберг. Он организовал на базе вуза работу групп 
Фармакопейного комитета. Большая работа проводи-
лась сотрудниками МФИ по изучению лекарственных 
растений и возможности замены импортного доро-
гостоящего лекарственного растительного сырья на 
отечественное, произрастающее в зоне Урала. В рам-
ках этого направления Д. М.  Щербачев провел иссле-
дование анатомического строения стеблей и цветков 
травы термопсиса, предложил его заготовку и исполь-
зование, как противокашлевого средства, заменив 
ипекакуану, закупаемую за рубежом. Е. И. Гаврилова – 
ассистент кафедры фармакогнозии изучала бересклет 
бородавчатый с целью замены гуттаперчи. С откры-
тием свойств бересклета СССР перестал зависеть от  
импорта гуттаперчи. Работу по выпуску неорганиче-
ских субстанций на базе предприятий Молотовской 
области возглавил преподаватель кафедры техно-
логии лекарственных форм и галеновых препаратов 
В. М.  Силин. Был организован выпуск стрептоцида на 
содовом заводе г. Березники (1942  г.), участниками и 
организаторами выпуска стрептоцида являлись со-
трудники кафедры фармацевтической химии – заве-
дующий данной кафедрой М. Х.  Бергольц и ассистент 
кафедры Н. Г.  Панферова. З. М.  Митягина ассистент  
кафедры технологии лекарственных форм получи-
ла новые препараты из местного дубильного сырья:  
бистиодин, бистальбин, бистиформ. Производство 
данных препаратов было организовано на Пермской 
галеновой фабрике, мясокомбинате и Томском хими-
ко-фармацевтическом заводе. Все направления науч-
ных исследований и организацию производства ле-
карственных препаратов МФИ проводил в тесной 
связи с Молотовским аптекоуправлением1, 2, 3. 

В послевоенные годы в вуз возвращаются демо-
билизованные студенты и преподаватели. Накоплен-
ные в годы войны знания и опыт, позволили многим 
преподавателям уже в послевоенные годы оформить 
результаты их научных исследований в диссертаци-
онные работы. В 1940–1950 годы в институте прово-
дились научные работы по 3 направлениям: изыска-
ние новых синтетических лекарственных средств и 
связь химического строения их с действием; изучение 
лекарственной флоры СССР (Молотовской области); 
разработка новых методов исследования лекарствен-
ных веществ и усовершенствования уже существую-

1 Копии приказов по Молотовскому фармацевтическому 
институту за 1937–1945 гг. Архив музея ПГФА. Доступно по: 
https://www.pfa.ru/index.php?option=com_content&view=arti
cle&id=880&Itemid=866. Ссылка активна на 20.10.2022.

2 Копии приказов по Молотовскому (Пермскому) фар-
мацевтическому институту 1946–2022 гг. Архив музея ПГФА. 
Доступно по: https://www.pfa.ru/index.php?option=com_co
ntent&view=article&id=880&Itemid=866. Ссылка активна на 
20.10.2022.

3 Митягина З. М. Высшее фармацевтическое образование 
на Урале. Тезисы докладов научной историко-медицинской 
конференции урало-сибирской областей (24–27 мая 1962 г.). 
Пермь. 1962. С. 13–15.

щих. В 1953 году в числе преподавателей ВУЗа было 
3  профессора и 13 кандидатов наук. Третьего апре-
ля 1949 года было создано студенческое научное 
общество (СНО). Первым председателем СНО был  
избран студент В. Э.  Колла. Научным руководителем 
назначен Н. Г.  Колташев (заведующий кафедрой фи-
зической и коллоидной химии). СНО объединило 
10  научных студенческих кружков, в которых зани-
мались 113 студентов. Уже к 1951 году СНО насчиты-
вало 250  студентов и объединяло 14 кружков. Рабо- 
ты студентов регулярно получали награды Мини-
стерства здравоохранения РСФСР, Обкома ВЛКСМ, 
Министерства высшего и среднего образования СССР. 
Основополагающей в области научных исследований 
становится кафедра органической химии, которую 
возглавил П. А. Петюнин, ввергнувшийся в вуз после  
демобилизации в 1945 году. Им были определены 
принципы ацидохромной конденсации с точки зре-
ния природы арильных радикалов, установлен ме-
ханизм ее протекания. Получены новые реагенты  – 
димагнезиламины, изучены их реакции с эфиром и 
галоидангидридами карбоновых кислот. Под его руко-
водством были защищены кандидатские диссертации: 
И. С. Бердинский  – 1948  г., Н. Г.  Панферова  – 1952  г.,  
В. С. Шкляев – 1952 г., М. Е. Коньшин – 1958 г., Л. А. Те- 
тюева – 1959 г., Ю. В. Кожевников – 1960 г., М. С. Ходы-
рева – 1963 г., А. В. Сторожева – 1963 г., М. В. Заколюж-
ный – 1964 г., З. Г. Калугина – 1964 г. Большой вклад в 
развитии химии как науки внес доцент кафедры орга-
нической химии Бердинский Иван Сергеевич4. 

В 1953 году на пост директора института был на-
значен В. С. Шкляев. После войны многие вузы ока- 
зались в тяжелом положении. В архиве ПГФА хранит-
ся паспорте института за 1960 год, в нем характери- 
зуется материальная база вуза: учебный корпус  – 
один: переоборудованное здание церкви с полез-
ной площадью 1200 кв. (арендовано у Горисполко-
ма); учебные помещения – в зданиях медицинского 
института (в них располагаются кафедры физики, фи-
зической и коллоидной химии, фармакологии, фи- 
зиологии, микробиологии и гигиены), общежитие  – 
барачного типа (подлежит сносу), столовой нет, клуб 
для студентов отсутствует5. Но в конце 1950-х годов 
В. С.  Шкляев сумел начать работу по улучшению ма-
териально-технической базы вуза. В 1961 году для 
студентов построено благоустроенное общежитие 
на 200 мест по адресу: ул. Куйбышева, 49. Создан-
ный в Верхне Чусовских городках питомник лекарст- 
венных растений в 1962 году переведен в район Ба-

4 Отчеты презентации кафедр Пермской фармацевтиче-
ской академии. Архив музея ПГФА. Доступно по: https://www.
pfa.ru/index.php?option=com_content&view=article&id=880&I
temid=866. Ссылка активна на 20.10.2022.

5 Паспорт Пермского фармацевтического института 
1960  год. Архив музея ПГФА. Доступно по: https://www.pfa.
ru/index.php?option=com_content&view=article&id=880&Item
id=866. Ссылка активна на 20.10.2022.
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кинститута. В нем культивировалось более 300  ле-
карственных средств. Вначале 1960-х  годов год в ву-
зе работало 15 кафедр. В 1950–1960  годы прием на 
первый курс составлял 100  человек. На 1960 год на-
учные исследования проводились по следующим  
направления: изыскание новых синтетических ле-
карственных средств и связь химического строения 
с их действием; изучение флоры РСФСР; изучение 
новых и совершенствование существующих химиче-
ских и физико-химических методов анализа; совер-
шенствование лекарственных форм и лекарственных  
препаратов. В 1962 году ПФИ возглавил выпускник 
вуза, фронтовик О. К.  Козьминых, который продол-
жил работу по развитию материальной базы вуза. 
В 1966 году по приказу министерства здравоохра-
нения в ПФИ организуются новые кафедры на осно-
ве имеющихся самостоятельных курсов: экономики 
и организации фармацевтического дела, фармако-
логии и физиологии, ботаники с курсом микробио-
логии, физической химии с курсами физики и основ 
высшей математики, физического воспитания, не-
органической химии, аналитической химии. В связи 
организацией обучения студентов по заочной фор-
ме обучения в 1970-х гг. были сформированы кафе-
дры факультета специализации и усовершенствова-
ния провизоров и заочного обучения. В 1954–1955 уч. 
году в вузе открывается заочное отделение. Пер-
вый прием на заочное отделение составил 100  че-
ловек. Среди поступивших в 1954 году было много 
военных фармацевтов и фельдшеров-начальников 
аптек. В учебный план были включены 25 предметов, 
предусмотрено выполнение 72 контрольных работ, 
двух курсовых работ, сдача 25 экзаменов и 23 заче-
тов. Первый выпуск заочного отделения состоялся в 
1960  году. Заочное отделение окончил 71 человек, 
из них один с красным дипломом. Выпускники заоч-
ного отделения становились начальниками аптечных 
управлений: Кирова, Чувашии, Барнаула, Владими-
ра и др. В декабре 1965 года вуз получил долгождан-
ный лабораторный корпус, государственная комис- 
сия приняла его с оценкой «хорошо». В корпусе бы- 
ли размещены химические, технологические кафе-
дры, кафедра физики и математики. 

Корпус сразу стал не только местом обучения 
студентов, но и местом организации встреч и меро-
приятий фармацевтов Пермской области. В октяб- 
ре 1970 года при ПФИ В. Т. Селезнёва организова-
ла 2-годичный университет для врачей и для фарм. 
Специалистов. С 1966  г. преподавателями института 
проводились занятия по повышению квалификации 
преподавателей фармацевтических училищ и фарма-
цевтических факультетов Уральского, Приволжского 
и Западно-Сибирского регионов. Семинар провизо-
ров-аналитиков контрольно-аналитических лабора- 
торий положил начало организации факультета спе- 
циализации и усовершенствования провизоров (ФСУП). 
Он был открыт в 1972 г., некоторое время факультет 
был единственным в стране. Повышение квалифика-

ции проводилось по циклам: провизор-технолог, про-
визор- аналитик, провизор-организатор.

В 1968 году стараниями И. П. Софроновой откры- 
вается фармацевтический музей. И. П. Сафронова 
провела исследования на базе архива Пермской об-
ласти, организовала экспедиции по районам Перм-
ской области, нашла в старинных аптеках множество 
артефактов, которые составили основу фонда му- 
зея ПГФА. 

В 1973 году в Пермском фармацевтическом инсти-
туте создается кафедра технологии ФСУП и заочно-
го отделения. Ее первым заведующим стал Илья Сте-
панович Ажгихин. Возглавил перспективное научное  
направление по биологическому синтезу простаглан-
динов и их предшественников.

С 1970 года появились свои направления науч-
ной работы на кафедре физической культуры: «Взаи- 
модействие умственной и физической работоспособ-
ности студентов» и «Совершенствование методов тре-
нировки в лыжном спорте».

В 1979 году было открыто подготовительное от-
деление. На нем ежегодно обучалось до 100 рабфа-
ковцев. В 1971 году построено новое общежитие №  2, 
общей площадью 6453 кв. м. на 848 мест. В 1972  г.  –  
построен учебный корпус кафедр физиологии и фар-
макологии, в 1974 году освоено помещение под ви- 
варий. С 1970-х годов вуз ежегодно принимал на пер-
вый курс по 400 человек, как очную, так и на заочную 
форму обучения.

В 1980-е и 1990-е годы произошел рывок в раз-
витии вуза и его материально-технической базы. 
Это связано с именами двух ректоров: Л. Ф. Яковле-
вой и Г. И  Олешко. С 1983г. по 1989 гг. вуз возглавля-
ла Л. Ф.  Яковлева. Ее усилиями вуз построил 9-этаж-
ное благоустроенное общежитие, корпус для кафедр 
фармакологии и физиологии, начал реализовывать-
ся проект по строительству нового учебного корпуса. 
C 1989 г. по 2010 г. ректора вуза являлся Г. И. Олешко. 
По его инициативе с 1992 года вуз начинает обуче-
ние иностранных граждан. В 1993 году организован 
факультет подготовки иностранных граждан (ФПИГ) 
как самостоятельное подразделение вуза, его возгла-
вил факультет Ю. А.  Хомов. Абсолютное большинство 
выпускников ФПИГ успешно подтверждают свои ди-
пломы и работают по специальности на Родине или 
других государствах (Германия, Нидерланды, США,  
Канада, Россия). Некоторые из выпускников занимают 
ведущие государственные или общественные долж-
ности на различных уровнях – Кабаа Абдулькадер  
(Сирия) и Лрорфи Назих (Марокко) – выпускники  
1997  г., Бастун Жамаль (Марокко) – выпуск 1999  г. 
Успешно защитили кандидатские диссертации: Дайех  
Мохаммад (Сирия, 2006), Аффуф Абдулкарим Башар 
(Сирия, 2020)1. В результате в 1995 году вузу было при-
своено название «Пермская государственная фар-

1 Юбилейные альбомы кафедр Пермского фармацевти-
ческого института. Архив музея ПГФА. Доступно по: https://
www.pfa.ru/index.php?option=com_content&view=article&id=
880&Itemid=866. Ссылка активна на 20.10.2022.
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мацевтическая академия» (ПГФА). В 1990–2000  годы 
прием студентов на первый курс составлял до 600  че- 
ловек. Под руководством Г. И. Олешко в 1980–1990  го-
ды в вузе были организованы всесторонние комп- 
лексные ресурсоведческие исследования в соответст- 
вии с договорами, заключенными в областными апте- 
коуправлениями, были проведены по Горьковской, 
Пермской, Свердловской, Челябинской, Пензенской 
областях. Начиная с 1990-х годов XX в. и 2000-х  го- 
дов XXI века всесторонние комплексные исследова-
ния флоры Среднего Урала и Пермского края были 
продолжены под руководством профессора В. Д.  Бе- 
лоноговой. 

Начало XXI века для ПГФА связано с открытием 
новых подразделений, новых специальностей, новых 
направлений подготовки специалистов. При участии 
пермского НПО «Биомед» в 2004 г. в ПГФА открылась 
кафедра промышленной технологии с курсом биотех-
нологии (первый заведующий А. В. Казьянин). Препо-
даватели кафедры промышленной технологии высту-
пили организаторами и разработчиками программ по  
направлениям подготовки «Биотехнология» и «Хи-
мическая технология». В 2016 г. открылись новые на-
правления подготовки: 19.03.01 «Биотехнология» и 
18.03.01  «Химическая технология». Первый набор 
биотехнологов состоялся в 2016 г., химтехнологов  – 
в 2017  г. С целью осуществления первичной одного-
дичной последипломной специализации выпускни-
ков фармацевтических институтов с 1 сентября 1994  г. 
была организована интернатура при ФСУП (первый 
заведующий – Л. К. Бабиян). Первый прием в интер-
натуру ПФИ произведен в 1994 году. Первый выпуск 
интернов в количестве 19 человек состоялся 31 июля 
1995  года. Подготовку в интернатуре академии про-
шло более 6 тыс. фармацевтических специалистов из 
России (от Архангельска до Владивостока) и из-за ру-
бежа. А с 2016 года на базе вуза осуществляется пер-
вичная аккредитация фармацевтических специали- 
стов уровень специалитета, с 2021 г. – уровень сред- 
нее профессиональное образование, а также первич-
ная аккредитация после ординатуры и профессио-
нальной переподготовки.

В 1990-е годы в ПГФА было организовано но-
вое подразделение – региональный испытательный 
центр «Фарматест», аккредитованный на контроль-
но-аналитическую деятельность по оценке соответст- 
вия лекарственных средств и пищевых продуктов. 
Он был создан по инициативе и под руководством 
к. хим. н., заведующий кафедрой токсикологической 
химии (с 1996 по 2001  гг.) Л. О. Коньшиной. В настоя- 
щее время руководителем центра «Фарматест» явля-
ется д. фарм. н. Т. Л.  Малкова. Ежегодно по инициати-
ве Т. Л.  Малковой ПГФА организует успешно прово- 
дит Всероссийскую научно-практическую конферен-
цию с международным участием «Проблемы злоупо-
требления лекарственными препаратами и новыми 
психоактивными веществами». Конференция прово-

дится при поддержке Прокуратуры Пермского края, 
Управления МВД по Пермскому краю, Министерства 
здравоохранения Пермского края, Министерства об-
разования Пермского края. В рамках конференции  
обсуждаются современные вопросы химико-токсико- 
логического и судебно-химического анализа, пробле-
мы использования лекарственных средств в немеди-
цинских целях, злоупотребления новыми психоактив-
ными веществами. С 2009 года на базе ФГБОУ ВО ПГФА 
работает экспериментальная микробиологическая ла-
боратория, имеющая лицензию на работу с микроор-
ганизмами 3–4  группы патогенности. В 2000 году на 
базе подготовительного отделения был открыт новый 
факультет – факультет довузовской подготовки мо- 
лодежи (ФДПМ). Первым деканом стала В. М. Томило- 
ва (2000–2016  г.)1. При создании факультет его руко-
водители поставили своей целью обобщить и про- 
анализировать весь ранее накопленный вузом опыт 
профориентационной работы по привлечению аби-
туриентов к профессии провизора. Сотрудники орга-
низуют работу фармацевтических классов, летние ла-
геря для абитуриентов. ФДПМ ПГФА первым в крае 
создали методики и организовал проведение уро-
ков-проб. Регулярно проводятся мероприятия с моло-
дежью, их знакомят с фармацевтическими специаль-
ностями, академией и научной деятельностью: День 
науки, конференции, олимпиады, экскурсии, дни от-
крытых дверей, лагерь «Юный провизор».

С 2017 года в академии проводится набор на обу- 
чение по программам среднего профессионально-
го образования по специальности 33.02.01 «Фарма-
ция». В последующие годы ПГФА возглавляли Е. В.  Ор- 
лова, д. фарм. н., профессор; А. Ю. Турышев, к. фарм. н.  
С 2020 года ректором вуза является В. Г. Лужанин.

В ПГФА активно работает диссертационный со-
вет. В состав совета на данный момент входят 25  че-
ловек: 23  доктора наук (18 фармацевтических, 2  хи-
мических, 1  биологических и 2 медицинских наук); 
2 кандидата наук (1 биологических наук, 1 фармацев-
тических наук). В диссертационном совете происхо-
дят защиты диссертаций ученых практически из всех 
регионов Российской Федерации, а также гражда-
не таких стран как Сирия и Таджикистан. В Академии 
работают 4  научные школы: Совершенствование ле-
карственного обеспечения населения и медицинских  
организаций учреждений (лидер школы – А. В. Соло-
нинина), Синтез, строение, свойства и биологическая 
активность гетероциклических соединений, получен-
ных на основе оксалильных производных метилкето-
нов и циклогександикарбоновых кислот (лидер шко- 
лы В. Л.  Гейн); Разработка методик определения ле- 
карственных, наркотических, психотропных веществ 
и их метаболитов для целей фармацевтического, хи-

1 Юбилейные альбомы кафедр Пермского фармацевти-
ческого института. Архив музея ПГФА. Доступно по: https://
www.pfa.ru/index.php?option=com_content&view=article&id=
880&Itemid=866. Ссылка активна на 20.10.2022.
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мико-токсикологического анализа, фармакокинетиче- 
ских исследований и эколого-фармацевтического  
мониторинга (лидер школы: Т. Л. Малкова); Ресур-
сы, рациональное использование, экология, биоло-
гия, химический состав и интродукция дикорастущих 
лекарственных растений (лидер школы: В. Д.  Бело- 
ногова).

Благодаря усилиям ректора ПГФА В. Г. Лужани-
на был создан факультет промышленной фармации, 
его торжественное открытие состоялось 19.05.2022  г. 
в присутствии преподавателей академии, предста-
вителей краевой и городской власти и представи-
телей фармацевтического бизнеса. Факультет объе- 
динил обучающихся по направлениям подготовки:  
19.03.01  «Биотехнология» и 18.03.01 «Химическая тех- 
нология». Подготовка специалистов для промыш-
ленной фармации осуществляется по аккредито-
ванным программам в сотрудничестве с Пермскими 
фармацевтическими компаниями (НПО «Биомед» и 
«Медисорб»).

Большое значение для жизни вуза имеет воспита-
тельная работа со студентами. С первых дней своего 
существования вуз формировал спортивные секции, 
организовывал культурно массовые мероприятия. 
Даже в суровые дни войны в МФИ работали хоровой 
кружок, оркестр народных инструментов, студенты 
участвовали в спортивных соревнованиях как уровня 
вуза, так и городского масштаба, таких как эстафета 
на приз газеты «Звезда». В 1960 годы легкоатлетиче-
ская команда ПФИ побеждала на областных соревно-
ваниях, существовала гимнастическая секция, студен-
ты и преподаватели ПФИ ходили в походы вместе со 
студентами медицинского института. В 1967 году соз-
дается баскетбольная команда института (тренер  
В.И.  Козадаев). В 70 работали легкоатлетическая  
секция, лыжная, команда стрелков. Начиная с 1968/ 
1969  года женская баскетбольная команда неизмен-
но завоевывала первые мест в соревнованиях на зва- 
ние чемпиона города, области, спартакиад города и 
области, а с 1969 года успешно выступала в сорев-
нованиях республиканского и союзного масштаба. 
В 1967 году был открыт первый палаточный спор-
тивный лагерь для студентов ПФИ в с.  Ильинское на 
59  мест. В 1973  году был построен спортивный ла- 
герь «Провизор», сначала на 40 человек, а затем чис-
ло мест увеличилось до 120. За период 60-е  годы –  
начало девяностых в лагере отдохнуло более 
4000  студентов. В 60 годах работал хор, танце-
вальный ансамбль. В 1970 годы – хор, танцеваль-
ный ансамбль, в 70 – создается ансамбль баянистов, 
вокальный ансамбль «Алена», самый известный и по- 
пулярный среди студентов и жителей городов ВИА 
«Виола». Студенты ежегодно участвуют в театраль-
ных веснах города Перми с 1957 года. Важной вехой  
в истории студенческой жизни нескольких поколе-
ний студентов нашего вуза было создание строи-
тельных отрядов. Первые отряды были направлены 

на освоение целины, свои воспоминания об этих го-
дах записали: В. И. Панцуркин, М. А. Чиркова, А. Е.  Ре-
шетилов, Л. В.  Сухих. С 1963 года появились стройот-
ряды, которые работали не только в строительной 
сфере. На базе ПФИ были сформированы такие от-
ряды как Магистраль и Уралочка (отряды проводни-
ков), Арника и Парма работали в сельском хозяйстве, 
Формика, Целинник и Строитель (в области строи-
тельства), Амика (торговый отряд)1. На постоянной 
основе, бесплатно для студентов в академии всегда 
работали коллективы художественной самодеятель-
ности: вокальный, танцевальный. Традиционными 
в академии стали такие мероприятия, как: посвяще-
ние в студенты, вечер выпускников, межвузовские 
праздники («Мисс Фармация»). Итогом работы всех 
коллективов художественной самодеятельности яв-
ляется межвузовский фестиваль «Студенческая кон-
цертно-театральная весна». Праздничные мероприя-
тия различной тематики проводится общежитии № 1, 
в которых активно участвуют иностранные студен-
ты. Благодаря усилиям кафедры физического воспи- 
тания в ПГФА активно развивается туризм, подготов- 
лены футбольные команды. В 2019  году команда по 
черлидингу достойно выступила на чемпионате мира 
в США. Студенты активно участвуют в легкоатлетиче-
ских кроссах. 

Основой для формирования научных исследо-
ваний, работы в научно-педагогической деятельно-
сти сотрудников вуза, обеспечении учебными и ме-
тодическим материалами студентов вуза является 
самоотверженная работа библиотеки ПГФА. Гордо-
стью вуза является «Редкий книжный фонд» библио- 
теки, включающий две тысяч изданий на русском, 
английском, немецком, французском языках с кон-
ца XVIII  века по 20-е годы XX века. В годы война биб- 
лиотека собирала и отправляла на освобожден-
ные территории страны книги для местных библи-
отек, в настоящее время она является организато-
ром множество мероприятий воспитательного и 
культурно-образовательных направлений. Слажен-
ная работа руководителей и сотрудников вуза соз-
дает преемственность в учебной и научной работе,  
высвечивает ценности, рождает идеи для работы, в 
конечном итоге создает фармацевтических специа-
листов высокого уровня.

Проведен анализ деятельности Пермской госу-
дарственной фармацевтической академии. Собран и 
проанализирован большой фактографический мате-
риал по таким разделам, как: руководство вузом, раз- 
витие материально-технической базы, формы обуче-
ния студентов, направления научных исследований, 
воспитательная работа студентов и другие.

1 Воспоминания участников строительных отрядов. 
Архив музея ПГФА. Доступно по: https://www.rea.ru/ru/org/
affiliates/studsovet/Pages/history_SO.aspx. Ссылка активна на 
20.10.2022.
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Мероприятия
Events

Информационная статья / Informational article

27 сентября в рамках форума OpenBio состоялся круглый стол,  
посвященный ранней разработке лекарственных средств в РФ –  
фармразработка: нулевая фаза
В рамках круглого стола эксперты обсудили существующие в нашей стране возможности для ранней разработки ЛС, поделились 
с какими сложностями сталкиваются разработчики и предложили варианты преодоления существующих барьеров.

A Round Table Devoted to the Early Phase  
of Pharmaceutical Development was Held in Novosibirsk  
as a Part of OpenBio-2022 Forum
Experts discussed current opportunities for pharmaceutical development in our country, discussed actual difficulties and the ways for 
overcoming it.

В рамках круглого стола эксперты обсудили су-
ществующие в нашей стране возможности для ран-
ней разработки ЛС, поделились с какими сложностя- 
ми сталкиваются разработчики и предложили вариан-
ты преодоления существующих барьеров.

Текущая геополитическая ситуация формирует  
новые вызовы и провоцирует на более активный по-
иск необходимых решений. Отрасль столкнулась с 
рядом проблем – это и сворачивание клинических 
исследований иностранными фармацевтическими 
компаниями, трудности с логистикой фармацевтиче-
ских субстанций, оборудования для их производства, 
расходных материалов, комплектующих. Все эти во-
просы требуют ответных действий со стороны отрасли.

Так, Иванов Роман Алексеевич, проректор по  
научно-технологическому развитию Университета 
«Сириус», директор центра трансляционной медици-
ны, рассказал про платформенное решение для бы-
строго реагирования на биологические угрозы. 

Предлагается разработать унифицированную био- 
технологическую производственную платформу, по-
зволяющую сократить время на разработку и внедре-
ние в производство разрабатываемых биотехнологи-
ческих препаратов, масштабирование производства, 
облегчающую трансфер технологий на новые произ-
водственные площадки, а также позволяющую стан-

дартизовать номенклатуру используемого сырья и 
материалов.

Модульный характер производственной платфор-
мы должен обеспечивать быструю сборку отдельных 
блоков чистых помещений со стандартным набором 
оборудования, соответствующих этапам технологи-
ческого процесса, подключение модульных конструк-
ций к инженерным сетям на заранее подготовленных 
площадках. Он также должен обеспечивать возмож-
ность замены в модулях того или иного оборудова-
ния или добавления модулей, специфичных для про-
цесса производства отдельных видов лекарственных 
препаратов, а также возможность быстрого кратного 
увеличения производственных мощностей.

Шурыгин Михаил Геннадьевич, д. м. н., дирек- 
тор по науке и инновационной деятельности АО «Фар-
масинтез» привел пример эффективного взаимодейст- 
вия между наукой и бизнесом в западных фармацев-
тических компаниях. Михаил Геннадьевич отметил, 
что вопросы разработки препаратов должны быть  
вынесены за пределы фарм. компании, что позво-
лит существенно снизить затраты на разработку ин-
новационных ЛС и повысить рентабельность произ-
водства, а также откроет дорогу инновациям в нашей  
стране, что, безусловно, является стратегически зна-
чимой задачей на сегодняшний день.
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Спикеры единогласно отметили существующий 
на сегодня разрыв между наукой и бизнесом. Подав- 
ляющее большинство идей, рождающихся в стенах 
научно-исследовательских институтов, так и остают- 
ся на бумаге по ряду причин – это и гонка за коли- 
чеством публикаций в научных журналах, а не даль-
нейшая реализуемость разработки и заинтересо-
ванность в ней индустриального партнера. Это и 
серьезный разрыв в технологическом оснащении на-
учно-исследовательских лабораторий, что приводит  
к невозможности масштабировать разработанную 
технологию в промышленное производство. Это за-
частую незнание патентного законодательства и не 
готовность авторов получать патенты на разработки. 
Все вышеперечисленные причины приводят к тому, 
что все без исключения фармацевтические компании 
в нашей стране вынуждены иметь собственные R&D 
подразделения, занимающиеся разработками новых 
препаратов. Это проблема, которая требует решения 
на законодательном уровне, и сопряжена с глобаль-
ной сменой ориентиров при постановке научно-ис-
следовательских задач.

Директор Института трансляционной медицины 
и биотехнологии Сеченовского Университета, Тара-
сов Вадим Владимирович, д. фарм. н. в свою очередь 
поделился решением для оценки привлекательности 
научной разработки для бизнеса. Специалисты Сече-
новского университета разработали обучающий курс 
для молодых ученых, в рамках которого разработ-
чикам предоставляют механизмы для самостоятель-
ной оценки привлекательности своей разработки. 
Это позволит молодым ученым еще на старте оце-
нить инвестиционную привлекательность проекта, и 
скорректировать направление движения или вовсе 
отказаться от дальнейшей реализации проекта ввиду 
нецелесообразности. 

Закирова Светлана Анатольевна, заместитель 
Генерального директора по разработкам и иссле-
дованиям, член Правления «Нанолек» представила 
взгляд на проблему со стороны производителя фар-
мацевтических препаратов. Компания «Нанолек» де-
лает ставку на собственные разработки и уже объявила 
план инвестировать в производство полного цик- 
ла на заводе в Кировской области и R&D центр в  
Москве. Компания начала работать над тем, чтобы за- 
ранее обеспечить людям защиту от новых инфекций  
и социально значимых заболеваний (онкологические,  
орфанные). «Производство полного цикла и R&D  – 
это большие и долгосрочные инвестиции. Но важ-
но не забывать, что есть много других инфекций, 
помимо Covid-19, которые могут пошатнуть стабиль-
ность мирового порядка», – отметила в своем докла-
де Светлана Анатольевна. В 2020 году на «Нанолек»  
пришлось 20 % от государственных закупок вакцин, 
входящих в НКПП  – национальный календарь педиат- 
рических прививок. Всего государство потратило на 
вакцины для календаря 26,6 млрд руб., из них на вак- 
цины производства «Нанолек» около 5,4 млрд руб.

Прокофьев Александр Владимирович, руко-
водитель отдела разработки продукта, департамен-
та разработки генотерапевтических препаратов, 
BIOCAD поделился опытом и достижениями рос-
сийской биофармацевтической компании BIOCAD в  
части разработки генотерапевтических препаратов 
на основе AAV. Компания BIOCAD с 2016 г. активно 
занимается разработкой собственных генотерапев-
тических препаратов на основе rAAV. На данный мо-
мент в компании созданы все необходимые платфор-
менные технологии для создания подобного класса 
препаратов. На сегодняшней день в генотерапев-
тическом пайплайне компании BIOCAD уже есть не-
сколько препаратов, которые успешно прошли цикл 
ранней разработки. Так, например, недавно было по-
лучено разрешение на проведение 1 фазы клиниче-
ских исследований генотерапевтического препара-
та на основе AAV для лечения спинальной мышечной 
атрофии (СМА). Также компания завершила докли-
нические исследования препарата на основе AAV 
для терапии гемофилии B и готовит документы для 
получения разрешения на проведение клинических 
исследований.

Завершал сессию доклад Архипова Сергея Гри-
горьевича, к. х. н., старшего научного сотрудника 
ЦКП  СКИФ. Сергей Григорьевич представил уникаль-
ную в России и одну из немногих в мире разработку 
новосибирских ученых. 

Центр коллективного пользования «Сибирский 
кольцевой источник фотонов» Института катализа 
СО РАН – проект класса «мегасайенс» с синхротроном 
поколения «4+», который строится в новосибирском 
наукограде Кольцово.

Уникальные характеристики нового синхротро-
на позволят проводить передовые исследования с 
яркими и интенсивными пучками рентгеновского из- 
лучения во множестве областей — химии, физике, ма-
териаловедении, биологии, геологии, гуманитарных 
науках. Также СКИФ поможет решить актуальные за-
дачи инновационных и промышленных предприятий.

Подводя итог, модератор сессии Кульджанова  
Наталья Вячеславовна, директор научно-произ-
водственного журнала «Разработка и регистрация  
лекарственных средств» отметила: «В нашей стране 
есть как интересные разработки, так и ресурсы для  
решения такой стратегически важной задачи, как ле-
карственная независимость. Безусловно это дли-
тельная и трудоемкая задача, требующая перестрой-
ки многих привычных и отлаженных процессов, это,  
своего рода, выход из зоны комфорта, что по итогу 
сделает нас сильнее и независимее». 

Девятый форум наук о жизни OpenBio прошел 
в наукограде Кольцово Новосибирской области 27–
30  сентября. В работе научной конференции и дело-
вого форума приняли участие более 5 тыс. человек. 
На OpenBio-2022 работали 800 офлайн-участников, 
4500  человек присоединились к площадкам онлайн. 
На мероприятии работали специалисты из 55 регио-
нов России и 14 стран мира.

Мероприятия
Events



22 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2022. Т. 11, № 4, приложение 1
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2022. V. 11, No. 4, supplement 1

Поиск и разработка новых лекарственных средств
Research and development of new drug products

https://doi.org/10.33380/2305-2066-2022-11-4(1)-22-26
УДК 615.012.01

Оригинальная статья / Research аrticle

Антигипоксическая активность 2,5-диарил-8,8-диметил-3,6,7,8- 
тетрагидро-2Н-пиридо[4,3,2-de]хиннолин-3-онов
С. С. Зыкова1, К. В. Намятова1, К. Л. Ганькова1, Е. А. Лысцова2, Т. В. Шаврина2, С. Н. Шуров2

1 ФГБОУ ВО «Пермская государственная фармацевтическая академия» Министерства здравоохранения Российской Федерации (ФГБОУ ВО ПГФА Минздрава России), 614990, Россия,
г. Пермь, ул. Полевая, д. 2
2 ФГАОУ ВО «Пермский государственный национальный исследовательский университет» (ПГНИУ), 614990, Россия, Пермь, ул. Букирева, д. 15
 Контактное лицо: Зыкова Светлана Сергеевна. E-mail: zykova.sv@rambler.ru

ORCID: С. С. Зыкова – https://orcid.org/0000-0002-7395-4951; К. В. Намятова – https://orcid.org/0000-0001-7529-9746; К. Л. Ганькова – https://orcid.org/0000-0002-7605-6129; 
               Е. А. Лысцова – https://orcid.org/0000-0003-0453-0589; Т. В. Шаврина – https://orcid.org/0000-0001-8734-8621; С. Н. Шуров – https://orcid.org/0000-0002-6293-9246.

Статья поступила: 07.10.2022             Статья принята в печать: 09.11.2022             Статья опубликована: 27.12.2022

Резюме
Введение. Состояние гипоксии, вызывая повреждение и гибель клеток, лежит в основе многих патологических процессов. Кроме 
того, гипоксия индуцирует состояние свободно-радикального окисления, что усиливает повреждающее действие гипоксийного 
повреждения. Это обуславливает необходимость синтеза новых соединений и создание на их основе лекарственных средств, обладающих 
антигипоксической активностью.
Цель. Целью данного исследования является синтез и исследование антигипоксической активности 2,5-диарил-8,8-диметил-3,6,7,8-
тетрагидро-2Н-пиридо[4,3,2-de]хиннолин-3-онов. 
Материалы и методы. Соединения ряда 2,5-диарил-8,8-диметил-3,6,7,8-тетрагидро-2Н-пиридо[4,3,2-de]хиннолин-3-оновбыли получены 
в результате взаимодействия 2-арил-7,7-диметил-5-оксо-5,6,7,8-тетрагидрохинолин-4-карбоновых кислот c o-толил-, п-толил-, п-фтор-, 
п-нитро-, 2,4,6-трихлор-фенилгидразинами. В результате было синтезировано 10 веществ, структура которых была подтверждена данными 
ИК- и 1Н ЯМР-спектроскопии. Изучение антигипоксической активности полученных соединений проводилось на модели нормобарической 
гипоксии с гиперкапнией («баночной» гипоксии). 
Результаты и обсуждение. Изученные соединения неодинаково влияют на продолжительность жизни мышей в условиях острой 
нормобарической гипоксии с гиперкапнией. Наиболее значимо увеличивали продолжительность жизни мышей на 26,36 % и 25,64 % 
соединения IIIi и IIId соответственно, менее значительно – соединения IIIa, IIIb, IIIg, не влияли – соединения IIIc и IIIf, а соединение IIIj оказало 
прогипоксическое действие. 
Заключение. Выявлены соединения с антигипоксической активностью. Таким образом, дальнейшие синтез и изучение 2,5-диарил-8,8-
диметил-3,6,7,8-тетрагидро-2Н-пиридо[4,3,2-de]циннолин-3-онов целесообразны. 

Ключевые слова: 2,5-диарил-8,8-диметил-3,6,7,8-тетрагидро-2Н-пиридо[4,3,2-de]хиннолин-3-оны, антигипоксическая активность, 
трициклические гетероциклы, нормобарическая гипоксия, гиперкапния.
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Abstract
Introduction. The state of hypoxia, causing damage and cell death, underlies many pathological processes. In addition, hypoxia induces a state 
of free radical oxidation, which enhances the damaging effect of hypoxic damage. This necessitates the synthesis of new compounds and the 
creation on their basis of drugs with antihypoxic activity.
Aim. The aim of this study is the synthesis and study of the antihypoxic activity of 2,5-diaryl-8,8-dimethyl-3,6,7,8-tetrahydro-2Н-pyrido[4,3,2-de]
quinnolin-3-ones.
Materials and methods. Compounds of the 2,5-diaryl-8,8-dimethyl-3,6,7,8-tetrahydro-2H-pyrido[4,3,2-de]quinnolin-3-ones series were obtained 
as a result of the interaction of 2-aryl-7,7-dimethyl-5-oxo-5,6,7,8-tetrahydroquinoline-4-carboxylic acids c o-tolyl-, p-tolyl-, p-fluoro-, p-nitro-,  
2,4,6 -trichlorophenylhydrazines. As a result, 10 substances were synthesized, the structure of which was confirmed by IR and 1H NMR spectroscopy.
The study of the antihypoxic activity of the obtained compounds was carried out using the method of normobaric hypoxia with hypercapnia 
(«hypoxia in a jar»). 
Results and discussion. The studied compounds have different effects on the lifespan of mice under conditions of acute normobaric hypoxia 
with hypercapnia. Compounds IIIi and IIId, respectively, increased the lifespan of mice most significantly by 26.36 % and 25.64 %, respectively, 
compounds IIIa, IIIb, IIIg were less significant, compounds IIIc and IIIf had no effect, and compound IIIj had a prohypoxic effect. 
Conclusion. Compounds with the most pronounced antihypoxic and antioxidant properties have been identified. Thus, further synthesis and 
study of 2,5-diaryl-8,8-dimethyl-3,6,7,8-tetrahydro-2H-pyrido[4,3,2-de]cinnolin-3-ones is reasonable.

Keywords: antioxidants, hypoxia, oxidative stress, 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, chemistry techniques, synthetic.
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ВВЕДЕНИЕ
Гипоксия, возникающая в  результате острых со-

стояний, представляет собой патологический процесс, 
результатом которого является повреждение и гибель 
клеток. Наиболее подверженными гипоксическому 
повреждению являются клетки мозга [1], клетки под-
желудочной железы [2], кардиомиоциты [3].

Острая гипоксия приводит к  гипоксическому по-
вреждению. Периодически возникающая гипоксия 
запускает механизмы адаптации, способствует фор-
мированию компенсаторных механизмов. Далее при 
восстановлении нормального кровообращения в ише-
мизированных тканях возникает явление реперфузии, 
которое сопровождается гиперпродукцией свобод-
ных радикалов, повреждающих мембраны клеток моз-
га, печени, сердца, поджелудочной железы [4, 5].

В ситуации реперфузии роль антиоксидантов  
заключается в  связывании радикалов. Такие соеди- 
нения называют «scavengers» от  англ. — «сборщика-
ми» радикалов [6]. В  современной фармакокоррек-
ции гипоксических состояний антиоксиданты зани-
мают значительное место: мексидол [7], янтарная 
кислота [7], кокарбоксилаза [8], и  др. Это обуславли-
вает необходимость создания новых соединений, 
обладающих антиоксидантной активностью. Поиск 
соединений, обладающих антиоксидантной активно-

стью в  ряду трициклических гетероциклов является 
актуальным [9].

Как правило, антигипоксическая активность свя-
зана с  антиоксидантной активностью, поскольку ги-
поксия индуцирует развитие окислительного стрес- 
са [10, 11].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Синтетическая часть

Изученные 2,5-диарил-8,8-диметил-3,6,7,8-тетра-
гидро-2Н-пиридо[4,3,2-de]хиннолин-3-оны (IIIa-j) были 
получены в  результате взаимодействия 2-арил-7,7-ди-
метил-5-оксо-5,6,7,8-тетрагидрохинолин-4-карбо-
новых кислот (Ia-d) [12] c o-толил-(IIa), п-толил-(IIb), 
п-фтор-(IIc), п-нитро-(IId), 2,4,6-трихлор-(IIe) фенилгид- 
разинами (рисунок 1).

Пиридоциннолины (IIIa-j) представляют собой 
бесцветные или слабоокрашенные кристаллические  
вещества, растворимые в ДМФА и ДМСО. Выходы  
и температуры плавления 2,5-диарил-8,8-диметил- 
3,6,7,8-тетрагидро-2Н-пиридо[4,3,2-de]циннолин-3- 
онов (IIIa-j) приведены в таблице 1.

Строение синтезированных соединений под-
тверждено данными ИК- и 1Н ЯМР-спектроскопии. 
Так в ИК-спектрах пиридоциннолинов  IIIa-j наиболее 
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характеристичной является полоса валентных ко- 
лебаний связи С3=О в  области 1660–1680  см-1. В 
спектрах 1Н  ЯМР наряду с сигналами протонов аро-
матических колец и  метильных групп в  соединениях 
IIIa, b, f, h, I присутствуют синглеты 6 протонов двух 
метильных групп при С8 (1,10–1,12  м.д.), метилено-
вых групп С9Н2 (2,78–2,81  м.д.), С7Н2 (3,08–3,10  м.д.) и 
винильного протона С4Н (8,37–8,44) м.д. Указанные 
спектральные характеристики соответствуют ранее 
опубликованным данным для структурно близких 
соединений [13].

Таблица 1. Выходы, температуры плавления  
соединений IIIa-j

Table 1. Yields, melting points of compounds IIIa-j

Соединение
Compound

R Ar’
Выход, %

Product 
exit, %

Тmelt., ºС

IIIa п-CH3 о-CH3C6H4 50 162–163

IIIb п-CH3 п-CH3C6H4 58 200–201

IIIc п-CH3 п-FC6H4 48 209–210

IIId п-CH3 п-NO2C6H4 89 269–270

IIIe п-CH3 2,4,6-Cl3C6H2 91 156–157

IIIf п-Br о-CH3C6H4 60 217–218

IIIg п-Br п-FC6H4 61 247–248

IIIh п-Cl о-CH3C6H4 54 204–205

IIIi п-Cl п-CH3C6H4 60 232–233

IIIj п-Cl 2,4,6-Cl3C6H2 92 184–185

Экспериментальная химическая часть

ИК-спектры записаны на  фурье-спектрометре  
Spectrum  Two (PerkinElmer, США) в  вазелиновом 
масле. Спектры 1Н ЯМР сняты на спектрометре Bruker 
Avance IIIHD в  ДМСО-d6, рабочая частота 400  МГц 
(внутренний стандарт  – остаточный сигнал от  дей-

терорастворителя). Элементный анализ проводили 
на  приборе LECO CHNS-932 (LECO, США). Температу-
ры плавления определяли на  приборе SMP40 (Bibby 
Scientific, Великобритания).

Общая методика синтеза 2,5‑дизамещенных 8,8‑ 
диметил‑3,6,7,8‑тетрагидро‑2Н‑пиридо[4,3,2‑de]
циннолин‑3‑онов. Смесь 0,005  моль замещенного  
гидразина и  0,003  моля 2-арил-5-оксо-5,6,7,8-тетра- 
гидрохинолин-4-карбоновой кислоты в  20  мл этано- 
ла кипятили в течение 1,5 ч. После охлаждения реак-
ционной массы до  0  °C выпавший в  осадок продукт 
реакции  III отфильтровали и  перекристаллизовали 
из подходящего растворителя.

Экспериментальная фармакологическая часть

Нормобарическая гипоксия с  гиперкапнией изу-
чалась на  75  белых беспородных мышах-самцах, на-
ходящихся на  стандартном рационе вивария, мас-
сой 18,0–22,0  г с  разрешения этического комитета 
ПГФА. В  каждую группу брали 5–6  мышей. Изучено 8 
2,5-диарил-8,8-диметил-3,6,7,8-тетрагидро-2Н-пиридо 
[4,3,2-de]циннолин-3-онов, отличающихся природой 
заместителей у атомов азота N2 и углерода С5.

Исследуемые соединения в  виде суспензии вво-
дили однократно внутрибрюшинно в  дозе 50  мг/кг 
за  30  минут до  помещения животного в  модельные 
условия. Препаратами сравнения были выбраны ян-
тарная кислота (ч.д.а., серия 44, дата производства 
10.10.18) и  этилметил-6-пиридоксина сукцинат (Мек- 
сидол®, сер. 1661221, годен до  01.25). Контролем вы- 
ступает группа животных, которым вводили только 
растворитель – 2 % раствор крахмала.

Гипоксию моделировали, помещая животных 
в  камеры из  прозрачного стекла одинаковой формы 
с  герметично закрывающимися крышками объемом 
250 мл. Отсчет времени проводили с момента герме-

Рисунок 1. Схема синтеза 2,5-диарил-8,8-диметил-3,6,7,8-тетрагидро-2Н-пиридо[4,3,2-de]циннолин-3-онов

Figure 1. Scheme for the synthesis of 2,5-diaryl-8,8-dimethyl-3,6,7,8-tetrahydro-2Н-pyrido[4,3,2-de]cinnolin-3-ones
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тизации банок. Антигипоксический эффект оценива-
ли по  продолжительности жизни мышей в  сравнении 
с  контролем [14]. Регистрировали продолжительность 
жизни в минутах [15].

Полученные данные обрабатывали с  помощью 
пакета GraphPad PRISM 8.0 (GraphPad Software  Inc., 
США) с  подсчетом t-критерия Стьюдента для незави-
симых выборок. Данные считались достоверными при 
p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Изученные соединения неодинаково влияют на  

продолжительность жизни мышей в  условиях острой 
нормобарической гипоксии с  гиперкапнией (таб- 
лица 2).

Таблица 2. Влияние соединений на продолжительность  
жизни мышей в условиях острой гипоксии с гиперкапнией

Table 2. The effect of compounds on the lifespan  
of mice under conditions of acute hypoxia with hypercapnia

№ 
Соединения
Compounds

Продолжительность 
жизни мышей (мин)

Life span of mice 
(min)

Время жизни, % 
к контролю

Lifetime, % to 
control

1 IIIa 33,50 ± 1,12 6,91

2 IIIb 37,00 ± 1,87 20,92*

3 IIIc 28,40 ± 2,17 –1,39

4 IIId 36,75 ±2,28 25,64

5 IIIf 30,50 ± 0,87 –0,33

6 IIIg 32,25 ± 1,78 10,26

7 IIIi 38,67±1,70 26,36*

8 IIIj 26,50±1,50 –7,02

9.
Янтарная 
кислота
Succinic acid

49,27 ± 1,18 68,43

10.
Мексидол®
Mexidol®

22,23 ± 0,85 10,51

Примечание. * Соответствует p < 0,05.

Note. * Corresponds to p < 0.05.

Наиболее значимо увеличивали продолжитель-
ность жизни мышей на  26,36 и  25,64 % в  условиях 
острой нормобарической гипоксии с  гиперкапнией  
соединения  IIIi и  IIId, соответственно. Менее значи-
тельно увеличивали продолжительность жизни мы-
шей соединения  IIIa, IIIb, IIIg, не влияли – соединения 
IIIc и  IIIf, а  соединение  IIIj оказало прогипоксическое  
действие.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, по  результатам проведенных экс-

периментов обнаружены вещества, обладающие вы-
раженной антигипоксической активностью  – IIIi и 

IIId. По этой причине целесообразны дальнейшие син-
тез и изучение 2,5-диарил-8,8-диметил-3,6,7,8-тет- 
рагидро-2Н-пиридо[4,3,2-de]циннолин-3-онов как по- 
тенциально перспективных антигипоксантов и анти- 
оксидантов.
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Резюме
Введение. Современная терапия констатирует окислительный стресс как одно из ключевых звеньев патогенеза целого ряда заболеваний, 
что делает поиск новых низкомолекулярных антиоксидантов актуальным [1]. Распространенные методики несовершенны, поскольку 
отражают реакционную способность пробы в искусственных условиях [2–4]. Предлагаемая методика применения биосенсора «Эколюм» 
позволяет сохранить преимущества in vitro методик и повысить точность определения путем использования биологических реакций 
клеток [5, 6]. 
Цель. Исследование антирадикальной и антиоксидантной активности 2-аминопирролов с применением методик in vitro, квантово-
химических расчетов.
Материалы и методы. Ранее получены производные 2-аминопирролов. Исследование антирадикальной активности соединений 
осуществлялось с помощью теста ДФПГ (2,2-дифенил-1-пикрилгидразил). Антиоксидантная активность оценивалась на модели 
окислительного стресса с использованием биосенсора «Эколюм». Квантово-химические расчеты для оценки электронных параметров 
молекул проводились в газовой фазе. 
Результаты и обсуждение. Данные теста антиоксидантной активности свидетельствуют о более выраженном антиокислительном 
потенциале вещества 2a, поскольку его применение вызвало значительное снижение уровня стресса клеточной культуры по сравнению 
с веществом 2b. Тестирование антирадикальной активности соединений выявило больший антирадикальный потенциал вещества 2b, что 
раскрывает тезис авторов об ограниченности распространенных методик исследования антиоксидантов. Квантово-химические расчеты 
показали, что соединение 2b характеризуется более высоким значением потенциала ионизации, что может свидетельствовать о его 
большей стойкости к окислению, по сравнению с 2а.
Заключение. Исследование антирадикальной и антиоксидантной активности 2-аминопирролов показало актуальность разработки 
методики для поиска новых антиоксидантов, поскольку тест антирадикальной активности не отразил воздействие 2-аминопирролов 
на культуру биосенсора. Применение квантово-химических расчетов позволило оценить реакционную способность исследуемых 
соединений. 

Ключевые слова: антиоксиданты, культура клеток, компьютерная симуляция, Escherichia coli, окислительный стресс, DFT-расчеты
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Abstract
Introduction. Modern therapy defines oxidative stress as one of the key links in the pathogenesis of different diseases, which makes the search 
for new low molecular weight antioxidants actual [1]. The widely used methods are imperfect, since they reflects reactivity of the sample under 
artificial conditions [2–4]. The proposed technique of using the "Ecolum" biosensor makes it possible to preserve the advantages of in vitro methods 
and improve the accuracy of determination through the use of biological reactions of cells [5, 6].
Aim. Studying of the antiradical and antioxidant activity of 2-aminopyrroles, using in vitro methods and quantum-chemical calculations.
Materials and methods. Earlier, derivatives of 2-aminopyrroles were obtained. Antiradical activity of the compounds was studied using the 
DPPH test (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl). Antioxidant activity was evaluated on the model of oxidative stress using the «Ecolum» biosensor. The 
calculation data of the indices of reactivity in the approximation of the gas phase were obtained using quantum-chemical methods. 
Results and discussion. The antioxidant activity test indicated a higher antioxidant potential of 2a, compared to 2b. Antiradical activity test 
revealed a greater antiradical potential of 2b. Quantum-chemical calculations showed that 2b is characterized by a higher ionization potential, 
which may indicate its greater resistance to oxidation compared to 2a.
Conclusion. The study of the antiradical and antioxidant activity of 2-aminopyrroles showed the importance of developing a methodology for the 
search for new antioxidants, because of antiradical activity test deviations, compared to living cell reactions.
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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. Nazim M. Igidov, Kseniya L. Gankova synthesized compounds. Svetlana S. Zykova, Maxim V. Shustov studied the 
activity of compounds in vitro, Sophia S. Borisevich, Margarita G. Ilyina carried out quantum chemical calculations.

Funding. The study was carried out with the financial support of the Perm Scientific and Educational Center "Rational Subsoil Use", 2022.

For citation: Zykova S. S., Gankova K. L., Shustov M. V., Igidov N. M., Borisevich S. S., Ilyina M. G. Study of antioxidant activity and quantum-chemical 
calculations of 2-aminopyrroles. Drug development & registration. 2022;11(4–1):27–30. (In Russ.) https://doi.org/10.33380/2305-2066-2022-11-4(1)-27-30

ВВЕДЕНИЕ
Современная терапия констатирует окислитель-

ный стресс как одно из  ключевых звеньев патогене-
за целого ряда заболеваний, что делает поиск новых 
низкомолекулярных антиоксидантов актуальным  [1]. 
Широко используемые методики определения анти-
оксидантной активности рассматривают оценку анти- 
оксидантного потенциала на  основе одной химиче-
ской реакции, что позволяет ускорить процесс опре-
деления и  эффективно сравнивать в  рамках метода 
различные соединения, однако, фактически резуль-
тат отражает лишь реакционную способность пробы 
в  определенных, сугубо искусственных условиях  [2–4]. 
Нами предложена методика применения биосенсо-
ра «Эколюм», представляющего собой культуру E. сoli,  
обладающую биолюминесценцией, зависящей от ток-
сического воздействия на  биосенсор, при определе-
нии антиоксидантного потенциала соединений путем 
воздействия на  культуру биосенсора исследуемого 
вещества и  раствора перекиси водорода. Примене-
ние биосенсора позволяет сохранить преимущест- 
ва  in  vitro методик и  повысить точность определения 
за  счет использования биологических реакций кле-
ток, расширяя спектр изучаемых механизмов антиок-
сидантной активности [5, 6]. При разработке нового 
метода определения антиоксидантной активности in 
vitro использовались результаты ДФПГ-теста антира-
дикальной активности для определения сходимости 
с  результатами классических in vitro тестов антиокси-
дантной активности, а  также квантово-химические 
расчеты, позволяющие оценить реакционную способ-
ность соединений в  биологических системах за  счет 
определения физико-химических параметров мо-

лекулы. Исследование антиоксидантной и  антиради- 
кальной активности 2-аминопирролов дополняет  
актуальность исследования, поскольку позволяет рас- 
крыть возможности перспективной группы ве-
ществ-цитостатиков, действие которых на  опухоле- 
вую ткань может быть дополнено нарушением патоло-
гического баланса свободных форм кислорода [7–10].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Синтетическая часть

Для проведения данного исследования были по-
лучены производные 2-аминопирролов (рисунок 1).

К раствору 1,71  г (0,005  моль) N-[5-(нафталин- 
2-ил)-2-оксофуран-3 (2  Н)-илиден]бензогидразида в  
40 мл безводного толуола добавляли 0,56 г (0,005 моль) 
этилового эфира или 0,42  г (0,005  моль) амида циа-
нуксусной кислоты, и 0,5 г (0,005 моль) триэтиламина. 
Полученную смесь нагревали в  течение 30–120  мин, 
затем охлаждали до  0 °C. Осадок отфильтровыва-
ли и  перекристализовывали из  этанола (2а), из  мета- 
нола (2b).

Фармакологическая часть

Антирадикальную активность исследовали с  по-
мощью метода связывания стабильного радикала 
2,2-дифенилпикрил-1-гидразилом (ДФПГ или DPPH), 
связывание радикалов которого исследуемыми со-
единениями определяли по  величине оптической 
плотности, которую устанавливали спектрофотомет- 
рически. Концентрация ДФПГ в  96%-м этаноле состав-
ляла 6,5 × 10–5  M. В  кювету СФ-2000 объемом 3  мл  
добавляли смесь 10  мкл раствора исследуемого ве-
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щества в  диметилсульфоксиде (ДМСО) (1  мМ в  1  мл), 
1  мл ТРИС-буферного раствора, 1  мл этанола 95 %.  
После измерения оптической плотности исследуемо-
го вещества при длине волны 517 нм к смеси добав-
ляли 1 мл раствора ДФПГ, перемешивали и выдержи-
вали в  темном прохладном месте в  течение 30  минут, 
после чего проводили повторное измерение оптиче-
ской плотности. Ингибирующий эффект рассчитыва-
ли по формуле:

Q = 100 (D0 – Dx)/D0, (1)

где D0  – оптическая плотность контрольного раство-
ра ДФПГ; Dx  – оптическая плотность раствора ДФПГ 
в  присутствии исследуемого вещества либо раство-
ра эталона сравнения за  вычетом оптической плот-
ности раствора, измеренной до  добавления ДФПГ. В 
качестве эталона сравнения использовался тролокс 
(Trolox) – водорастворимая форма витамина Е (Sigma-
Aldrich, США).

Ингибирование флуоресцентной активности при 
окислительном стрессе биосенсора «Эколюм» в  при-
сутствии перекиси водорода проводилось с  исполь- 
зованием ридера для микропланшет Synergy™ H1 
(BioTek, США). В  лунку 96-луночного планшета поме- 
щались 100 мкл. среды ГРМ № 3 (ФБУН ГНЦ ПМБ, Рос-
сия), 50  мкл. культуры клеток биосенсора «Эколюм», 
25 мкл раствора исследуемого вещества в ДМСО (5 мг 
вещества растворялось в 1 мл ДМСО), либо контроль-
ный объем ДМСО, а также 25 мкл 3 % раствора пере-
киси водорода. Определение флуоресценции прово-
дили после экспозиции 40 мин при температуре 37 ºС  
при длине волны возбуждения 490 нм и длине волны 
флуоресценции 585  нм. Определялось среднее зна-
чение трех повторностей, полученные значения ис-
пользовались в формуле:

ИФА = (X1 – X2)/X1 × 100 %, (2)

где Х1  – флуоресценция лунки контроля ДМСО; Х2  – 
флуоресценция лунки с исследуемым веществом.

Квантово‑химическая часть

Все квантово-химические расчеты проводились 
на  кластерном суперкомпьютере Уфимского инсти-
тута химии УФИЦ РАН. Использовали программное  
обеспечение Gaussian 16  rev., revision C.01, C.09 (Gaus- 

sian Inc., США). Для оптимизации и решения коле-
бательной задачи использовали метод M06–2X  [11] 
с  базисным набором cc-pVTZ  [12]. Расчеты для опре-
деления электронных параметров исследуемых со-
единений проводили в  приближении газовой фазы. 
Потенциал ионизации (IP) оценивался как разница 
в  значениях энтальпий зарытой нейтральной (close-
shell) и  открытой (open-shell) оболочек атомно-моле-
кулярных систем. Сродство к электрону (EA) похожим 
способом. Значение HOMO-LUMO gap оценивается  
как разница в  значениях сродства к электрону и  по-
тенциала ионизации. Величина энергетического зазо-
ра используется для нахождения связи между элект- 
ронной структурой и  активностью молекул, а  так-
же характеризует их донорно-акцепторные и  окис-
лительно-восстановительные свойства. Значения  IP и 
EA позволили оценить индексы реакционной способ-
ности молекул: «жесткость», «мягкость» и  значения  
электроотрицательности и индекса электрофильности.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Фармакологическая часть

Как видно из таблицы 1, вещества не оказали анти- 
окислительного влияния, проявив цитотоксическое 
действие. Как видно из  таблицы, вещества оказали 
умеренное антирадикальное действие.

Таблица 1. Результаты антиоксидантной  
и антирадикальной активности  
производных 2-аминопиррола

Table 1. Results of antioxidant and antiradical activity  
of 2-aminopyrrole derivatives

№ 
Соединения
Compounds

Ингибирование 
флуоресцентной 

активности, %
Fluorescent 

activity inhibition, %

Убыль 
радикалов, %

Loss of radicals, %

1 2a 4,65 10,27
2 2b 15,09 15,84

3
Тролокс
Trolox

–0,30 43,65

Квантово‑химическая часть

Геометрические параметры соединений 2а  и  2b 
различаются природой заместителя. Вероятно, по 
этой причине практически все индексы реакцион-
ной способности молекул схожи (таблица 2). Замет-

Рисунок 1. Общий путь синтеза производных 2-аминопирролов

Figure 1. General route for the synthesis of 2-aminopyrrole derivatives
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ные различия наблюдаются лишь в значениях потен- 
циала ионизации. Большее значение IP характерно 
для 2b (на 0,22 эВ), что позволяет предположить боль-
шую стойкость к окислению.

Таблица 2. Рассчитанные значения электронных параметров  
изучаемых соединений

Table 2. Calculated values of the electronic parameters  
of the studied compounds

ID IP, eV EA, ev H-L gap η S χ ω
2a 7,82 1,35 –,47 3,24 0,15 4,59 34,02
2b 8,04 1,49 –6,55 3,28 0,15 4,76 37,16

Молекулярный электростатический потенци-
ал (MEP) [13] широко используется для предсказания  
нуклеофильных и  электрофильных сайтов, а  также 
молекулярного распознавания, поскольку молекулы 
всегда стремятся комплементарно сближаться друг 
с другом согласно величинам ESP (рисунок 2).

Для соединения 2a минимум ESP составляет 
–78,69 ккал/моль, для соединения 2b – –87,45 ккал/моль. 
Что касается максимумов на поверхности Ван-дер- 
Ваальса, здесь для 2а составляет 81,32  ккал/моль, для  
2b – 79,98 кал/моль.

ОБСУЖДЕНИЕ
Таким образом, исследуемые вещества 2a и  2b 

в  тесте антиоксидантной активности c использовани-
ем биосенсора «Эколюм» показали наличие цитоток-
сического действия, выраженного в  угнетении флуо- 
ресценции биосенсора по  сравнению с  веществом 
сравнения, однако, данные свидетельствуют о  более 
выраженном антиокислительном потенциале вещест- 
ва 2a, поскольку его применение вызвало трехкрат-
ное снижение уровня стресса клеточной культуры 
по  сравнению с  веществом 2b. Тестирование антира-
дикальной активности соединений выявило больший 
антирадикальный потенциал вещества 2b, что рас-
крывает тезис авторов о  ограниченности распростра-
ненных методик исследования антиоксидантов. Со-
гласно данным квантово-химических расчетов можно 

предположить, что реакционная способность моле-
кул 2a и 2b в целом схожая. Однако соединение 2b ха- 
рактеризуется более высоким значением потенциала 
ионизации, что может свидетельствовать об его боль-
шей стойкости к окислению, по сравнению с 2а.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Исследование антирадикальной и  антиоксидант-

ной активности 2-аминопирролов  in  vitro показало  
актуальность разработки методики для поиска но-
вых низкомолекулярных антиоксидантов, поскольку  
применение распространенных  in  vitro методик для 
скрининга не  отразило воздействие 2-аминопирро-
лов на  уровне взаимодействия с  живыми клетками, 
что свидетельствует о  протекании иных процессов,  
обуславливающих антиоксидантный потенциал образ-
цов. Квантово-химические расчеты показали возмож-
ную причину различной активности соединений.
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Рисунок 2. Локальные минимумы (на рисунке отображены, си-
ним цветом) и максимумы (на рисунке отображены красным 
цветом) электростатического потенциала (ESP) на Ван-дер-Ва-
альсовой поверхности для соединений 2a и 2b

Figure 2. Local minima (shown in blue in the figure) and maxima 
(shown in red in the figure) of the electrostatic potential (ESP) on 
the van der Waals surface for compounds 2a and 2b
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Резюме
Введение. В последние годы наблюдается нарастание фундаментального интереса к поиску эффективных, в том числе 
микробиологических, способов переработки фармацевтических отходов для получения на их основе новых биологически активных 
соединений. Полученные нами результаты показали, что продукт бактериальной деструкции парацетамола (ПБП) проявляет выраженные 
стимулирующие свойства в отношении лекарственных растений семейств Plantaginaceae, Lamiaceae, Urticaceae, Linaceae и может 
использоваться как индуктор накопления в них биологически активных веществ. 
Цель. Цель настоящей работы – исследование влияния ПБП на динамику накопления биомассы и содержание флавоноидов в цветках 
календулы лекарственной (Calendula officinalis L.), сем. Астровые (Asteraceae) в сравнении с контролем (водой) и стимулятором роста 
«Циркон».
Материалы и методы. В работе использовали ПБП, полученный на базе лаборатории алканотрофных микроорганизмов ПФИЦ УрО РАН 
(Пермь). Цветки календулы лекарственной, собранные с растений, обработанных ПБП и стимулятором роста «Циркон», использовали для 
исследования динамики накопления сухой биомассы и изменения содержания флавоноидов спектрофотометрическим методом. Для 
сравнительного анализа интенсивности прироста биомассы цветков при обработке растений данными агентами, а также для прогноза 
накопления флавоноидов применили кинетическое моделирование. 
Результаты и обсуждение. Общий сбор биомассы цветков календулы лекарственной при обработке растений ПБП увеличился на 55 %, 
а при обработке стимулятором роста «Циркон» – на 24 % по сравнению с контролем. Содержание флавоноидов в цветках при обработке 
данными агентами увеличилось на 101 и 40 % соответственно. Определены сроки начала сбора цветков календулы лекарственной в 
условиях Западного Урала: при использовании стимулятора роста «Циркон» – с 20 июля, ПБП – с 1 августа, без обработки стимуляторами 
роста – с 14 августа. Оба стимулятора увеличивают дату окончания сбора сырья на 10 суток. 
Заключение. Продукт бактериальной деструкции парацетамола оказывает выраженное стимулирующее действие на календулу 
лекарственную (Calendula officinalis L.), существенно увеличивая биомассу цветков и содержание в них флавоноидов по сравнению с 
контролем (водой) и стимулятором роста «Циркон». С применением кинетического моделирования установлены значения параметров 
скорости роста биомассы растительного сырья при обработке растений данными агентами, осуществлен прогноз накопления 
флавоноидов и обоснованы сроки сбора цветков календулы лекарственной в условиях Западного Урала.

Ключевые слова: продукт биодеструкции парацетамола, фитостимуляция, календула лекарственная (Calendula officinalis L.), флавоноиды, 
кинетическое моделирование
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Abstract
Introduction. In recent years, there has been an increase in fundamental interest in the search for effective, including microbiological, methods 
for processing pharmaceutical waste to obtain new biologically active compounds on their basis. Our results showed that the product of bacterial 
degradation of paracetamol (BDP) exhibits pronounced stimulating properties in relation to medicinal plants of the families Plantaginaceae, 
Lamiaceae, Urticaceae, Linaceae and can be used as an inducer of the accumulation of biologically active substances in them.
Aim. The purpose of this work is to study the effect of BDP on the dynamics of biomass accumulation and the content of flavonoids in the flowers 
of Calendula officinalis L., fam. Asteraceae in comparison with the control (water) and growth stimulator "Zircon".
Materials and methods. BDP obtained on the basis of the Laboratory of Alkanotrophic Microorganisms Institute of Ecology and Genetics of 
Microorganism UB RAS (Perm). Calendula officinalis flowers collected from plants treated with BDP and Zircon growth stimulator were used to 
study the dynamics of dry biomass accumulation and changes in the content of flavonoids by the spectrophotometric method. For a comparative 
analysis of the intensity of the increase in the biomass of flowers during the treatment of plants with these agents, as well as to predict the 
accumulation of flavonoids, kinetic modeling was used.
Results and discussion. The total biomass harvest of calendula officinalis flowers when treated with BDP increased by 55 %, and when treated 
with the Zircon growth stimulator, by 24 % compared to the control. The content of flavonoids in flowers when treated with these agents increased 
by 101 and 40 %, respectively. The dates for the beginning of the collection of calendula officinalis flowers in the conditions of the Western Urals 
were determined: with the use of the Zircon growth stimulator – from July 20, BDP – from August 1, without treatment with growth stimulants – 
from August 14. Both stimulants increase the end date of the collection of raw materials by 10 days.
Conclusion. The product of bacterial degradation of paracetamol has a pronounced stimulating effect on calendula officinalis, significantly 
increasing the biomass of flowers and the content of flavonoids in them compared to the control (water) and growth stimulator "Zircon". With the 
use of kinetic modeling, the values of the parameters of the growth rate of the biomass of plant raw materials during the treatment of plants with 
these agents were established, a forecast was made for the accumulation of flavonoids, and the timing of the collection of calendula officinalis 
flowers in the conditions of the Western Urals was substantiated.

Keywords: biodegradation product of paracetamol, phytostimulation, calendula officinalis, flavonoids, kinetic modeling
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ВВЕДЕНИЕ
Поиск эффективных, в  том числе микробиологи-

ческих, способов переработки фармацевтических от-
ходов для получения на  их основе новых полезных 
продуктов особенно актуален в  настоящее время 
в  связи проблемой глобального загрязнения окружа-
ющей среды лекарственными средствами и  их мета-
болитами. Фармацевтические поллютанты, признан-
ные новым классом ксенобиотиков, обнаруживаются 
в  почве, донных осадках водоемов, поверхностных, 
сточных, грунтовых водах и  даже питьевой воде [1–
6]. Несмотря на  относительно низкий уровень при-
сутствия фармполлютантов в  природной среде, их 
постоянное пополнение может привести к  высоким 
долговременным концентрациям и  стимулировать 
отрицательное воздействие на  человека и  природу 
[7–9]. Неизбежное попадание лекарственных средств 
(парацетамола в  частности) в  окружающую среду об-
условлено их широким использованием и  несовер-
шенством способов утилизации фармацевтических 

отходов (растворение в  воде, сжигание, размеще-
ние на  полигонах) [10–11]. Полученные нами резуль-
таты показали, что продукт бактериальной деструк-
ции парацетамола (ПБП) актинобактериями рода 
Rhodococcus проявляет выраженные стимулирующие 
свойства в  отношении лекарственных растений се-
мейств Plantaginaceae, Lamiaceae, Urticaceae, Linaceae 
и  др. и  может использоваться как индуктор накопле-
ния в них биологически активных веществ [12].

В связи с  этим цель настоящего исследования  – 
изучить фитостимулирующее действие продукта био-
деструкции парацетамола на лекарственные растения 
сем. Asteraceae на  примере календулы лекарственной 
(Calendula officinalis L.).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В  работе использовали продукт биодеструкции 

парацетамола (Anqiu Lu'an Pharmaceutical Co., Ltd.,  
Китай) штаммом Rhodococcus ruber ИЭГМ 77 из  регио-
нальной профилированной коллекции алканотроф-
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ных микроорганизмов (официальный акроним кол-
лекции ИЭГМ, ЦКП 480868, УНУ 73559, WDCM 768)1, 
полученный на  базе лаборатории алканотрофных  
микроорганизмов ПФИЦ УрО РАН.

Для исследования динамики накопления биомас-
сы цветков календулы лекарственной и содержания 
в  них флавоноидов проводили полевой эксперимент 
с  мая по  октябрь на  базе питомника Пермского го-
сударственного национального исследовательско-
го университета имени А. Г.  Генкеля. В эксперименте 
были использованы семена календулы лекарствен-
ной (агрофирма «Аэлита», Россия), посеянные в  мае 
на трех площадках площадью 1,5 м2 каждая (контроль-
ной и двух опытных), не различающихся по освещен-
ности и  прочим условиям. На  опытных площадках 
появившиеся через несколько дней после посад-
ки проростки были обработаны суспензией ПБП (2  г 
на  1  л воды) и  стимулятором роста «Циркон» фирмы  
ННПП «НЭСТ М» (1  мл на  10  л воды) [13]. Обработку 
растений данными агентами проводили трехкрат-
но с  интервалом один месяц. Цветки календулы ле- 
карственной собирали в  начале распускания трубча-
тых цветков с июля по октябрь, высушивали воздуш-
но  – теневым способом и  использовали для опре-
деления прироста их биомассы гравиметрическим 
методом, а  также изменения содержания флавоно-
идов спектрофотометрическим методом на  основе 
реакции с  хлоридом алюминия (спектрофотометр 
Portlab 511, Portlab, Россия)2. Для сравнительного 
анализа интенсивности прироста биомассы цветков 
и  прогноза накопления в  них флавоноидов примени- 
ли кинетическое моделирование [14–15].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Общий сбор биомассы цветков календулы лекарст- 

венной при обработке ПБП увеличился на 
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в  то  время как стимулятором роста «Циркон»  – толь-
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по  сравнению с  контролем (таблица 1). Таким обра-
зом, эффективность применения ПБП вместо стиму-
лятора роста «Циркон» составила

1 Regional Specialised Collection of Alkanotrophic Micro-
organisms (WDCM # 768). Available at: http://iegmcol.ru/ Ac-
cessed: 21.10.2022.

2 Государственная фармакопея РФ. Издание XIV. Т. IV. 
ФС.2.5.0030.15 «Ноготков лекарственных цветки». Доступ- 
но по: ttps://pharmacopoeia.ru/fs-2-5-0030-15-nogotkov-
lekarstvennyh-tsvetki/ Ссылка активна на 21.10.2022.
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Максимальный прирост биомассы цветков кален-
дулы лекарственной наблюдается на  59-е сут (рису-
нок  1). При этом прирост биомассы сначала увеличи-
вается до  59  сут, после чего начинает уменьшаться 
примерно с той же скоростью. На первый взгляд соз-
дается впечатление, что сбор растительного сырья 
можно завершить. Однако порядка 40  % от  общего 
сбора сырья получено после 60-ти сут, следовательно, 
сбор цветков календулы лекарственной можно про-
должать до  конца вегетационного периода, то  есть 
до конца октября в условиях Западного Урала. Наблю-
дается увеличение прироста биомассы цветков при 
использовании обоих стимуляторов (кривые  2  и  3) 
по сравнению с контролем, однако при явном превы-
шении положительного влияния ПБП над стимулято-
ром роста «Циркон».

Для сравнительного анализа интенсивности при-
роста биомассы цветков календулы лекарственной 
при обработке растений данными агентами примени-
ли кинетическое моделирование. При этом использо-

вали кинетические уравнения 1-го порядка 
dx
dt

kx=  

и 0-го порядка dx
dt

kx k= =0 .

Как видно из  рисунка 2, количество собранной 
сухой биомассы цветков календулы лекарственной 
в  интервале (0; 59) сут нарастает по  экспоненциаль- 
ной зависимости от  времени, а  в  интервале (59; 
101) сут – линейно. На нелинейном участке для опре-

Рисунок 1. Зависимость прироста Δx сухой биомассы цветков 
календулы лекарственной от времени сбора: 

1 – контроль; 2 – растения обработаны стимулятором роста 
«Циркон»; 3 – растения обработаны продуктом биодеструк-
ции парацетамола

Figure 1. Dependence of the increment Δx of dry biomass of 
calendula officinalis flowers on the collection time: 

1 – control; 2 – plants treated with growth stimulator "Zircon"; 3 – 
plants treated with biodegradation product of paracetamol
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деления скорости прироста биомассы использовали 

кинетическое уравнение 1-го порядка 
dx
dt

kx=  при 

x xt = =0 0 , где x0  – количество сухой биомассы при  

t = 0, то  есть 5,55  г; 9,05  г и  9,10  г (таблица 1 и рису- 

нок 2). Здесь k – параметр скорости роста собранной 
биомассы. Интегрируя дифференциальное уравнение: 

dx
dt

k tdt x x kt
x

x
kt

t

x

x

= − = =∫∫
0

0
00

; ln ln ; ln ,

получили: x = x0 . ekt  – выражение для кинетических 
кривых в  интервале (0; 59) суток. Параметр скоро-
сти роста биомассы k, определенный методом наи-
меньших квадратов по  данным таблицы  1, соста-
вил 0,04638; 0,05626  и  0,06314  сут-1 для кривых 1, 
2 и 3 соответственно.

На линейном участке кривых в  интервале (59;  
101) сут справедливо кинетическое уравнение 0-го  

порядка dx
dt

kx k= =0  при начальном условии  

xІt = 59 суток = x0
5  9, где x0

5  9 – данные таблицы 1 на 59-е сут. 
Отсюда выражение для кинетических кривых при-
нимает вид: x = x0

5  9 + k(t – 59). На линейном участке 
параметр скорости k, как и  скорость прироста ко-
личества собранной биомассы, составили 

225 05 135 40
100 59

2 187
, ,

,
−
−

= , 
 

280 14 175 30
100 59

2 557
, ,

,
−
−

=

и 
349 37 218 10

100 59
3 202

, ,
,

−
−

=  г/сут 

(для кривых 1, 2 и 3 на рисунке2).
Сравнение параметров скорости прироста био-

массы цветков (таблица 2) показало, что на  нели-
нейном и  линейном участках кривых интенсивность 

Таблица 1. Динамика накопления сухой биомассы цветков календулы лекарственной

Table 1. Accumulation dynamics of dry biomass of calendula officinalis flowers

Дата сбора
Collection date

Текущее
время сбора t, сут
Current collection 

time t, days

Масса цветков календулы лекарственной
Mass of flowers of calendula officinalis

Контроль (вода)
Control (water)

Растения обработаны 
стимулятором роста 

«Циркон»
Plants are treated with growth 

stimulator "Zircon"

Растения обработаны ПБП
Plants treated with BDP

∆x*, г
∆x*, g

x*, г
x*, g

∆x*, г
∆x*, g

x*, г
x*, g

∆x*, г
∆x*, g

x*, г
x*, g

16.07.18 0 5,55 5,55 9,05 9,05 9,10 9,10
30.07.18 14 8,60 14,15 14,90 23,95 19,55 28,65
16.08.18 31 18,70 32,85 28,90 52,85 39,85 68,50
27.08.18 42 24,40 57,25 35,40 88,25 46,20 114,70
07.09.18 53 34,05 91,30 43,45 131,70 49,55 164,25
13.09.18 59 44,10 135,40 43,60 175,30 53,85 218,10
28.09.18 74 38,20 173,60 39,60 214,90 45,22 263,32
10.10.18 86 21,70 195,30 25,95 240,85 38,60 301,92
17.10.18 93 17,30 212,60 21,05 261,90 26,40 328,32
25.10.18 101 12,45 225,05 18,24 280,14 21,05 349,37

Примечание. *∆x – биомасса цветков на день сбора; *x – накопленная биомасса. 

Note. *∆x is the biomass of flowers on the day of collection; *x is accumulated biomass.

Рисунок 2. Зависимость количества сухой биомассы (x) цвет-
ков календулы лекарственной от времени сбора: 

1 – контроль; 2 – растения обработаны стимулятором роста 
«Циркон»; 3 – растения обработаны продуктом биодеструк-
ции парацетамола

Figure 2. Dependence of the amount of dry biomass (x) of flowers 
of calendula officinalis on the time of collection: 

1 – control; 2 – plants treated with growth stimulator "Zircon"; 3 – 
plants treated with biodegradation product of paracetamol
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сбора при обработке растений ПБП выше, чем при об-
работке стимулятором роста «Циркон» (см. рисунок 2).

Таблица 2. Параметры скорости прироста биомассы  
цветков календулы лекарственной при обработке  
разными агентами

Table 2. Parameters of the biomass growth rate  
of calendula officinalis flowers treated with different agents
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Pl
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ts

 tr
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te
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w
it

h 
BD

P
k, сут-1

k, day-1  (0; 59) 0,04638 0,05626 0,06314

k, г/сут 
k, g/day

 (59; 100) 2,187 2,557 3,202

Примечание. * Различие единиц измерения параметра ско- 
рости связано с различным порядком кинетического уравнения.

Note. * The difference in the units of measurement of the velocity 
parameter is due to the different order of the kinetic equation.

Сравнительный анализ динамики накопления сум-
мы флавоноидов в цветках календулы лекарственной 
показал преимущество обработки растений ПБП пе-
ред обработкой стимулятором роста «Циркон» и  рос- 
том без стимуляторов (контроль). Так на  59-й день 
при максимуме сбора биомассы (см. таблица 1) уве-
личение содержания флавоноидов в  цветках при об-
работке растений ПБП составило 31,7 % по  сравнению 
с  контролем  – водой (таблица 3). При использовании 
стимулятора роста «Циркон» содержание флавоно-
идов с 42-го по 74-й дни сбора находилось на уровне 
контрольных значений (рисунок 3).

В соответствии с  требованиями Государственной  
Фармакопеи РФ содержание флавоноидов в  цвет-
ках календулы лекарственной должно быть не  менее 
1 %1, что наблюдалось в цветках, собранных с площад- 
ки, обработанной стимулятором роста «Циркон», уже 
на  5-й день сбора (рисунок 3). Однако дальнейшая  
стимуляция растений данным агентом оказалась ме-
нее эффективной по сравнению со стимуляцией ПБП. 
При обработке растений стимулятором роста «Цир-
кон» датой начала сбора цветков календулы в  рас-
сматриваемый вегетационный период можно считать 
20 июля, ПБП – 1 августа, а без обработки стимулято-
рами роста  – 14  августа. При этом стимуляторы роста 
увеличивают дату окончания сбора растительного сы-
рья на 10 суток (рисунок 3).

1 Государственная фармакопея РФ. Издание XIV. Том IV. 
ФС.2.5.0030.15 «Ноготков лекарственных цветки». Доступ- 
но по: https://pharmacopoeia.ru/fs-2-5-0030-15-nogotkov-
lekarstvennyh-tsvetki/ Ссылка активна на 21.10.2022.

Количество флавоноидов y, г/м2, содержащееся 
в растительном сырье, собранном с 1 м2 площади по-
сева, оценили по формуле (1):

y y x Si i
i

n

=










=
∑∆ ∆

1

100/ ( ), (1)

где Δyi  – содержание флавоноидов на  день сбора,  % 
(см. таблицу 2); Δxi  – сухая биомасса на  день сбора с 
содержанием флавоноидов не менее 1 %, г (см. табли-
цу  1); S  – площадь участка, м2, n  – количество дней 
сбора сырья.

Количество флавоноидов в цветках календулы ле-
карственной при обработке растений ПБП составило  
4,868  г/м 2, стимулятором роста «Циркон»  – 3,400  г/м2 
и без обработки данными агентами – 2,427 г/м2. Таким 
образом, при использовании ПБП содержание флаво-
ноидов в  цветках календулы лекарственной увеличи-
лось на 100,6 %, а препарата «Циркон» – на 40,1 %.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Продукт бактериальной деструкции парацетамо-

ла оказывает выраженное стимулирующее действие 
на  календулу лекарственную (Calendula officinalis L.), 
сем. Asteraceae, существенно увеличивая биомассу 
цветков и  содержание в  них флавоноидов по  сравне-
нию с  контролем (водой) и  стимулятором роста «Цир-
кон». С  применением кинетического моделирования 
установлены значения параметров скорости роста 
биомассы растительного сырья при обработке рас-
тений данными агентами, осуществлен прогноз нако-
пления флавоноидов и обоснованы сроки сбора цвет-
ков календулы лекарственной в  условиях Западного 
Урала. Предложен математический подход к обработ-

Рисунок 3. Зависимость содержания флавоноидов (Δy) в цвет-
ках календулы лекарственной от времени сбора: 

1 – контроль; 2 – растения обработаны стимулятором роста 
«Циркон»; 3 – растения обработаны продуктом биодеструк-
ции парацетамола

Figure 3. Dependence of the content of flavonoids (Δy) in the 
flowers of calendula officinalis on the time of collection: 

1 – control; 2 – plants treated with growth stimulator "Zircon"; 3 – 
plants treated with biodegradation product of paracetamol
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ке результатов эксперимента, который может быть ис-
пользован при анализе интенсивности прироста био-
массы и  прогноза накопления биологически активных 
веществ в  различных лекарственных растениях, обра-
ботанных фитостимулирующими агентами.
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Таблица 3. Динамика изменения содержания суммы флавоноидов в цветках календулы лекарственной  
при обработке разными агентами

Table 3. Dynamics of changes in the content of the total flavonoids in the flowers of calendula officinalis treated with different agents

Дата сбора
Collection date

Текущее время 
сбора t, сут

Current collection 
time t, days

Содержание суммы флавоноидов в цветках
календулы лекарственной

The content of the sum of flavonoids in the flowers of calendula officinalis

Контроль (вода)
Control (water)

Растения обработаны 
стимулятором роста «Циркон»
Plants are treated with growth 

stimulator "Zircon"

Растения обработаны 
ПБП

Plants treated with BDP

∆y*, % ∆y*, % ∆y*, %
16.07.18 0 0,49 0,79 0,56
30.07.18 14 0,79 1,23 0,91
16.08.18 31 1,18 1,63 1,69
27.08.18 42 1,97 1,73 2,27
07.09.18 53 1,82 1,90 2,32
13.09.18 59 1,67 1,59 2,20
28.09.18 74 1,92 2,02 2,52
10.10.18 86 2,34 2,65 2,99
17.10.18 93 1,97 2,20 2,31
25.10.18 101 0,64 1,68 1,88

Примечание. *∆y – содержание флавоноидов в сырье на день сбора.

Note. *∆y is the content of flavonoids in raw materials on the day of collection.
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Резюме
Введение. Среди производных пиримидина обнаружено большое число новых перспективных биологически активных соединений, 
обладающих различной фармакологической активностью. Сотрудниками Пермской государственной фармацевтической академии 
предложен простой и доступный способ синтеза функционализированных тетрагидропиримидин-5-карбоксамидов, заключающийся 
в кратковременном сплавлении исходных компонентов. Продукты данной реакции ранее показали высокую анальгетическую и 
противовоспалительную активность.
Цель. Получить ранее неизвестные функционализированные пиримидины и изучить их анальгетическую, противовоспалительную и 
жаропонижающую активность.
Материалы и методы. Объекты исследования – 11 соединений N,6-диарил-4-метил-2-тиоксо-1,2,3,6-тетрагидропиримидин-5-
карбоксамиды, строение которых подтверждено спектральными методами анализа. Оценку биологической активности проводили 
рекомендованными методами по доклиническому изучению новых фармакологических веществ.
Результаты и обсуждение. В данной работе приведены результаты доклинических испытаний полученных соединений. 
Заключение. Некоторые соединения продемонстрировали высокую анальгетическую, противовоспалительную и жаропонижающую 
активность и могут быть рекомендованы для дальнейшего изучения в качестве перспективных нестероидных противовоспалительных 
средств.

Ключевые слова: реакция Биджинелли, N,6-диарил-4-метил-2-тиоксо-1,2,3,6-тетрагидропиримидин-5-карбоксамиды, анальгетическая 
активность, противовоспалительная активность, жаропонижающая активность
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Abstract
Introduction. New potential biologically active compounds with different pharmacological activities were found among pyrimidine derivatives. 
Simple and available synthesis of tetrahydropyrimidine-5-carboxamides was developed in Perm State Pharmaceutical Academy. Products of this 
reaction previously shown high analgesic and anti-inflammatory activities.
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Aim. To get previously unknown functionalized pyrimidines and to study their analgesic, anti-inflammatory and antipyretic activities.
Materials and methods. 11 compounds N,6-diaryl-4-methyl-2-thioxo-1,2,3,6-tetrahydropyrimidine-5-carboxamides are objects of research. Their 
structure has been confirmed by spectroscopy methods. The biological activities were carried out by recommended methods for preclinical study 
of new pharmacological substances.
Results and discussion. This paper presents the results of preclinical tests of the obtained compounds. 
Conclusion. Some compounds demonstrated high analgesic, anti-inflammatory and antipyretic activities and could be recommend for further 
study as perspective non-steroidal drugs.

Keywords: Biginelly reaction, N,6-diaryl-4-methyl-2-thioxo-1,2,3,6-tetrahydropyrimidine-5-carboxamides, analgesic activity, anti-inflammatory 
activity, antipyretic activity
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ВВЕДЕНИЕ
Производные пиримидина играют огромную 

роль в процессах жизнедеятельности человека, они 
составляют структурную основу нуклеиновых кислот, 
входят в  состав природных и  синтетических лекарст- 
венных средств [1]. В  литературных источниках име-
ются данные о  наличии у  производных пиримидина 
противовирусной [2, 3], противоопухолевой [4], гипо-
тензивной  [5], антиоксидантной, противомикробной 
активности [6, 7].

Одним из  известных способов получения пири-
мидиновых оснований является трехкомпонентная 
реакция Биджинелли [1]. Многокомпонентные реак-
ции чрезвычайно популярны в области синтетической 
химии, благодаря своей эффективности, безопасно-
сти, экономичности [8]. Они позволяют получать про-
дукты со сложной структурой из коммерчески и син-
тетически доступных реагентов.

Сотрудниками кафедры общей и  органической 
химии ФГБОУ ВО  ПГФА Минздрава России было обна-
ружено, что трехкомпонентная реакция Биджинелли, 
в которой в качестве β‑дикарбонильного соединения 
участвуют N-замещенные амиды ацетилуксусной кис-
лоты протекает легче и  с  более высокими выходами, 

чем в  случае использования эфиров ацетилуксусной 
кислоты, и  в  дальнейшем разработан общий доступ-
ный метод синтеза карбамоилпроизводных пирими-
дина реакцией Биджинелли, основанный на  сплав-
лении исходных компонентов [9]. Предыдущие 
исследования показали, что в  ряду N,6-диарил-4-ме-
тил-2-тиоксо-1,2,3,6-тетрагидропиримидин-5-карбок-
самидов целесообразен поиск веществ с  анальгети-
ческой [9] и  противовоспалительной активностью  [10]. 
Помимо этого, анализ потенциальных видов активно-
сти по  системе PASS (Prediction of Activity Spectra for 
Substances) у  данного ряда соединений показал, что 
высока вероятность проявления анальгетической, 
неопиоидной активности (Pа > 0,6).

Целью работы является получение ранее неиз-
вестных функционализированных пиримидинов и из-
учение их биологической активности. Взаимодейст- 
вием N-ариламидов ацетилуксусной кислоты, ари-
лальдегидов, тиомочевины, используя известный 
подход, осуществлен синтез новых N,6-диарил-4-ме-
тил-2-тиоксо-1,2,3,6-тетрагидропиримидин-5-карбок-
самидов (I а-л) (рисунок 1).

Выходы соединений  I а-л составляют 63–91  %. Вы-
ход образующихся соединений зависит в  определен-
ной степени от  характера заместителя в  арилальде-

R = H (а-в); 2-Cl (г-ж); 2-СH3 (з, и); 2,4-(СH3)2 (к, л); R1 = C6H5 (а); 2-ClC6H4 (б); 3-CH3OC6H4 (в); 4-FC6H4 (г); 2,4-Cl2C6H3 (д);  
4-(CH3)3CC6H4 (е); 2-FC6H4 (ж); 3-НОC6H4 (з); 4-C2H5OC6H4 (и); 4-Н3СC6H4 (к); 4-ОНC6H4 (л)

Рисунок 1. Схема синтеза соединений 1 а-л
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гиде  – в  случае присутствия электроноакцепторных 
заместителей в  орто- или пара- положении наблюда- 
ется увеличение выхода продукта реакции, при нали-
чии электронодонорных заместителей наблюдается 
его снижение.

Соединения (I а-л) представляют собой белые или 
желтые кристаллические вещества, растворимые в 
хлороформе, ДМФА, ДМСО, при нагревании  – в этано-
ле, ледяной уксусной кислоте, практически нераство-
римы в  воде. В ИК- и 1Н ЯМР-спектрах количество и  
характер сигналов соответствует структуре получен-
ных N,6-диарил-4-метил-2-тиоксо-1,2,3,6-тетрагидро-
пиримидин-5-карбоксамидов.

В ИК спектрах соединений (I а-л) присутствуют  
полосы валентных колебаний карбонила амидной 
группы (1668–1680), связей N–H (3230–3280), C=C (1592–
1616), C=S (1200–1210). В  протонных спектрах, поми-
мо сигналов ароматических протонов (6.94–7.48  м.д.) 
и  связанных с  ароматическим кольцом групп, при- 
сутствуют синглеты протонов метильной (1.97–
2.04  м.д.) и  амидной групп (9.59–9.64  м.д.), дубле-
ты протонов в  1 (9.22–9.35  м.д.) и  6  положении (5.33–
5.63  м.д.), уширенный синглет протона в  3  положении 
(9.86–10.0 м.д.), что свидетельствует о возможности су-
ществования соединений в  двух таутомерных формах 
(рисунок 2).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
ИК-спектры соединений записывали на  спектро-

фотометре Specord M-80  в  таблетках KBr. Спектры 
ЯМР 1Н регистрировали на  приборе Bruker 500 (рабо- 
чая частота 500,13  МГц) в  растворе ДМСО-d6, внутрен-
ний стандарт – ТМС.

Все исследовательские работы с  лабораторны-
ми животными выполняли в соответствии с общепри-
нятыми этическими нормами обращения с животны-
ми, на  основе стандартных операционных процедур,  
принятых в  организации, производящей исследо-
вания, которые соответствуют правилам, принятым  
Европейской Конвенцией по  защите позвоночных жи-
вотных, используемых для исследовательских и иных 
научных целей1.

Анальгетическую активность соединений опре-
деляли на  беспородных мышах массой 20–25  г, содер-
жащихся на  обычном рационе вивария, по  методике 
«уксусных корчей» (характерные движения живот-
ных, включающие сокращения брюшных мышц, чере-
дующиеся с  их расслаблением, вытягиванием задних 
конечностей и  прогибанием спины) [11]. Количество 
животных в  опытной и  контрольной группах  – 6. Ук-
сусную кислоту вводили в  виде 0,75  %-ного раство-
ра внутрибрюшинно в  левую подвздошную область 
в  объеме 0,2  мл, подсчет «корчей» начинали сразу 
и производили в течение 15 мин.

1 Приказ Минздрава России от 01.04.2016 № 199н «Об 
утверждении Правил надлежащей лабораторной практики». 
Доступно по: http://www.consultant.ru/document/cons_doc_
LAW_203348/2ff7a8c72de3994f30496a0ccbb1ddafdaddf518/ 
Ссылка активна на 21.10.2022.

Исследуемые соединения вводили внутрибрю- 
шинно в правую подвздошную область в дозе 50 мг/кг 
за  30  мин до  введения уксусной кислоты [11]. Эффект 
оценивали по  уменьшению количества «корчей» 
по  сравнению с  контрольными животными. Резуль-
таты статистически обработаны с  вычислением кри-
терия Фишера – Стьюдента. Эффект считали досто-
верным при р < 0,05. В  качестве эталонов сравнения 
использовали метамизол натрия (АО «Усолье-Сибир-
ский химфармзавод», Россия) и  нимесулид («Ниме-
сил», Laboratorios Menarini S.A., Испания) в  дозе 
50 мг/кг. Результаты приведены в таблице 1.

Таблица 1. Анальгетическая  
и противовоспалительная активность N,6-диарил-4-метил- 
2-тиоксо-1,2,3,6-тетрагидропиримидин-5-карбоксамидов

Table 1. Analgesic and anti-inflammatory activity  
of N,6-diaryl-4-methyl-2-thioxo-1,2,3,6- 
tetrahydropyrimidine-5-carboxamides
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а 4,6 ± 2,4* 85,0 15,6 ± 5,5** 79,5
б 12,5 ± 1,8* 59,2 – –
в 15,7 ± 2,3* 48,7 – –

г 4,9 ± 1,8* 84,0 29,3 ± 6,9* 81,5
д 12,8 ± 5,3* 58,2 – –

е 10,2 ± 2,8* 64,1 14,2 ± 4,2** 81,5

ж 6,2 ± 2,1* 79,7 20,9 ± 5,9* 72,8

з 10,4 ± 2,4 66,0 38,7 ± 7,6* 49,5

и 9,1 ± 2,6* 70,3 57,8 ± 7,7 24,6

к 17,8 ± 2,8* 41,8 – –

л 7,2 ± 1,7* 76,5 34,2 ± 6,2* 55,4
Метамизол 
натрия
Metamizole 
sodium

16,0 ± 3,5* 47,7 – –

Нимесулид
Nimesulide

7,5 ± 2,2* 75,5 33,9 ± 6,8* 55,7

Контроль
Control

30,6 ± 2,2 – 76,6 ± 7,1 –

Примечание. * Различие достоверно по  сравнению с контро-
лем при р < 0,05.

** Различие достоверно по  сравнению с  нимесулидом при 
р < 0,05.

Note. * The difference is significant in comparison with the control 
at р < 0.05.

** The difference is significant in comparison with nimesulide at 
р < 0.05.

Противовоспалительную активность соединений 
с наиболее высокой анальгетической активностью 
(I а, г, е, ж, з, и, л) исследовали на «каррагениновой мо-
дели», по  оценке прироста объема стопы крыс после 
введения флогогенного агента. Исследование прово-
дилось на  нелинейных половозрелых крысах массой 
180–250 г., обоего пола, группа включала 6 животных. 
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Острую воспалительную реакцию воспроизводили 
субплантарным введением 0,1  мл 1  % раствора кар-
рагенина (сульфатированный полисахарид из  ирланд-
ского морского мха). Выраженность воспалительной 
реакции оценивали через 3  ч после индукции вос-
паления по  изменению объема лапы (онкометри-
чески)  [12]. Исследуемые вещества вводили внутри-
брюшинно в  дозе 50  мг/кг за  30  минут до  введения 
флогогенного агента.

Противовоспалительный эффект, оцениваемый 
по уменьшению отека, выражали в процентах к конт- 
ролю. Контролем служили животные не  получавшие 
препарата. Статистическую обработку проводили 
по  методу Стъюдента. Препаратом сравнения высту-
пал нимесулид в  дозе 50  мг/кг («Нимесил», Laborato- 
rios Menarini S.A., Испания). Результаты приведены в 
таблице 1.

Жаропонижающие свойства соединений оцени-
вали по  их способности оказывать гипотермический 
эффект у животных с лихорадкой.

Опыты проводили на крысах обоего пола, массой 
180–200  г. Исследуемые соединения вводили внутри-
брюшинно в  дозе 50  мг/кг в  виде взвеси с  1 % крах-
мальной слизью. Каждое соединение изучали на 
6  крысах. Контрольным животным вводили физио-
логический раствор. Гипертермию у  крыс вызывали 
внутривенным введением пирогенала в дозе 50 мкг/кг 
массы тела за 1 час до введения препарата [11]. Изме-
рение температуры тела проводили в  прямой киш-
ке с помощью электронного термометра ежечасно на 
протяжении 4  часов после введения пирогенала. О  
жаропонижающей активности препарата судили по 
его способности ослаблять гипертермическую реак-
цию у крыс. Оценку действия проводили через 1  час 
после внутрибрюшинного введения препарата на 
фоне максимального повышения температуры и в ди-
намике. Препарат сравнения  – ацетилсалициловая 
кислота (ОАО «Ивановская фармацевтическая фабри-
ка», Россия), как наиболее популярное жаропонижа-
ющее средство. Данные приведены в таблице 2.

Рисунок 2. Возможность существования соединений в двух таутомерных формах 

Таблица 2. Жаропонижающая активность N,6-диарил-4-метил-2-тиоксо-1,2,3,6-тетрагидропиримидин-5-карбоксамидов

Table 2. Antipyretic activity of N,6-diaryl-4-methyl-2-thioxo-1,2,3,6-tetrahydropyrimidine-5-carboxamides

Препарат
Drug

Температура тела в градусах
Body temperature in degrees

Исходная
Initial

Срок после введения пирогенала, ч
The period after the introduction of pyrogenal, h

П
ир

ог
ен

ал
 

Py
ro

ge
na

l

1 2 3 4
Контроль
Control

37,1 ± 0,3
37,8 ± 0,4
р > 0,05

38,5 ± 0,2
р < 0,05*

38,2 ± 0,1
р < 0,05*

37,1 ± 0,3
р > 0,05

Ацетилсалициловая 
кислота
Acetylsalicylic acid

37,3 ± 0,3
38,0 ± 0,2
р < 0,05*
р’ > 0,05

П
ир

ог
ен

ал
Py

ro
ge

na
l

38,0 ± 0,2
р < 0,05*
р’ > 0,05

37,5 ± 0,1
р > 0,05

р’ < 0,05*

37,5 ± 0,1
р > 0,05
р’ > 0,05

Соединение I г
Compound I g

37,8 ± 0,1

38,2±0,2
р > 0,05
р’ > 0,05
р’’ > 0,05

36,3 ± 0,3
р < 0,001*
р’ < 0,001*
р’’ < 0,002*

36,8 ± 0,3
р < 0,02*

р’ < 0,001*
р’’ < 0,05*

36,9 ± 0,2
р < 0,001*

р’ > 0,05
р’’ < 0,02*

Соединение I а
Compound I a

37,9 ± 0,2

38,2 ± 0,4
р > 0,05
р’ > 0,05
р’’ > 0,05

36,8 ± 0,1
р < 0,001*
р’ < 0,001*
р’’ < 0,001*

37,0 ± 0,2
р < 0,02*

р’ < 0,001*
р’’ < 0,05*

36,9 ± 0,2
р < 0,01*
р’ > 0,05

р’’ < 0,02*

Примечание. р – достоверность различий в сравнении с исходным уровнем.
р’ – достоверность различий в сравнении с контролем.
р’’ – достоверность различий в сравнении с ацетилсалициловой кислотой.
* Статистически значимое отличие.

Note. p – significance of differences in comparison with the baseline.
p’ – significance of differences in comparison with control.
p’’ - significance of differences in comparison with acetylsalicylic acid.
* Statistically significant differen
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЯ
Как видно из приведенных результатов, все ис- 

следуемые соединения обладают анальгетической  
активностью, достоверно уменьшают количество кор- 
чей. Достоверно большее уменьшение корчей по 
сравнению с метамизолом натрия вызывают вещества 
I а, г, ж, л., их активность сопоставима с нимесулидом.

Профилактическое введение исследуемых соеди- 
нений достоверно вызывает торможение воспали-
тельной реакции по сравнению с контролем. Соеди- 
нение I и не вызывает достоверного уменьшения  
объема стопы после введения каррагенина по сравне-
нию с  контрольной группой. В то время, как соедине-
ния I а, е достоверно превышают эффект нимесулида.

При изучении жаропонижающей активности об-
наружено, что оба исследованных соединения пока-
зали достоверный жаропонижающий эффект по срав-
нению с препаратом сравнения – ацетилсалициловой 
кислотой.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенные исследования позволили выявить 

новые соединения обладающие анальгетической, 
противовоспалительной и  жаропонижающей актив-
ностью. Отмечено, что в  случае присутствия в струк-
туре соединений разветвленных алкильных замес- 
тителей в ароматическом альдегиде и  галогенов на-
блюдается более выраженное НПВС – действие. Та-
ким образом, поиск соединений с биологической 
активностью среди производных N,6-диарил-4-ме-
тил-2-тиоксо-1,2,3,6-тетрагидропиримидин-5-карбок-
самидов является перспективным.
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Резюме
Введение. В последнее время наблюдается существенный рост грибковых инфекций. Наиболее распространенным является 
вульвовагинальный кандидоз, поражающий миллионы женщин во всем мире. К существующим противогрибковым препаратам 
формируется резистентность, и они не лишены побочных эффектов. Ранее нами была показана высокая противомикробная активность 
производных 4-R-2-гидрокси-4-оксо-2-бутеновых кислот. Перспективным является создание мягких лекарственных форм на их основе и 
изучение противогрибкового действия.
Цель. Разработать экспериментальные мягкие лекарственные формы на основе одного из наиболее активных производных 4-R-2-
гидрокси-4-оксо-2-бутеновых кислот и оценить влияние состава мазевой композиции на выраженность антифунгального действия.
Материалы и методы. В качестве фармакологически активного компонента было использовано синтезированное нами 
гидразонопроизводное гетариламида 4-фенил-2-гидрокси-4-оксо-2-бутеновой кислоты, обладающее выраженной противогрибковой 
активностью. Разработаны 8 экспериментальных мягких лекарственных форм на основах гидрофобного и гидрофильного характера. 
Действующее вещество в концентрации 1 % вводилось стандартными технологическими способами по правилам изготовления 
дерматологических мазей. Для определения противогрибковой активности полученных мазей использовали трехгнездный вариант 
метода диффузии в агар. Препараты сравнения 2%-й крем «Пимафуцин» и 1%-й крем «Клотримазол».
Результаты и обсуждение. Все изученные экспериментальные мягкие лекарственные формы проявили противогрибковое действие 
различной степени выраженности. Наибольший фармакологический эффект обнаружен у мазевых композиций на основе гидрофильных 
компонентов натрий-карбоксиметилцеллюлозы и полиэтиленоксидов. Их противогрибковое действие сопоставимо или превышает 
эффект препаратов сравнения.
Заключение. Разработаны 8 экспериментальных мягких лекарственных форм на основе производного 4-фенил-2-гидрокси-4-оксо-2-
бутеновой кислоты. Изучена их противогрибковая активность. Выбраны два наиболее активных образца экспериментальных мазей для 
дальнейшего углубленного изучения.

Ключевые слова: производные 4-R-2-гидрокси-4-оксо-2-бутеновой кислот, противогрибковая активность, мягкие лекарственные формы
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Abstract
Introduction. Recently, there has been a significant increase in fungal infections. The most common is vulvovaginal candidiasis, affecting millions 
of women worldwide. Resistance is formed to existing antifungal drugs, and they are not devoid of side effects. Previously, we have shown high 
antimicrobial activity of derivatives of 4-R-2-hydroxy-4-oxo-2-butenic acids. The creation of soft dosage forms based on them and the study of 
antifungal action is promising.
Aim. To develop experimental soft dosage forms based on one of the most active derivatives of 4-R-2-hydroxy-4-oxo-2-butenic acids and to 
evaluate the effect of the ointment composition of the ointment composition on the severity of antifungal action.
Materials and methods. As a pharmacologically active component, a hydrazone derivative of 4-phenyl-2-hydroxy-4-oxo-2-butenoic acid 
synthesized by us was used, which has pronounced antifungal activity. 8 experimental soft dosage forms based on hydrophobic and hydrophilic 
character have been developed. The active substance in a concentration of 1 % was introduced by standard technological methods according to 
the rules for the manufacture of dermatological ointments. To determine the antifungal activity of the ointments obtained, a three-nesting variant 
of the agar diffusion method was used. Comparison preparations are 2 % cream "Pimafucin" and 1 % cream "Clotrimazole".
Results and discussion. All the studied experimental soft dosage forms showed antifungal effects of varying degrees of severity. The greatest 
pharmacological effect was found in ointment compositions based on hydrophilic components of sodium-carboxymethylcellulose and 
polyethylene oxides. Their antifungal effect is comparable or exceeds the effect of comparison drugs.
Conclusion. 8 experimental soft dosage forms based on a derivative of 4-phenyl-2-hydroxy-4-oxo-2-butenic acid have been developed. Their 
antifungal activity has been studied. Two most active samples of experimental ointments were selected for further in-depth study.

Keywords: derivatives of 4-R-2-hydroxy-4-oxo-2-butenic acids, antifungal activity, soft dosage form
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ВВЕДЕНИЕ
В  последние десятилетия отмечается значитель-

ный рост количества грибковых заболеваний. Это  
связано со  многими факторами, в  частности, с час- 
тым применением в  медицинской практике антибио-
тиков широкого спектра действия, иммунодепрес-
сантов, цитостатиков и других групп лекарственных 
средств. Наиболее распространенным проявлением 
грибковых инфекций является вульвовагинальный 
кандидоз, поражающий миллионы женщин во всем 
мире, не  зависимо от  национальности и  социального 
класса [1–3]. Известно, что в настоящее время частота 
заболеваемости колеблется от 12 до 67,6 % в популя-
ции, а 70–75 % женщин испытывали вульвовагиналь-
ный кандидоз по  крайней мере один раз в  жизни. Бы-
ло обнаружено, что это оказывает большое влияние 
на  качество жизни женщин, их самооценку и  распо-
рядок дня. Преобладающим возбудителем в  90–95 % 
случаев является Candida albicans [1–6]. Повышение 
устойчивости патогенных организмов к  имеющим-
ся химиотерапевтическим агентам является критиче-
ской проблемой в проектировании и разработке ле-
карственных средств, что мотивирует исследователей 
искать новые соединения, которые могут бороться с 
микроорганизмами с множественной лекарственной 

устойчивостью. В последнее время вызывает боль- 
шой интерес лечение данных инфекций местными 
противогрибковыми препаратами. Данный способ 
введения обладает несколькими уникальным преиму-
ществам по сравнению с  пероральным препаратами: 
высокой терапевтической эффективностью, улучшен-
ной биодоступностью, способностью предотвращать 
различные системные побочные эффекты [7–8].

Ранее была показана высокая антибактериальная  
и противогрибковая активность производных 4-R- 
2-гидрокси-4-оксо-2-бутеновой кислот. Перспективно 
создание мягких лекарственных форм на их основе 
за счет сочетания нескольких полезных фармаколо-
гических эффектов: антимикробного, противовоспа-
лительного и ранозаживляющего действия  [9–11]. 
Представляло интерес разработать эксперименталь-
ные мягкие лекарственные формы на основе одного 
из наиболее активных производных и оценить вли-
яние состава мазевой композиции на выраженность  
антифунгального действия.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В  качестве фармакологически активного компо-

нента была использована субстанция гидразонопро-
изводного гетариламида 4-фенил-2-гидрокси-4-оксо- 
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2-бутеновой кислоты, обладающего выраженной 
противогрибковой активностью. Целевое соедине-
ние было нами ресинтезировано по  описанной ра-
нее методике. Доказана его подлинность и  структура  
инструментальными методами анализа. Соединению 
присвоен условный шифр ФСГ. Синтезированное со-
единение представляет собой порошкообразное ве-
щество желтого цвета, растворимое в хлороформе, 
диоксане, ацетоне, диметилсульфоксиде, диметил-
формамиде, умеренно растворимое в бензоле, аце-
тонитриле, этиловом спирте и нерастворимое в воде, 
гексане.

С целью выбора оптимальной мазевой основы 
было изучено 8  составов на  основах гидрофобно-
го и гидрофильного характера, содержащих различ-
ные сочетания вазелина (ФС.2.2.0003.15 «Вазелин»,  
ОАО  «Самарамедпром», Россия, срок годности 55  ме- 
сяцев), вазелинового масла (ГОСТ 3164–78, ООО  «Ком-
пания ЭльГрупп», Россия, срок годности 5  лет),  
ПЭО-400 (ФС 42-1242-96, ООО «Нефтегазхимком-
плект», Россия, срок хранения 3  года) и  ПЭО-1500 
(ФС  42-1885-96, ООО «Нефтегазхимкомплект», Россия, 
срок хранения 3  года), натрий-карбоксиметилцел-
люлоза (ТУ  2231-002-50277563-2000, ЗАО  «Карбокам- 
Пермь», Россия, срок годности 1  год), коньяково-
го глюкоманнана (Andy Biotech (Xi'an) Co., Ltd., Китай, 
срок годности 2  года) и  глицерола (ФС.2.2.0006.15 
«Глицерин», ОАО  «Самарамедпром», Россия, срок 
годности 5  лет). Действующее вещество вводилось 
стандартными технологическими способами либо в  

виде суспензии с добавлением соответствующей 
вспомогательной жидкости, либо по  типу эмульсии 
или раствора при растворении активного компонен- 
та в  ДМСО. Первоначальная концентрация соедине-
ния ФСГ составила 1 %, в соответствии с основными 
референтными препаратами. Полученным мазевым 
композициям присвоены условные шифры от 1 до 8. 
Состав и  процентные соотношения компонентов экс-
периментальных мягких лекарственных форм пред-
ставлены в таблице 1.

Важным показателем мазей является способ-
ность биологически активного вещества высвобож- 
даться из лекарственной формы, о чем можно су-
дить по результатам исследования его диффузии в 
агар. Для определения противогрибковой активно-
сти полученных мазей в отношении типового штам-
ма С.  albicans NCTC 885–653 использовали трех-
гнездный вариант метода диффузии в агар1. В чашки 
Петри, установленные на столиках со строго гори-
зонтальной поверхностью, разливали расплавлен-
ную питательную среду Сабуро (ФБУН ГНЦ ПМБ, Рос-
сия). Температура расплавленной среды составляла 
48–50  °С. После застывания агара осуществляли по-
сев суточной культуры тест-штамма содержащей 
2–5 × 106  КОЕ/мл методом газона. С использованием 
стерильного сверла в  толще агара пробивали лунки 

1 Определение чувствительности микроорганизмов 
к антимикробным препаратам: клинические рекоменда-
ции. 2018. Доступно по: http://www.antibiotic.ru/minzdrav/
clinicalrecommendations. Ссылка активна на 21.10.2022..

Таблица 1. Состав экспериментальных мягких лекарственных форм

Table 1. Composition of experimental soft dosage forms

№ композиции
No. composition

1 2 3 4 5 6 7 8

Действующее вещество ФСГ
Active ingredient FSH

1 % 1 % 1 % 1 % 1 % 1 % 1 % 1 %

Вазелин
Petrolatum

98,5 % 98,5 % – – – – – –

NaКМЦ
NaCMC

– – 4 % 4 % – – – –

ПЭО-400
PEO-400

– – – – 78,8 % 78,8 % – –

ПЭО-1500
PEO-1500

– – – – 19,7 % 19,7 % – –

Коньяковый глюкоманнан
Konjac glucomannan

– – – – – – 1 % 1 %

Вода очищенная
Purified water

– – 85 % 84,5 % – – 96 % 95,5 %

Глицерол
Glycerol

– – 10 % 10 % 0,5 % – 2 % 2 %

ДМСО
DMSO

– 0,5 % – 0,5 % – 0,5 % – 0,5 %

Вазелиновое масло
Vaseline oil

0,5 % – – – – – – –
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диаметром 10  мм. Масса образца, вносимого в  лун-
ку – 0,1 мл. Затем посевы помещали в термостат для 
инкубирования в  течение 22–24  ч при температу-
ре 37 ± 1  °C. Учет результатов противогрибковой ак-
тивности производили по  диаметру зоны задержки  
роста вокруг лунки.

В качестве препаратов сравнения использовали 
«Пимафуцин» крем 2%-й (Temmler Italia S.r.L., Италия,  
серия 21J84/75, срок годности до 09.2025) и «Клотри-
мазол» крем 1%-й (GlaxoSmithKline Pharmaceuticals, 
S.A., Польша, серия DH3D, срок годности 02.2024). Ре-
зультаты исследований обработаны статистически и 
представлены на рисунке 1. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Все изученные экспериментальные мягкие ле-

карственные формы проявили противогрибковое 
действие различной степени выраженности. Уста-
новлено, что наименьший фармакологический эф-
фект показали образцы на основе коньякового 
глюкоманнана (№  7, 8). При этом способ введения 
действующего вещества не оказал существенного 
влияния на биологическое действие. Мазевые ком-
позиции на основе вазелина (№  1, 2) показали эф-
фект близкий к показателям «Пимафуцина». Состав 
№  3 на основе NaКМЦ превышает его активность. 
Нами отмечено существенное снижение антифун-
гального эффекта при использовании в качестве 

вспомогательного компонента ДМСО (№  4). Напро-
тив, при переходе к мягким лекарственным фор-
мам на основе полиэтиленоксидов, отмечается рост  
изучаемого действия при введении целевого со- 
единения в виде раствора в ДМСО. Данная компози-
ция легко высвобождает действующее вещество и 
обеспечивает его высокую биодоступность и выра-
женный противогрибковый эффект, при этом зона 
задержки роста микроорганизмов вокруг лунки со-
поставима с «Клотримазолом».

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Нами впервые разработаны 8 эксперименталь- 

ных мягких лекарственных форм на основе гидразо-
нопроизводного гетариламида 4-фенил-2-гидрокси- 
4-оксо-2-бутеновой кислоты. Изучена их противо-
грибковая активность в отношении типового штам-
ма С. albicans NCTC 885-653 трехгнездным вариантом 
метода диффузии в агар. Выбраны два образца экспе- 
риментальных мягких лекарственных форм на гид- 
рофильных основах (ПЭО-400 + ПЭО-1500 + ДМСО; 
NaКМЦ + глицерол), оказавшие наибольший фарма-
кологический эффект, сопоставимый с препаратами 
сравнения. Они предложены нами для дальнейшего 
углубленного изучения с целью подбора оптимальной 
концентрации действующего вещества, дополнитель-
ных вспомогательных веществ и более широкого ис-
следования антимикробного действия.

Рисунок 1. Противогрибковая активность экспериментальных мягких лекарственных форм в отношении С. albicans 
NCTC  885-653

Примечание. * p < 0,05; ** p < 0,001.

1 – по сравнению с «Клотримазол» кремом 1%-м; 2 – по сравнению «Пимафуцин» кремом 2%-м

Figure 1. Antifungal activity of experimental soft dosage forms against C. albicans NCTC 885-653 

Note. * p < 0.05; ** p < 0.001.

1 – compared with "Clotrimazole" cream 1 %; 2 – compared to "Pimafucin" cream 2 %
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Резюме
Введение. Природные биологически активные вещества (БАВ) отличаются различной полярностью, которая обуславливает их физико-
химические свойства, в том числе растворимость. Используя растворители различной полярности, можно влиять на спектр извлекаемых 
из растений БАВ, достигая их разделения по группам, а в дальнейшем добиваясь выделения в индивидуальном виде. В составе БАВ 
травы Linaria vulgaris Mill. – льнянки обыкновенной содержатся как липофильные, так и гидрофильные вещества. Трава L. vulgaris широко 
используется в народной медицине при ангине, конъюнктивите, дерматомикозе, парадонтозе и других заболеваниях, в патогенезе 
которых существенная роль отведена бактериальным факторам. 
Цель. Исследовать влияние растворителей различной полярности на компонентный состав извлекаемых БАВ и противомикробную 
активность фракций из травы L. vulgaris.
Материалы и методы. Надземная часть L. Vulgaris, собранная в фазу цветения – начала плодоношения в июле 2021 году в Пермском крае. 
Фракции получены методом последовательной исчерпывающей жидкость-жидкостной экстракции спиртового извлечения из травы 
L. vulgaris: гексаном, дихлорметаном, н-бутанолом. Обнаружение БАВ проводили методом ВЭЖХ и планарной хроматографии на бумаге. 
Антимикробную активность изучали в отношении Escherichia coli, Staphylococcus aureus и Candida albicans.
Результаты и обсуждение. При использовании растворителей различной полярности из спиртового извлечения Linaria vulgaris 
получены четыре фракции: гексановая, дихлорметановая, бутанольная и водная, отличающиеся компонентным составом БАВ. 
Количество полифенольных веществ во фракциях увеличивается с увеличением полярности растворителя – гексан (14), дихлорметан (55),  
бутанол  (61). Дихлорметановая и бутанольная фракция имеют схожий состав, представленный полифенольными соединениями и 
иридоидами. Основными группами соединений данных фракций являются фенолокислоты и флавоноиды. Иридоиды обнаружены 
в следовых количествах. В гексановой фракции обнаружено наименьшее количество веществ, полностью отсутствуют иридоиды, в 
следовых количествах установлены фенолокислоты. Водная фракция характеризуется содержанием всего комплекса БАВ. Наиболее 
высокая антибактериальная активность в отношении Escherichia coli, Staphylococcus aureus установлена для водной фракции, тогда как 
наиболее выраженная противогрибковая активность характерна для гексановой и дихлорметановой фракции.
Заключение. При использовании растворителей различной полярности из спиртового извлечения L. vulgaris получены фракции, 
содержащие разнообразный набор БАВ. Разнополярные фракции L. vulgaris обладают антимикробной активностью в отношении 
Staphylococcus aureus и Escherichia coli, а также патогенных грибов из рода Candidа.

Ключевые слова:  Linaria vulgaris, ВЭЖХ-анализ, антибактериальная и противогрибковая активность
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Abstract
Introduction. Natural biologically active substances (BAS) are distinguished by different polarity, which determines their physicochemical 
properties, including solubility. When using solvents of different polarity, it is possible to influence the spectrum of BAS extracted from plants, 
achieving their division into groups, and further achieving isolation in an individual form. Тhe aerial part of Linaria vulgaris Mill. (common toadflax) 
contains both lipophilic and hydrophilic substances. The herb L. vulgaris is widely used in folk medicine for treatment of angina, conjunctivitis, 
dermatomycosis, periodontitis and other diseases. Bacterial factors play an important role in the pathogenesis of these diseases.
Aim. To study the effect of solvents of different polarity on the component composition of extracted BAS and to study the antimicrobial activity of 
fractions from the herb L. vulgaris.
Materials and methods. The aerial part of L. vulgaris was collected at the flowering stage – at the beginning of fruiting stage in July 2021 in the 
Perm region. The fractions were obtained by sequential exhaustive liquid-liquid extraction of an alcoholic extract from the herb L. vulgaris with 
hexane, dichloromethane, and n-butanol. Detection of BAS was carried out by HPLC and planar chromatography on paper. Antimicrobial activity 
was studied against Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Candida albicans.
Results and discussion. Using solvents of different polarity four fractions were obtained from the alcohol extract of L. vulgaris: hexane, 
dichloromethane, n-butanol and water. These fractions have differences in the composition of BAS. The number of polyphenolic substances in 
the fractions increases with increasing of solvent polarity: hexane (14), dichloromethane (55), butanol (61). The dichloromethane and n-butanol 
fractions have a similar composition, represented by polyphenolic compounds and iridoids. The main groups of compounds in these fractions 
are phenolic acids and flavonoids. Iridoids are found in trace amounts. In the hexane fraction, the smallest number of substances was found, 
iridoids are completely absent, and phenolic acids were found in trace amounts. The water fraction is characterized by the content of the entire 
BAS complex. The highest antibacterial activity against Escherichia coli and Staphylococcus aureus was found for the aqueous fraction, while the 
highest antifungal activity was found for the hexane and dichloromethane fractions.
Conclusion. Using solvents of different polarity, fractions containing a diverse set of BAS were obtained from the alcoholic extract of L. vulgaris. 
Fractions exhibiting different polarities from L. vulgaris have antimicrobial activity against Staphylococcus aureus and Escherichia coli, as well as 
against pathogenic fungi from the genus Candida.

Keywords: Linaria vulgaris, HPLC, antibacterial and antifungal activity
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ВВЕДЕНИЕ
Linaria vulgaris Mill. (льнянка обыкновенная)  – мно-

голетнее травянистое растение, которое распрост- 
ранено в Европе, Азии, Западной Сибири, на Даль- 
нем Востоке [1, 2]. Согласно филогенетической сис- 
теме классификации цветковых растений, разработан- 
ной А. Л.  Тахтаджаном, род Linaria принадлежит к се- 
мейству Scrophulariaceae – норичниковые [2, 3], одна-

ко, на основании данных о последовательности ну-
клеиновых кислот, широко используемых в насто- 
ящее время в молекулярно-филогенетической систе-
матике, данный род отнесен к семейству Plantagina‑ 
ceae – подорожниковые [4, 5].

Состав биологически активных соединений травы 
L.  vulgaris разнообразен и представлен как неполяр-
ными (липофильными), так и полярными (гидрофиль-
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ными) веществами. Среди липофильных соединений 
обнаружены жиры, жирные кислоты [6–9], а гидро-
фильные соединения представлены дубильными ве-
ществами, фенолокислотами, флавоноидами, иридои-
дами [8, 9]. 

Природные биологически активные вещества 
(БАВ) отличаются различной полярностью, которая 
обуславливает их физико-химические свойства, в  
том числе растворимость. Используя растворители 
различной полярности, можно влиять на спектр из-
влекаемых веществ, достигая их разделения по груп-
пам БАВ, а в дальнейшем выделять в индивидуаль- 
ном виде. Биологическая активность суммы БАВ и 
выделенных соединений может существенно разли-
чаться и быть разнонаправленной [10–13]. Экспери-
ментально установлено, что линариин, выделенный 
из травы L.  vulgaris, оказывает гипотензивное дейст- 
вие  [14], в то время как сумма флавоноидов из травы 
L.  vulgaris, в составе которой присутствует линариин, 
повышает артериальное давление, увеличивает ам-
плитуду сердечных сокращений и замедляет ритм [15].

Трава L. vulgaris широко используется в народ-
ной медицине при заболеваниях глаз (конъюнктивит,  
блефарит), горла (ангина) и кожи (дерматит, дерма-
томикоз, сыпь, экзем, псориаз, фурункулез) [16, 17].  
Настой травы льнянки обыкновенной в стоматоло- 
гии используется в виде аппликаций и полосканий 
при абсцедирующей форме парадонтоза и грибковых  
поражениях слизистой оболочки полости рта [18]. 

Экспериментально установлено, что водный экст- 
ракт L.  vulgaris проявляет антибактериальную актив-
ность [17], фунгицидное и противовоспалительное 
действие [18]. Спиртовой экстракт L. corifolia обла-
дает антибактериальными свойствами в отношении 
грамположительных бактерий, а также оказывает вы-
раженное действие против кислотоустойчивой бак-
терии Mycobacterium smegmatis, в сравнении с цефо-
токсимом (CTX30). Кроме того, спиртовые экстракты 
листьев, цветков, стеблей и корней проявляли про-
тивогрибковое действие, в отношении Kluyveromyces 
fragilis [19]. 

Известно, что существенную роль в патогенезе 
ряда офтальмологических, дерматологических и сто-
матологических заболеваний играют бактериальные  
факторы, а именно патогенные бактерии и грибы.  
Поиск и создание противомикробных лекарственных  
средств растительного происхождения является в  
настоящее время актуальным направлением меди-
цины и фармации, данной проблеме посвящен ряд  
исследовательских работ [20–23].

Таким образом, целью настоящего исследова-
ния является изучение влияния растворителей раз-
личной полярности на компонентный состав извле- 
каемых БАВ и изучение противомикробной активно-
сти полученных фракций из травы L.  vulgaris, в отно-
шении Escherichia coli, Staphylococcus aureus и Candida 
albicans.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Надземная часть Linaria vulgaris, собранная в фа-

зу цветения – начала плодоношения в июле 2021  го- 
ду в Пермском крае (Краснокамский район, п. Оверя-
та), была высушена воздушно-теневым способом, из-
мельчена и просеяна через сито с диаметром отвер-
стий 2 мм.

Навеску сырья (500,0) подвергали многократной 
экстракции 96%-м этиловым спиртом (5000 мл) в те-
чение 24 часов при комнатной температуре. Полу-
ченные извлечения объединяли, упаривали при 60  °C,  
до приблизительного объема 200 мл, после чего по- 
лученное извлечение подвергалось последователь-
ной исчерпывающей жидкость-жидкостной экстрак- 
цией [24]. Первый этап проводился равным количест- 
вом гексана (фракция 1), до его полного обесцвечи-
вания, затем для продолжения жидкость-жидкост-
ной экстракции к спиртовому извлечению добавляли  
50  мл воды очищенной. Второй этап осуществля-
ли аналогично с равным количеством дихлормета-
на (фракция  2). В заключении жидкость-жидкостная 
экстракция проводилась с равным количеством бу-
танола (фракция 3). Остаточную водную (фракция 4) 
и три полученных фракции выпаривали до прибли-
зительного объема 100 мл. Для изучения выхода из-
влекаемых веществ, часть гексановой, дихлормета-
новой, бутанольной и водной фракции, достаточной  
для анализа (10  мл), выпаривали досуха, остаток 
взвешивали.

Предварительный анализ компонентного состава  
фенольных соединений и иридоидов в полученных 
фракциях изучали методом восходящей одномерной 
бумажной хроматографии [в системе н-бутанол : ук-
сусная кислота : вода (4 : 1 : 2)]. Для идентификации фе-
нольных соединений хроматограммы просматрива-
ли в УФсвете, до и после обработки парами аммиака, 
а также после проявления хромогенными реактивами.

Кроме того, обнаружение БАВ во фракциях про-
водили методом аналитической высокоэффективной 
жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) на приборе LC-20 
Prominence (Shimadzu, Япония), оснащенном диодно- 
матричным детектором, при 235 и 254  нм. Применя-
лась хроматографическая колонка SUPELCOSIL™ LC-18  
(25 см × 4,6 мм) с размером частиц 5 мкм. Скорость 
потока элюента 1 мл/мин. Температура анализа 40 °C. 
Элюент: вода (компонент А), ацетонитрил (компонент 
В) с содержанием ТФУ 0,1 % [с Н2O : CH3CN (5 : 95) до 
Н2O : CH3CN (0 : 100), по объему]. Объем вводимой про-
бы 10 мкл. 

В качестве стандартных соединений использова-
лись стандарты образцы (СО) р-кумаровой кислоты, 
синаповой, сиреневой, кофейной, ванилиновой, фе- 
руловой, розмариновой, хлорогеновой и гентизино-
вой, апигенина, аукубин, линарин, линариин и этил-
галлат (Sigma-Aldrich, США), а также выделенные ин-
дивидуальные соединения, структура которых была 
установлена в ранее проведенных исследованиях: 
кемпферол [25], эпикатехин [26].
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Идентификация соединений производилась по 
сопоставлению времени удерживания и УФ-спект- 
ров пиков во фракциях, с теми же параметрами стан-
дартных образцов и ранее выделенных соединений.

Противогрибковую и антибактериальную актив- 
ность соединений определяли микрометодом дву-
кратных серийных разведений в жидкой питатель-
ной среде в 96-луночных планшетах [27] в двух по-
вторах. Скрининг противомикробной активности 
осуществляли в отношении референтных (типо-
вых) штаммов Staphylococcus aureus ATCC 6538-P,  
Escherichia coli ATCC 25922, Candida albicans NCTC 
885-653. Концентрация исследуемых соединений в 
первой лунке ряда разведений в питательной сре-
де составила 5000,0 мкг/мл. Для определения анти- 
бактериальной активности использовали пита-
тельный бульон (ФБУН ГНЦ ПМБ, г.  Оболенск), для 
определения противогрибковой активности  – бу-
льон Сабуро (ФБУН ГНЦ ПМБ, г. Оболенск). Для 
приготовления взвеси дрожжевых культур при-
меняли двухсуточные культуры, выращенные на 
агаре Сабуро. Для определения антибактериаль-
ной активности использовали суточные культу-
ры, выращенные на питательном агаре. Концент- 
рация микробных клеток в опыте составила 2–5 ×  
105 КОЕ/мл. В качестве положительного контроля  
использовали питательную среду с внесенной иссле-
дуемой культурой. В качестве отрицательного конт- 
роля использовали интактную питательную среду. 
Посевы инкубировали в термостате при температу-

ре 35 ± 2  °С. Оценку роста микроорганизмов про-
водили визуально через 20–24 ч инкубирования. В 
качестве значения МИК (минимальной ингибирую-
щей концентрации) принимали концентрацию со-
единения в последней прозрачной лунке серии 
разведения.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Характеристика использованных растворителей и  

полученных фракций приведена в таблице 1. Из по-
лученных данных следует, что полярность раствори- 
телей оказывает влияние на количественный выход 
извлекаемых веществ из травы льнянки обыкновен-
ной. С увеличением полярности растворителя выход 
веществ увеличивается.

На основании результатов хроматографическо-
го анализа в исследуемых фракциях обнаружено  
более шестидесяти природных соединений (табли-
цы  2, 3). Количество полифенольных веществ во 
фракциях увеличивается с увеличением полярности 
растворителя – гексан (14), дихлорметан (55), бутанол 
(61). При идентификации вещества отнесены к трем 
группам соединений – фенолокислоты, флавоноиды  
и иридоиды.

Установлено, что исследуемые группы БАВ извле-
каются различными растворителями неравномерно,  
характер их распределения зависит, в том числе и  
от полярности. Дихлорметановая и бутанольная фрак-
ция имеют схожий состав, представленный полифе-
нольными соединениями и иридоидами.

Таблица 1. Характеристика растворителей и фракций из травы Linaria vulgaris

Table 1. Performance of solvents and fractions from the herb Linaria vulgaris

№
Фракция
Fraction

Характеристика растворителя
Performance of solvent

Характеристика фракции
Performance of fractions

Выход 
веществ, %
Substance 

yield, %
Растворитель

Solvent

Дипольный
момент

Dipole moment

Диэлектрическая
постоянная

Dielectric constant

1
Гексановая
Hexane

Гексан
Hexane

0 1,90

Вязкая жидкость темно-зеленого цвета, с 
характерным запахом
Dark green viscous liquid with a characteris-
tic odor

0,6

2
Дихлорметановая
Dichloromethane

Дихлорметан
Dichloromethane

1,62 9,08

Жидкость темно-коричневого цвета с кри-
сталлообразными включениями белого 
цвета, с характерным запахом
Dark brown liquid with white crystalline 
inclusions, with a characteristic odor

1,4

3
Бутанольная
Butanol

н-Бутанол
n-Butanol

1,66 17,80

Двухфазная среда: верхняя фаза – свет-
ло-коричневая жидкость, нижняя – рых-
лый творожистый осадок оранжевого цве-
та. Имеет характерный запах бутанола
Two-phase medium: the upper phase is a 
light-brown liquid, the lower one is a friable 
cheesy orange sediment. It has a characteris-
tic smell of butanol

5,3

4
Водная
Water

Вода
Water

1,85 80,0

Жидкость темно-бурого цвета с кристалло-
образными включениями белого цвета
Dark brown liquid with white crystalline inc- 
lusions

5,8
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В их составе обнаружено более пятидесяти ком-
понентов, из которых идентифицировано десять. Ос-
новными группами соединений, данных фракций яв-
ляются фенолокислоты и флавоноиды. Иридоиды  
обнаружены в следовых количествах. Из группы  
фенолокислот идентифицированы ванилиновая, фе- 
руловая, розмариновая, p-кумаровая, синаповая, 
сиреневая, кофейная и хлорогеновая кислоты; из 
флавоноидов – апигенин, кемпферол, линарин и 
линариин. 

В гексановой фракции обнаружено наименьшее 
количество веществ, полностью отсутствуют иридои-
ды, в следовых количествах установлены и идентифи-
цированы феруловая и розмариновая кислоты, а так- 
же идентифицированы пики веществ относящиеся к 
пигментам (хлорофилл). 

Водная фракция характеризуется содержанием  
всего комплекса установленных БАВ. Обнаружено  
более тридцати веществ из группы полифенолов и  
пять веществ иридоидной природы. На основании 
спектральных данных и в сравнении с референтными 
образцами идентифицированы гентизиновая кислота, 
катехин, этилгаллат, аукубин. Синаповая, p-кумаровая, 
сиреневая, хлорогеновая кислоты обнаружены в сле-
довых количествах.

Установлено, что антимикробной активностью в 
отношении грамположительных и грамотрицательных 
микроорганизмов обладают исследованные фракции 
(таблица 4). С увеличением полярности растворите-
ля антимикробная активность в отношении Escherichia 
coli, Staphylococcus aureus усиливается, в ряду гексан  – 

Таблица 3. Полифенольные соединения фракций из травы Linaria vulgaris

Table 3. Polyphenolic compounds of fractions from the herb Linaria vulgaris

№
Стандартные 
соединения

Standard substances

Время 
удерживания, мин
Retention time, min

УФ-спектры, λ/   max, нм
UV spectrum, λ/   max, nm

Номер фракции
Number of fraction

1 2 3 4

Фенолокислоты
Phenolic acids

1
p-Кумаровая кислота
p-Coumaric acid

18,75
275 пл, 311
275 pl, 311

–* +* +
сл.
sl.

2
Синаповая кислота
Synapic acid

19,85 328 – + +
сл.
sl.

3
Сиреневая кислота
Syringic acid

17,06 267, 294 –
сл.
sl.

+
сл.
sl.

4
Кофейная кислота
Caffeic acid

16,4
287 пл, 324
287 pl, 324

–
сл.
sl.

+ –

5
Ванилиновая кислота
Vanillic acid

16,31 267, 294 – + + –

6
Феруловая кислота 
Ferulic acid

19,83
280 пл, 323
280 pl, 323

сл.
sl.

+ + –

7
Розмариноваякислота
Rosmarinic acid

21,48
280 пл, 329
280 pl, 329

сл.
sl.

+ + –

8
Хлорогеновая кислота
Chlorogenic acid

15,58
282 пл, 328
282 pl, 328

– – +
сл.
sl.

9
Гентизиновая кислота
Gentisic acid

15,81 333 – +

Флавоноиды
Flavonoids

10
Кемпферол 
Kaempferol

20,08 265, 347 – + + +

11
Апигенин
Apigenin

25,99 267, 335 – + + –

12
Эпикатехин/катехин
Epicatechin/catechin

15,26 279 – – – +

13
Этилгаллат 
Ethylgallate

18,68 272 – – – +

Всего обнаружено соединений: 
Total compounds found:

14 55 61 39

Идентифицировано: 
Identified:

2 9 10 8

Примечание. * «+» – наличие соединений; «–» – отсутствие соединений.

Note. * "+" – the presence of connections; "–" – no connections.
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дихлорметан – бутанол – вода. Наиболее высокая ан-
тибактериальная активность в отношении грамполо-
жительных и грамотрицательных микроорганизмов 
установленна для водной фракции.

Антибактериальная активность водной фракции, 
вероятно объясняется наличием в ней веществ гид- 
рофильной природы – иридоидов, которые установ-
лены в водной фракции в количестве шести соедине-
ний, в отличие от других фракций. Известно, что ири-
доиды оказывают антимикробное действие [28].

Анализируя влияние полученных фракций на про-
тивогрибковую активность установлено, что наибо-
лее выраженная противогрибковая активность в от-
ношении Candida albicans характерна для гексановой 
и дихлорметановой фракции. Увеличение полярно-
сти растворителя не приводит к существенному ее 
изменению.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
При использовании растворителей различной 

полярности из спиртового извлечения Linaria vul‑ 
garis, получены четыре фракции: гексановая, 
дихлорметановая, бутанольная и водная, отличаю-
щиеся разнообразным набором биологически ак-
тивных компонентов. Дихлорметановая и бутаноль-
ная фракция имеют схожий состав, представленный 
полифенольными соединениями и иридоидами. В 
гексановой фракции обнаружено наименьшее коли-
чество веществ, полностью отсутствуют иридоиды. 
Водная фракция характеризуется содержанием все- 
го комплекса БАВ.

Разнополярные фракции Linaria vulgaris обладают 
антимикробной активностью в отношении грамполо-
жительных Staphylococcus aureus и грамотрицатель- 
ных Escherichia coli микроорганизмов, а также пато-
генных грибов из рода Candidа. Наиболее высокая  
антибактериальная активность в отношении Escheri‑ 
chia coli, Staphylococcus aureus установленная для 
водной фракции, тогда как наиболее выраженная 
противогрибковая активность характерна для гекса-
новой и дихлорметановой фракции. 
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Резюме
Введение. Листья персика обыкновенного (Persica vulgaris), содержащие большое количество биологически активных веществ, включая 
флавоноиды, рассматриваются в качестве перспективного растительного источника для получения экстракционных препаратов.
Цель. Установление влияния фитотехнологических параметров на эффективность выделения комплекса биологически активных веществ 
из персика обыкновенного листьев.
Материалы и методы. Объектом исследования являлись образцы высушенных листьев культивируемого дерева персика 
обыкновенного – Persica vulgaris Mill. (сем. розоцветных – Rosaceae), собранных в период вегетации (в конце августа). В работе исследованы 
основные технологические параметры растительного сырья: средний размер частиц и фракционный состав, объемные характеристики 
удельной, объемной и насыпной масс, показатели пористости, порозности и свободный объем слоя сырья, а также коэффициент 
поглощения экстрагента. 
Результаты и обсуждение. Полученные значения фракционного состава и объемные характеристики указывают на целесообразность 
использования при экстрагировании растительного сырья метода мацерации. Проведенные экспериментальные исследования по   
подбору оптимальных режимов выделения суммы флавоноидов из персика обыкновенного листьев (экстрагент, температура экстракции, 
продолжительность экстракции, степень измельчения сырья, гидромодуль) обеспечили высокий выход комплекса БАВ в экстракт.
Заключение. В результате исследования установлены фитотехнологические параметры для персика обыкновенного листьев, 
обоснован рациональный метод экстрагирования – мацерация при нагревании с периодическим перемешиванием и подобраны 
факторы, обеспечивающие максимальный выход суммы флавоноидов из персика обыкновенного листьев: мацерация при температуре 
70 °С в течение 40 мин, экстрагент – спирт этиловый раствор 70 %, степень измельчения сырья – 2 мм, соотношение сырье : экстрагент 
(1 : 10).

Ключевые слова: персик обыкновенный, фитотехнологические параметры, экстрагирование, флавоноиды

Конфликт интересов. Авторы декларируют отсутствие явных и потенциальных конфликтов интересов, связанных с публикацией настоящей 
статьи.

Вклад авторов. Е. И. Молохова определила фитотехнологические показатели сырья и обосновала рациональный способ экстрагирования. 
Л. В. Иванцова подобрала факторы, обеспечивающие максимальный выход суммы флавоноидов из персика обыкновенного листьев. 
В. Д. Белоногова осуществляла заготовку растительного сырья и его фитохимический анализ. Все авторы в равной степени участвовали в 
обобщении научной литературы, обсуждении и написании текста статьи.

Финансирование. Исследование проведено при финансовой поддержке Пермского научно-образовательного центра «Рациональное 
недропользование», 2022 год.

Для цитирования: Молохова Е. И., Иванцова Л. В., Белоногова В. Д. Определение фитотехнологических параметров экстракта густого 
персика обыкновенного (Persica vulgaris) листьев. Разработка и регистрация лекарственных средств. 2022;11(4–1):57–63. https://doi.
org/10.33380/2305-2066-2022-11-4(1)-57-63

Determination of Phytotechnological Parameters  
of the Dense Extract from Peach (Persica vulgaris) Leaves 
Elena I. Molokhova, Lyubov V. Ivantsova, Valentina D. Belonogova
1 Federal State Budgetary Educational Institution of Higher Education "Perm State Pharmaceutical Academy" of the Ministry of Health of the Russian Federation, 2, Polevaya str., Perm, 614990, 
Russia
 Corresponding author: Elena I. Molokhova. E-mail: profmol17@gmail.com

ORCID: Elena I. Molokhova – https://orcid.org/0000-0003-0334-8590; Lyubov V. Ivantsova – https://orcid.org/0000-0001-8095-3722; 
               Valentina D. Belonogova – https://orcid.org/0000-0001-5193-3976.

Received: 14.10.2022             Revised: 21.11.2022             Published: 27.12.2022

Abstract
Introduction. Leaves of peach (Persica vulgaris), containing a large amount of biologically active substances, including flavonoids, are considered 
as promising plant source for producing extraction preparations. 
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Aim. The purpose of the study: to establish the influence of phytotechnological parameters for efficiency of isolation of complex of biologically 
active substances from peach leaves.
Materials and methods. The object of the study was samples of dried leaves of the cultivated peach tree – Persica vulgaris Mill. (Rosaceae family) 
collected during the growing season (at the end of August). The main technological parameters of vegetable raw materials were studied: av-erage 
particle size and fractional composition, volume characteristics of specific, volume and bulk mass, porosity, porosity and free volume of the raw 
material layer, аs well as the absorption coef-ficient of the extractant.
Results and discussion. The obtained values of the fractional composition and volume character-istics indicate the expediency of using the 
maceration method in plant raw materials extraction. Experimental studies were carried out to select optimal modes of extraction of flavonoids 
from peach leaves (extractant, extraction temperature, extraction duration, degree of raw material grinding, hydromodule), which ensure high 
output of BAS complex into extract.
Conclusion. The study presents the analysis of phytotechnological parameters of peach leaves, a rational extraction method is justified  – 
maceration at heating with periodic stirring, and extraction conditions are determined; providing maximum yield of active substances: 
temperature – 70 °С in 40 min, extractant – alcohol, ethyl solution 70 %, degree of raw material grinding – 2 mm, raw material : extractant ratio 
(1 : 10).

Keywords: common peach, phytotechnolocical parameters, extraction, flavonoids
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ВВЕДЕНИЕ
Одним из  векторов развития производства фито-

химических препаратов является использование но-
вых видов растительного сырья. При этом определя-
ются потенциально значимые растительные культуры, 
подтверждается наличие в них биологически актив-
ных веществ с установлением количественного со-
держания, разрабатываются методики получения  
экстрактов в  целях дальнейшего создания лекарст- 
венных растительных препаратов (ЛРП). В  настоя-
щее время в качестве источника биологически актив-
ных веществ (БАВ) активно изучается сырье плодовых  
культивируемых деревьев, в том числе и листья.

За последнее десятилетие проведено ряд фито-
химических исследований листьев плодово-ягодных 
деревьев. Разработка технологии и анализ экстрак-
та листьев кизила жидкого проведена в Пятигорском 
филиале Волгоградского государственного медицин-
ского университета (ПМФИ). В качестве способа экст- 
рагирования выбрана реперколяция [1]. Кроме того, 
в  ПМФИ активно проводится изучение листьев грец-
кого ореха в  качестве растительного сырья для по-
лучения экстракционных препаратов. Для разработ-
ки технологии экстракта из листьев ореха грецкого 
подобран экстрагент, позволяющий оптимально из-
влекать комплекс БАВ, определяющих фармакологи-
ческие свойства – спирт этиловый 40 % [2]. На способ 
получения экстракта листьев ореха грецкого получен 
патент [3].

В ПМГМУ им.  И. М. Сеченова определены ос-
новные параметры экстракции БАВ из  каштана кон-
ского обыкновенного листьев и  разработана раци-
ональная схема, позволяющая получить экстракт 
сухой [4]. Для разработки технологии экстракта из ли-
стьев ореха грецкого подобран экстрагент, извле-
кающий как весь комплекс БАВ, так и нафтохино-
ны, обеспечивающие основные фармакологические 
свойства  – спирт этиловый 40, в качестве методом 
экстракции – реперколяция.

Учитывая анализ литературных данных, изучение 
листьев плодовых деревьев вызывает несомненный 
интерес у  исследователей. Плодовые деревья рас-
сматривают не только как пищевой источник, но и как 
источник сырья, содержащего БАВ, с возможностью 
применения в  медицине и  фармации. Безусловным 
преимуществом является то, что плодовые деревья 
культивируются, а, следовательно, расширение сфер 
применения и  повышение эффективности их исполь-
зования представляются актуальным.

Среди культивируемых плодовых деревьев боль-
шой интерес вызывает персик обыкновенный, ши-
роко используемый в народной и  традиционной 
медицине, а также в виде биологически активных до-
бавок (БАД). Перспективность использования ли-
стьев персика обусловлена наличием в их составе 
веществ фенольной структуры, в  частности флавоно-
идов [5]. Результаты экспериментальных исследова-
ний указывают на перспективность перевода листьев 
персика обыкновенного из сырья для БАД в разряд 
лекарственного растительного сырья и  создания 
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высокоэффективных и  безопасных лекарственных 
средств на его основе.

При разработке экстракционных препаратов из 
листьев персика обыкновенного необходимо про-
ведение не  только фармакогностических и  биоло-
гических исследований, но  и  определение фитотех-
нологических параметров сырья. Актуальность этих 
исследований подтверждена в  работах современ-
ных исследователей по  изучению травы полыни Гме-
лина [6], травы кирказона ломоносовидного [7], тра-
вы тимьяна [8] при создании эффективной технологии 
экстрактов.

Цель исследования: установление влияния фи-
тотехнологических параметров на эффективность вы-
деления комплекса биологически активных веществ 
из персика обыкновенного листьев.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы

Объектом исследования являлись 2  образца вы-
сушенных листьев культивируемого дерева персика 
обыкновенного  – Persica  vulgaris Mill. (сем. розоцвет-
ных – Rosaceae), собранных в период вегетации (в кон-
це августа). Объекты исследования представлены в  
таблице 1.

Таблица 1. Объекты исследования

Table 1. Objects of study

Образец
Sample

Место сбора/место 
изготовления

Place of collection/place 
of manufacture

Время 
сбора/дата 

изготовления
Harvest time/
manufacture 

date
Персика обыкновен-
ного листья, образец 
№ 1
Common peach lea- 
ves, sample No. 1

Окрестности г. Геленджик, 
Краснодарский край
Neighborhood of Gelen-
dzhik, Krasnodar Territory

Август 2016 г.
August 2016

Персика обыкновен-
ного листья, образец 
№ 2
Common peach lea- 
ves, sample No. 2

Окрестности г. Майкоп, 
Краснодарский край
Neighborhood of Maikop, 
Krasnodar Territory

Август 2017 г.
August 2017

Образцы сырья анализировались по 
ОФС.1.5.1.0003.15 «Листья»1.

Методы

В работе исследованы следующие технологиче-
ские параметры используемого растительного сырья: 
средний размер частиц и фракционный состав, объем-
ные характеристики удельной, объемной и  насыпной 
масс, показатели пористости, порозности и  свобод-

1 ОФС.1.5.1.0003.15 Листья. Государственная Фармако-
пея Российской Федерации XIV изд. Доступно по: https://
docs.rucml.ru/feml/pharma/v14/vol2/47. Ссылка активна на 
23.10.2022.

ный объем слоя сырья. а также коэффициент поглоще- 
ния экстрагента.

Средний размер частиц и  коэффициенты погло-
щения оценивали по  ОФС2, 3. Определение влажности 
проводили по  стандартной методике, предложенной 
в  ГФ 14, ОФС.1.5.3.0007.15 «Определение влажности 
лекарственного растительного сырья и  лекарствен-
ных растительных препаратов»4. Объемные характе-
ристики листьев персика обыкновенного оценива-
ли по  методикам, представленным в  литературе  [6, 7]. 
Определение каждого параметра выполняли с 5 про-
бами каждого образца сырья.

Проведен подбор оптимальных режимов экстра-
гирования суммы флавоноидов из  персика обыкно-
венного листьев: экстрагент, температура экстракции, 
продолжительность экстракции, степень измельчения 
сырья, гидромодуль.

Методика: в  колбу помещали 1,0  г (точная на-
веска) сырья, измельченного до  размера частиц 
0,5–6  мм, добавляли экстрагент (вода очищенная, 
спирт этиловый 40, 70, 90 %), в  соотношении сы-
рье : экстрагент  – 1 : 7, 1 : 10, 1 : 15, 1 : 20 и выдержи-
вали в  течение 20–90  мин при температуре 40–
100 °С  на  водяной бане. Извлечения охлаждали при 
температуре 5–8  °С в течение 3  суток, отфильтровы-
вали через друк-фильтр. В полученных извлечениях 
определяли количественное содержание суммы фла-
воноидов, в  пересчете на рутин, по разработанной 
нами методике [5].

Количественное определение дубильных веществ 
в сырье и экстракте густом проводили перманганато-
метрическим методом по  методике ОФС.1.5.3.0008.18 
«Определение содержания дубильных веществ в ле-
карственном растительном сырье и лекарственных 
растительных препаратах»5. Количественное опреде-
ление каротиноидов  – спектрофотометрическим ме-

2 ОФС.1.5.3.0004.15 «Определение подлинности, измель-
ченности и содержания примесей в лекарственном расти-
тельном сырье и лекарственных растительных препаратах». 
Государственная Фармакопея Российской Федерации XIV 
изд. Доступно по: https://docs.rucml.ru/feml/pharma/v14/
vol2/47. Ссылка активна на 23.10.2022.

3 ОФС.1.5.3.0012.15 «Определение коэффициента водо-
поглощения и расходного коэффициента лекарственного 
растительного сырья». Государственная Фармакопея Рос-
сийской Федерации XIV изд. Доступно по: https://docs.rucml.
ru/feml/pharma/v14/vol2/47. Ссылка активна на 23.10.2022.

4 ОФС.1.5.3.0007.15 «Определение влажности лекарст- 
венного растительного сырья и лекарственных раститель-
ных препаратов». Государственная Фармакопея Российской 
Федерации XIV изд. Доступно по: https://docs.rucml.ru/feml/
pharma/v14/vol2/47. Ссылка активна на 23.10.2022.

5 ОФС.1.5.3.0008.18 «Определение содержания дубиль-
ных веществ в лекарственном растительном сырье и ле-
карственных растительных препаратах». Государственная 
Фармакопея Российской Федерации XIV изд. Доступно по: 
https://docs.rucml.ru/feml/pharma/v14/vol2/47. Ссылка актив-
на на 23.10.2022.

Фармацевтическая технология
Pharmaceutical Technology



60 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2022. Т. 11, № 4, приложение 1
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2022. V. 11, No. 4, supplement 1

тодом, аскорбиновой кислоты  – титриметрическим 
по ФС.2.5.0106.18 «Шиповника плоды»1.

Статистическую обработку всех эксперимен-
тальных данных проводили согласно ГФ  XIV издания, 
ОФС.1.1.0013.15 «Статистическая обработка резуль-
татов химического эксперимента», при помощи кри-
терия Стъюдента. Результаты считали достоверными 
при вероятности 95 % (р ≤ 0,05).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Результаты определения среднего размера частиц 

и преобладающей фракции в  образцах сырья пред-
ставлены в таблице 2.

Таблица 2. Анализ фракционного состава образцов сырья  
листьев персика обыкновенного

Table 2. Analysis of the fractional composition of samples  
of raw peach leaves
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№
 п

/п
N

o.
 p

/p

Ра
зм

ер
 о

тв
ер

ст
ий

 
си

т,
 м

м
Si

ze
 o

f s
ie

ve
 

op
en

in
gs

, m
m

М
ас

са
 к

аж
до

й 
ф

ра
кц

ии
, г

M
as

s 
of

 e
ac

h 
fr

ac
ti

on
, g

Н
ав

ес
ка

 
ф

ак
ти

че
ск

ая
, г

A
ct

ua
l h

it
ch

, g

М
ас

со
ва

я 
до

ля
 к

аж
до

й 
ф

ра
кц

ии
, %

M
as

s 
fr

ac
ti

on
 o

f 
ea

ch
 fr

ac
ti

on
, %

Ср
ед

ни
й 

ра
зм

ер
 

ча
ст

иц
, м

м
A

ve
ra

ge
 p

ar
ti

cl
e 

si
ze

, m
m

1 10 2,479

49,904

4,97 –
2 7 5,375 10,77 8,5
3 6 8,297 16,63 6,5
4 5 14,738 29,53 5,5
5 3 7,660 15,35 4
6 2 9,187 18,41 2,5
7 1 2,168 4,34 1,5

Образец сырья № 2
Raw material sample No. 2
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1 10 1,452
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2,92 –
2 7 2,184 4,4 8,5
3 6 3,422 6,89 6,5
4 5 15,630 31,45 5,5
5 3 7,673 15,45 4
6 2 11,780 23,70 2,5
7 1 7,550 15,19 1,5

При анализе фракционного состава растительной 
массы выявлена преобладающая фракция со  сред-
ним размером частиц 5,5  мм. Данный показатель для 
сырья является оптимальным для экстрагирования. 
При этом сырье имеет большую поверхность сопри-

1 ФС.2.5.0106.18 «Шиповника плоды». Государственная 
Фармакопея Российской Федерации XIV изд. Доступно по: 
https://docs.rucml.ru/feml/pharma/v14/vol2/47. Ссылка актив-
на на 23.10.2022.

косновения с экстрагентом, но  малое количество раз-
рушенных клеток, а значит в  экстракт перейдет мак-
симум БАВ при минимальном количестве балластных 
веществ.

Результаты определения объемных фитотехно-
логических параметров растительного сырья пред-
ставлены в таблице 3. При анализе этих показателей 
особенное внимание обращали на параметры, оказы-
вающие существенное влияние на полноту и скорость 
экстрагирования растительного сырья. К таким пара-
метрам относятся: насыпная масса, а также пористость 
и порозность слоя.

Таблица 3. Объемные технологические параметры образцов  
изучаемого растительного материала

Table 3. Volumetric technological parameters of samples  
of the studied plant material

№ п/п
No. 
p/p

Технологический 
параметр

Technological 
parameter

Значение
Meaning

Среднее 
значение

Mean

Образец 
№ 1

Sample 
No. 1

Образец 
№ 2

Sample 
No. 2

1
Удельная масса 
Specific gravity

1,47 1,38 1,42 ± 0,57

2
Объемная масса
Volumetric mass

0,87 0,50 0,69 ± 2,35

3
Насыпная масса
Bulk mass

0,18 0,19 0,18 ± 0,06

4
Пористость
Porosity

0,41 0,64 0,53 ± 1,46

5
Порозность
Porosity

0,79 0,63 0,71 ± 1,02

6

Свободный объем 
слоя сырья
Free volume of raw 
material layer

0,88 0,87 0,88 ± 0,06

Насыпная масса листьев персика обыкновенно-
го составляет 0,18  г/см3. Данный показатель пример-
но сопоставим с  насыпной массой листьев красав-
ки  – 0,20  г/см3. Сырье является легкоподвижным. Для 
экстрагирования сырья подойдет экстрактор относи-
тельно небольших размеров.

Пористость сырья составляет 0,53 г/см3, что явля-
ется более низким показателем по  сравнению с  тра-
вой тимьяна  – 0,65  г/см3 [8]. Следовательно, внутрен-
него сока при набухании сырья образуется немного. 
Высокие значение показателей объемной массы и по-
розности характеризует сырье как рыхлое и сыпучее. 
При таких показателях характерно образование боль-
шого количества внешнего сока при набухании сы-
рья, обеспечивающего хорошую скорость смачивания  
и быстрое набухание. В  связи с  этим наиболее раци-
ональным методом получения экстракта из  персика 
обыкновенного листьев является мацерация. Рыхлое 
сыпучее сырье склонно быстро забивать перколя-
тор при экстрагировании методом реперколяции, что 
значительно снижает эффективность производства 
экстракта. Кроме того, анализ методов экстракции, 
используемых для извлечения флавоноидов из  ле-
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карственного растительного сырья установил, что 
наибольший выход флавоноидов достигается мето-
дом мацерации при нагревании с  периодическим пе- 
ремешиванием [9].

Результаты определения коэффициентов погло-
щения для персика обыкновенного листьев представ-
лены в таблице 4.

Таблица 4. Показатели коэффициентов водо-  
и спиртопоглощения для листьев персика обыкновенного

Table 4. Indicators of water and alcohol absorption coefficients  
for common peach leaves

№ п/п
No. 
p/p

Экстрагент
Extractant

Значение
Meaning

Среднее 
значение

Mean

Образец 
№ 1

Sample 
No. 1

Образец 
№ 2

Sample 
No. 2

1
Вода
Water

2,87 2,88 2,88 ± 0,01

2
Этиловый спирт 
70 %
Ethyl alcohol 70 %

2,20 2,30 2,25 ± 0,05

Результаты определения коэффициентов погло-
щения показали, что количество воды, удерживаемое 
1,0  г растительного сырья после его отжатия, на  30 % 
больше, чем количество спирта этилового 70 %, удер-
живаемое тем  же количеством растительного сы-
рья после отжатия. Следовательно, при приготовле-
нии водного извлечения расход экстрагента будет 
больше, чем при приготовлении эквивалентного ко-
личества спиртового извлечения из  листьев персика 
обыкновенного.

Полученные данные использовались при оцен-
ке качества исходного сырья и  при установлении 
условий экстрагирования, обеспечивающего мак-
симальный выход действующих веществ. Прове-
ден подбор оптимальных режимов экстрагирования 
суммы флавоноидов из персика обыкновенного ли-
стьев: экстрагент, температура экстракции, продол-
жительность экстракции, степень измельчения сырья,  
гидромодуль.

Результаты опытов с  использованием различных 
экстрагентов приведены на рисунке 1.

На основании анализа данных, представленных на 
рисунке 1, установлено, что наилучшим экстрагентом 
является спирт этиловый раствор 70 %, так как обеспе-
чивает максимальный выход флавоноидов.

Для определения температурного режима экстра-
гирования изучено влияние нагревания на выход сум-
мы флавоноидов. Результаты анализа приведены на 
рисунке 2.

На основании анализа данных, представленных 
на рисунке 2, установлено, что наибольший выход 
флавоноидов достигается при проведении экстрак-
ции при температуре 80 °С, при которой так же наблю-
дается наибольший выход флавоноидов.

Для определения продолжительности экстрак-
ции изучено влияние времени на  выход суммы фла-

воноидов. Результаты анализа приведены на рисун-
ке 3. На основании анализа данных, представленных 
на рисунке 3, установлено, что наибольший выход 
флавоноидов достигается при экстракции в  течение 
40 минут.

Рисунок 1. Выход суммы флавоноидов в зависимости от соста-
ва экстрагента 

Figure 1. The yield of the total flavonoids depending on the 
composition of the extractant

Рисунок 2. Выход суммы флавоноидов в зависимости от тем-
пературы экстракции

Figure 2. Total yield of flavonoids depending on the extraction 
temperature

Рисунок 3. Выход суммы флавоноидов в зависимости от про-
должительности экстракции

Figure 3. Total yield of flavonoids depending on the duration of 
extraction
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При изучении степени измельчения на  выход 
суммы флавоноидов. Сырье просеивали через сита 
с  отверстиями диаметром 1–5  мм. Полученные ре-
зультаты представлены на  рисунке 4. Установлено, 
что наибольший выход суммы флавоноидов наблю-
дается при экстрагировании сырья со  степенью из-
мельчения 2 мм.

При изучении влияния гидромодуля экстракции 
на  выход флавоноидов из  персика обыкновенного 
листьев, готовили извлечения из  сырья с  размером  
частиц 2 мм в соотношении 1 : 7, 1 : 10, 1 : 15, 1 : 20. Вре- 
мя экстракции составляло 40  мин, в  качестве экстра-
гента использовали спирт этиловый раствор 70 %, 
обеспечивающий максимальный выход флавоноидов 
из персика обыкновенного листьев.

На основании анализа данных, представленных на 
рисунке 5, установлено, что наибольший выход сум-
мы флавоноидов наблюдается при соотношении сы-
рье : экстрагент (1 : 10).

Установленные параметры экстрагирования ис-
пользовали для получения извлечений из персика 
обыкновенного листьев, которые в  дальнейшем под-
вергали очистке методом отстаивания в  плотно за-
крытой емкости при температуре 5–8  °С в течение 
3  суток. После отстаивания извлечение фильтрова-
ли с  помощью друк-фильтра и  очищенную вытяжку 
выпаривали в  вакуум-выпарной установке при тем-
пературе 65–70  °С  и  глубине вакуума –0,75–0,85  бар, 
до  остаточной влажности не более 20 % для полу-
чения экстракта густого. Выбор технологии густого 
экстракта обоснован экономической целесообраз-
ностью и  более расширенным спектром его приме-
нения в  различных лекарственных формах, таких как  
сироп, эликсир, эмульсии, суспензии, гранулыы, мяг-
кие желатиновые капсулы, суппозитории ректаль-
ные, вагинальные и  мягкие лекарственные формы 
для наружного применения.

По предложенной технологии получено пять се-
рий экстракта густого персика обыкновенного ли-
стьев. В ходе исследования состава БАВ в полученных 
экстрактах установлено наличие комплекса флавоно-
идов, каротиноидов, аскорбиновой кислоты. Содер-
жание БАВ в  сырье персика обыкновенного листьев 
и экстракте густом представлено в таблице 5.

Таблица 5. Сравнительный анализ содержания  
биологически активных веществ в листьях  
персика обыкновенного и экстракте густом на его основе

Table 5. Comparative analysis of the content of biologically active  
substances in peach leaves and thick extract based on it
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Флавоноиды, в пересче-
те на рутин
Flavonoids, in terms of ru- 
tin

1,78 5,1 89,5

Дубильные вещества в 
пересчете на танины
Tannins in terms of tan-
nins

1,82 6,07 95,0

Каротиноиды
Carotenoids

0,087 0,73 97,0

Аскорбиновая кислота
Vitamin C

0,018 1,10 98,0

Как видно из таблицы 5, полученный экстракт  
густой содержит большое количество БАД. Из перси-
ка обыкновенного листьев в экстракт густой перешло 
89,5 % рутина, 95 %  – дубильных веществ, 97 %  – ка-
ротиноидов, 98 % – аскорбиновой кислоты.

Рисунок 4.  Выход суммы флавоноидов в зависимости от сте-
пени измельчения сырья

Figure 4. The yield of the total flavonoids depending on the 
degree of grinding of raw materials

Рисунок 5. Зависимость выхода суммы флавонои-
дов из листьев персика обыкновенного от соотношения  
сырье : экстрагент

Figure 5. Dependence of the yield of the total flavonoids from 
common peach leaves on the ratio of raw material : extractant
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
1. Экспериментально определены технологические 

параметры листьев персика обыкновенного: сред-
ний размер частиц, удельная масса, объемная 
масса, насыпная масса, пористость, порозность, 
свободный объем слоя сырья, коэффициент по-
глощения экстрагента (для воды и 70 % этилового 
спирта). Средний размер частиц  – 5,5  мм. Коэффи-
циент водопоглощения – 2,87. Коэффициент спир-
топоглощения (для спирта этилового 70 %) – 2,25. 
Изучаемое сырье обладает высокими показате-
лями объемных характеристик (объемная масса, 
порозность).

2. В  результате исследования установлены фитотех- 
нологические параметры для персика обыкно-
венного листьев и подобраны факторы, обеспечи- 
вающие максимальный выход суммы флавонои- 
дов из  персика обыкновенного листьев: маце-
рация при температуре 70  °С в течение 40  мин, 
экстрагент  – спирт этиловый раствор 70 %, сте-
пень измельчения сырья – 2 мм, соотношение сы-
рье : экстрагент (1 : 10).
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Резюме
Введение. COVID-19 признан самой значимой пандемией современной эпохи. Исследования показали потенциальную пользу приема 
аскорбиновой кислоты в комплексном лечении данного заболевания, особенно у лиц с дефицитом витамина С. Одним из самых 
популярных и доступных источников введения аскорбиновой кислоты в рацион являются шиповника плоды. Качество водных извлечений 
из растительного сырья зависит от ряда технологических факторов. Изучение влияния технологического режима изготовления водного 
извлечения из шиповника плодов на высвобождении аскорбиновой кислоты в полученных лекарственных формах является актуальным.
Цель. Получить различными режимами изготовления водные извлечения из шиповника плодов и изучить влияние технологических 
параметров на содержание аскорбиновой кислоты.
Материалы и методы. Объектом исследования явились шиповника плоды в пачках и водные извлечения на их основе, полученные 
6  различными способами. Использованы фармакопейные методики, рекомендации производителей, а также термосное настаивание 
без и с предварительным нагреванием колбы термоса. Для количественного определения аскорбиновой кислоты в полученных водных 
извлечениях нами использован фармакопейный метод (титрование с 2,6-дихлорфенолиндофенолятом натрия).
Результаты и обсуждение. Наименьшее содержание аскорбиновой кислоты отмечено в отваре по фармакопейной методике. Высокие 
показатели содержания аскорбиновой кислоты отмечены при различных вариантах термосного настаивания шиповника плодов.
Заключение. Нами получены экстемпоральные водные извлечения шиповника плодов 6 различными режимами экстрагирования. По 
содержанию аскорбиновой кислоты наиболее эффективным методом получения экстемпорального водного извлечения шиповника 
плодов является шестичасовое термосное настаивание с предварительным прогревом колбы термоса. Наибольшее количество 
аскорбиновой кислоты высвобождается при шестичасовом термосном настаивание. В двенадцатичасовых термосных настоях обнаружено 
уменьшение количества аскорбиновой кислоты. Установлено, что предварительный прогрев колбы термоса приводит к увеличению 
выхода аскорбиновой кислоты в водное извлечение на 25 %.

Ключевые слова: шиповника плоды, водные извлечения, аскорбиновая кислота
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Abstract
Introduction. COVID-19 is recognized as the most significant pandemic of the modern era. Studies have shown the potential benefits of taking 
ascorbic acid in the complex treatment of this disease, especially in people with vitamin C deficiency. One of the most popular and affordable 
sources of ascorbic acid in the diet are rosehip fruits. The quality of water extracts from plant raw materials depends on a number of technological 
factors. The study of the influence of the technological regime of the production of water extraction from rosehip fruits on the release of ascorbic 
acid in the obtained dosage forms is relevant.
Aim. To obtain water extracts from rosehip fruits by various production modes and to study the effect of technological parameters on the content 
of ascorbic acid.
Materials and methods. The object of the study was rosehip fruits in bundles and water extracts based on them, obtained in the 6 different ways. 
Pharmacopoeial techniques, manufacturers' recommendations, as well as thermos infusion with and without preheating of the thermos flask were 
used. For quantitative determination of the ascorbic acid in the obtained aqueous extracts, we used the pharmacopoeia method (titration with 
2,6-dichlorophenolindophenolate sodium).
Results and discussion. The lowest content of ascorbic acid was noted in the decoction according to the pharmacopoeia method. High levels of 
ascorbic acid content were noted in the variants of thermos infusion of rosehip fruits.
Conclusion. We have obtained extemporal water extracts of rosehip fruits by the 6 different extraction modes. According to the content of 
ascorbic acid, the most effective method of obtaining extemporal water extraction of rosehip fruits is a six-hour thermos infusion with preheating 
of the thermos flask. The largest amount of ascorbic acid is released during a six-hour thermos infusion. In the twelve-hour thermos infusions, a 
decrease in the amount of ascorbic acid was found. It was found that preheating the thermos flask leads to an increase in the yield of ascorbic acid 
in aqueous extraction by 25 %.

Keywords: rosehip fruits, aqueous extracts, ascorbic acid
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ВВЕДЕНИЕ
COVID-19 признан глобальной проблемой здра-

воохранения и  является самой значимой пандемией  
современной эпохи. Недавние исследования показа-
ли ингибирующую активность витамина С в реплика-
ции вирусов, включая репликацию вируса SARS CoV-2. 
Показана потенциальная польза приема аскорбино-
вой кислоты в  комплексном лечении данного заболе-
вания, особенно у лиц с дефицитом витамина С. Авто-
ры сообщают о снижении смертности, снижении риска 
прогрессирования органной недостаточности и улуч-
шении результатов рентгенографии у  пролеченных 
пациентов по сравнению с контролем [1–4].

Адекватная и  сбалансированная диета может 
быть эффективна в профилактике и лечении инфекци-
онных заболеваний, таких как COVID-19. Одним из са-
мых популярных и  доступных источников введения 
аскорбиновой кислоты в  рацион являются шиповника  

плоды. За  последние годы экстрактивные препара-
ты на  основе показали различные виды фармаколо-
гического действия: противогриппозный эффект  [5], 
применение для лечения остеоартрита [6] и  сахар-
ного диабета [7], цитотоксическое действие при ра-
ке прямой кишки [8, 9], а  также антибактериальный  
эффект [10].

С незапамятных времен водные извлечения из 
лекарственного растительного сырья используются  
при различных патологиях, в том числе и инфекци-
онных заболеваниях. Качество таких извлечений во 
многом зависит от  ряда технологических факторов: 
соотношения сырья и  экстрагента, температурного 
режима, времени настаивания и т. д. Таким образом, 
изучение влияния технологического режима изго-
товления водного извлечения из  шиповника плодов 
на  высвобождении аскорбиновой кислоты в получен-
ных лекарственных формах является актуальным.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектом исследования явились шиповника пло-

ды в  пачках (АО «Красногорсклексредства», Россия,  
серия Z41ALLBECO809, срок годности до  12.2023). С  
целью подбора оптимального режима экстемпораль-
ного изготовления водного извлечения нами полу-
чены водные извлечения из  данного лекарственного 
растительного сырья с  использованием 5  технологи-
ческих режимов, представленных в таблице 1. Нами 
использованы в  работе фармакопейные методики, 
рекомендации производителей, а также наиболее до-
ступное в домашних условиях термосное настаивание.

С целью интенсификации процесса экстрагиро-
вания нами использовано предварительное прогре-
вание колбы термоса. В  термос заливали кипящую 
воду до верху, термос плотно закрывали крышкой, 

производили выдержку в течение 10  минут, далее во- 
ду сливали. Навеску сырья, помещенную в прогретый 
термос, заливали кипящей водой, плотно закрывали 
крышкой и  настаивали с  частым перемешиванием в 
течение 6 часов.

Для определения аскорбиновой кислоты в  полу-
ченных водных извлечениях нами использована ме-
тодика  XIV издания Государственной фармакопеи 
Российской Федерации (ФС.2.5.0106.18 «Шиповника 
плоды») (таблица 2).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Полученные водные извлечения представляют  
собой жидкости различной интенсивности окраски 
от светло-бежевой до красно-коричневой, различной 

Таблица 1. Технологические режимы изготовления водных извлечений из шиповника плодов

Table 1. Technological modes of production of water extracts from rosehip fruits

Вид водного извлечения
Type of water extraction

Технологический режим
Technological mode

Настой по методике XIV издания Государственной 
фармакопеи Российской Федерации
Infusion according to the methodology of the XIV 
edition of the State Pharmacopoeia of the Russian 
Federation

20 г плодов помещают в инфундирный стакан, заливают 200 мл воды очищенной ком-
натной температуры, взятой с  учетом коэффициента водопоглащения, настаивают в 
инфундирном аппарате АИ-3 в течение 15 минут, затем охлаждают при комнатной тем-
пературе не менее 45 минут. Отфильтровывают. Объем полученного настоя доводят 
водой очищенной до 200 мл
20 g of fruits are placed in an infinder glass, pour 200 ml of purified room temperature water, 
taken into account the water absorption coefficient, insist in the AI-3 infinder apparatus for 
15 minutes, then cool at room temperature for at least 45 minutes. Filter out. The volume of 
the resulting infusion is adjusted with purified water to 200 ml

Отвар по  методике  XIV издания Государственной 
фармакопеи Российской Федерации
Decoction according to the method of the XIV edition 
of the State Pharmacopoeia of the Russian Federation

20 г плодов помещают в инфундирный стакан, заливают 200 мл воды очищенной ком-
натной температуры, взятой с  учетом коэффициента водопоглащения, настаивают в 
инфундирном аппарате АИ-3 в течение 30 минут, затем охлаждают при комнатной тем-
пературе не менее 10 минут. Отфильтровывают. Объем полученного отвара доводят 
водой очищенной до 200 мл
20 g of fruits are placed in an infundy glass, pour 200 ml of purified room temperature 
water, taken taking into account the water absorption coefficient, insist in the AI-3 infunder 
apparatus for 30 minutes, then cool at room temperature for at least 10 minutes. Filter out. 
The volume of the resulting broth is adjusted with purified water to 200 ml

Термосное настаивание в течение 6 часов (Термос 
Vitesse VS-1402, 0.5 л, стальной)
Thermos infusion for 6 hours (Thermos Vitesse 
VS-1402, 0.5 l, steel)

10  г плодов помещают в  прогретый термос, заливают 200  мл кипящей воды, плотно 
закрывают крышкой и настаивают с частым перемешиванием в течение 6 часов. От-
фильтровывают. Объем полученного настоя доводят водой очищенной до 200 мл
10 g of fruits are placed in a heated thermos, poured with 200 ml of boiling water, tightly 
closed with a lid and infused with frequent stirring for 6 hours. Filter out. The volume of the 
resulting infusion is adjusted with purified water to 200 ml

Термосное настаивание в течение 12 часов (Термос 
Vitesse VS-1402, 0.5 л, стальной)
Thermos infusion for 12 hours (Vitesse VS-1402 ther-
mos, 0.5 l, steel)

10  г плодов помещают в  прогретый термос, заливают 200  мл кипящей воды, плотно 
закрывают крышкой и настаивают с частым перемешиванием в течение 12 часов. От-
фильтровывают. Объем полученного настоя доводят водой очищенной до 200 мл
10 g of fruits are placed in a heated thermos, poured with 200 ml of boiling water, tightly 
closed with a lid and infused with frequent stirring for 12 hours. Filter out. The volume of the 
resulting infusion is adjusted with purified water to 200 ml

Настой по методике производителя
Infusion according to the manufacturer's method

10 г плодов помещают в эмалированную посуду, заливают 200 мл горячей воды очи-
щенной, закрывают крышкой и нагревают на кипящей водяной бане 15 минут, охлаж-
дают при комнатной температуре 45 минут, процеживают, оставшееся сырье отжи-
мают. Объем полученного настоя доводят водой очищенной до 200 мл
10 g of fruits are placed in an enamel bowl, pour 200 ml of purified hot water, cover with a 
lid and heat in a boiling water bath for 15 minutes, cool at room temperature for 45 minutes, 
filter, squeeze the remaining raw materials. The volume of the resulting infusion is adjusted 
with purified water to 200 ml
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степени мутности, с  приятным плодово-ягодным за-
пахом и характерным вкусом.

Установлено, что при изготовлении отвара 
по  методике XIV издания Государственной фарма-
копеи Российской Федерации наблюдается наи-
меньшее содержание аскорбиновой кислоты. В 
сравнении с фармакопейным настоем наблюдается 
уменьшение выхода витамина С более чем в  четы-
ре раза. Возможно, происходит окисление целево-
го продукта из-за длительного температурной обра- 
ботки в 97 °С.

Таблица 2. Содержание аскорбиновой кислоты  
в водных извлечениях из шиповника плодов

Table 2. The content of ascorbic acid in aqueous extracts  
from rosehip fruits

Вид водного извлечения
Type of water extraction

Содержание 
аскорбиновой 

кислоты, %
Ascorbic acid 

content, %

Настой по методике XIV издания Государствен-
ной фармакопеи Российской Федерации
Infusion according to the methodology of the XIV 
edition of the State Pharmacopoeia of the Russian 
Federation

0,29 ± 0,026

Отвар по  методике  XIV издания Государствен-
ной фармакопеи Российской Федерации
Decoction according to the method of the XIV 
edition of the State Pharmacopoeia of the Russian 
Federation

0,066 ± 0,0015

Термосное настаивание в течение 6 часов (Тер-
мос Vitesse VS-1402, 0.5 л, стальной)
Thermos infusion for 6 hours (Thermos Vitesse 
VS-1402, 0.5 l, steel)

0,56 ± 0,013

Термосное настаивание в  течение 6  часов с 
предварительным нагревом колбы термоса 
(Термос Vitesse VS-1402, 0.5 л, стальной)
Thermos infusion for 6 hours with preheating of 
the thermos flask (Vitesse VS-1402 thermos, 0.5 l, 
steel)

0,72 ± 0,003

Термосное настаивание в  течение 12  часов 
(Термос Vitesse VS-1402, 0.5 л, стальной)
Thermos infusion for 12 hours (Thermos Vitesse 
VS-1402, 0.5 l, steel)

0,47 ± 0,013

Настой по методике производителя
Infusion according to the manufacturer's method

0,41 ± 0,012

Наибольшее количество аскорбиновой кислоты 
высвобождается при шестичасовом термосном на-
стаивание. За  счет многочасового контакта лекарст- 
венного растительного сырья с  водой при повы-
шенной температуре термосное настаивание может 
обеспечить максимальный выход в  экстрагент био-
логически активных веществ. В  двенадцатичасовых 
термосных настоях обнаружено уменьшение коли- 
чества аскорбиновой кислоты по сравнению с шести-
часовыми термосными настоями, что, скорее всего, 
связано с ее окислением. Установлено, что предвари-

тельный прогрев колбы термоса приводит к увеличе-
нию выхода аскорбиновой кислоты в  водное извле-
чение на 25 %.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Нами получены экстемпоральные водные извле-

чения шиповника плодов 6  различными режимами 
экстрагирования. Оценено количественное содер-
жание аскорбиновой кислоты фармакопейным ме-
тодом (титрование с  2,6-дихлорфенолиндофеноля-
том натрия). По  содержанию аскорбиновой кислоты 
наиболее эффективным методом получения экстем-
порального водного извлечения шиповника являет-
ся шестичасовое термосное настаивание с предвари-
тельным прогревом колбы термоса.
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Резюме
Введение. По данным ВОЗ количество пациентов с заболеваниями нервной системы в мире увеличивается с каждым годом. Применение 
фитопрепаратов является перспективным направлением фармакотерапии, препараты из лекарственного растительного сырья имеют ряд 
преимуществ при лечении хронических заболеваний.
Цель. Качественный анализ и количественное определение основных групп биологически активных веществ сбора из лекарственного 
растительного сырья.
Материалы и методы. В качестве объекта исследования использовали сбор из лекарственного растительного сырья, разработанный 
на кафедре фармацевтической технологии ПГФА совместно с кафедрой фармакогнозии. Количественное определение биологически 
активных веществ сбора проводилось спектрофотометрическим методом [спектрофотометр Jenway PortLab 511 UV (PortLab Int., 
Великобритания)] и методом визуального титрования.
Результаты и обсуждение. В настоящей работе проведен качественный анализ и количественное определение содержания 
флавоноидов, фенольных соединений, сесквитерпеновых кислот и аскорбиновой кислоты, определен коэффициент водопоглощения 
сбора.
Заключение. В результате работы подтверждено содержание в разработанном сборе флавоноидов, фенольных соединений, 
сесквитерпеновых кислот и аскорбиновой кислоты, определено их количество, оказывающее непосредственное влияние на 
фармакологический эффект сбора.

Ключевые слова: лекарственное растительное сырье, сбор седативный, биологически активные вещества, спектрофотомерия, 
химический анализ
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Abstract
Introduction. According to the World Health Organization, the number of patients with diseases of the nervous system in the world is increasing 
every year. The use of phytopreparations is a promising direction of pharmacotherapy; preparations from medicinal plant materials have a number 
of advantages in the treatment of chronic diseases.
Aim. Qualitative analysis and quantitative determination of the main groups of biologically active substances collected from medicinal plant 
materials.
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Materials and methods. As an object of study, we used a collection of medicinal plant materials developed at the Department of Pharmaceutical 
Technology of the PSFA together with the Department of Pharmacognosy. Quantitative determination of biologically active substances of the 
collection was carried out by spectrophotometric method [Jenway PortLab 511 UV spectrophotometer PortLab Int., UK)] and by visual titration.
Results and discussion. In this work, a qualitative analysis and quantitative determination of the content of flavonoids, phenolic compounds, 
sesquiterpenic acids and ascorbic acid was carried out, and the water absorption coefficient of the collection was determined.
Conclusion. As a result of the work, the content of flavonoids, phenolic compounds, sesquiterpenic acids and ascorbic acid in the developed 
collection was confirmed, their amount was determined, which directly affects the pharmacological effect of the collection.

Keywords: medicinal plant materials, sedative collection, biologically active substances, spectrophotometry, chemical analysis
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ВВЕДЕНИЕ
Согласно статистическим данным о  заболеваемо-

сти населения по  основным классам, группам и от-
дельным болезням количество пациентов с заболева-
ниями нервной системы ежегодно растет. При этом 
наряду с  серьезными поражениями нервной систе-
мы, все чаще проявляются так называемые «болезни 
цивилизации», рост которых обусловлен воздейст- 
вием на  организм неблагоприятных социально-бы-
товых факторов, уменьшением доли физического 
труда в  жизни современного человека, информаци-
онными перегрузками и  психотравмирующими си-
туациями. К  таким патологиям относят вегетоневро-
зы, легкие неврозы с  фобическими расстройствами, 
проблемы с засыпанием, повышенная возбудимость, 
неврастения. По  данным ВОЗ за  последние 65  лет за-
болеваемость неврозами в мире возросла более чем 
в 20 раз1.

Перспективным направлением терапии забо-
леваний нервной системы хронического характера 
и заболеваний, находящихся на начальном этапе раз-
вития является использование фитопрепаратов. Они 
обладают более широким спектром действия и  спо-
собны охватить патогенез и  симптоматику заболе-
вания в целом, обладают накопительным действием, 
что позволяет их использовать в  течение длительно-
го времени, легко включаются в обменные процессы, 
практически не  вызывают побочных эффектов и  за-

1 Здравоохранение в России. 2019. Доступно по: https://
rosstat.gov.ru/storage/mediabank/Zdravoohran-2019.pdf 
Ссылка активна на 19.07.2022.

частую снижают отрицательные последствия других 
препаратов2.

На кафедре фармацевтической технологии ПГФА  
совместно с кафедрой фармакогнозии разработан 
сбор из лекарственного растительного сырья седа-
тивного действия. Согласно работам по  исследова- 
нию активности отдельных видов лекарственного  
растительного сырья компоненты сбора проявляют 
седативное  [1–3], анксиолитическое [4], нейротроп-
ное [5, 6], антидепресантное действие [7–10].

Для количественного определения основных 
групп биологически активных веществ были исполь-
зованы широко применяемые для анализа лекарст- 
венного растительного сырья методы спектрофото-
метрии и визуального титрования [11,12].

Цель работы заключается в  количественном 
определении основных групп биологически активных 
веществ (БАВ) сбора седативного действия.

В ходе работы подтверждено наличие в  сборе 
флавоноидов, сесквитерпеновых кислот, фенольных 
соединений, аскорбиновой кислоты и  определено их 
количественное содержание.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объект исследования

Сбор из  лекарственного растительного сырья  –  
валерианы лекарственной корневища с корнями (Va‑ 
lerianae officinalis rhizomata cum radicibus), зверобоя 

2 Стратегия ВОЗ в области народной медицины. 
Доступно по: https://apps.who.int/iris/bitstream/hand
le/10665/92455/9789244506097_rus.pdf. Ссылка активна на 
10.08.2022.
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трава (Hyperici herba), мелиссы лекарственной тра-
ва (Melissae officinalis herba), шиповника плоды (Rosae 
fructus).

Оборудование

Спектрофотометр Jenway PortLab 511  UV (PortLab 
Int., Великобритания).

Используемые реактивы

Гидроксиламин (х.ч., АО «Химреактивснаб», Рос-
сия), кислота хлористоводородная (х.ч., АО «Химреак-
тивснаб», Россия), железа хлорид (х.ч., АО «Химреак-
тивснаб», Россия), СО  рутина (АО «ФПК ФармВИЛАР», 
Россия), алюминия хлорид (х.ч., АО «Химреактив- 
снаб», Россия), спирт этиловый 50, 96 % (АО «Перм- 
фармация», Россия), уксусная кислота разведенная 
(х.ч., АО  «Химреактивснаб», Россия), 2,6-дихлорфе- 
нолиндофенолята натрия (х.ч., АО «ЛенРеактив», Рос-
сия), раствор аммиака (х.ч., АО «Химреактивснаб», Рос-
сия). Натрия фосфорномолибденовокислый, свинца 
ацетат, квасцы железоаммониевые, алюминия хлорид 
(х.ч., АО «Химреактивснаб», Россия).

Коэффициент водопоглощения

Определение коэффициента водопоглощения 
проводили в соответствии с ОФС.1.5.3.0012.15 «Опре-
деление коэффициента водопоглощения и расходно- 
го коэффициента лекарственного растительного сы-
рья» ГФ XIV1.

Качественный анализ

Присутствие аскорбиновой кислоты определяли  
по реакции с раствором аммиака и раствором нат- 
рия фосфорномолибденовокислого (натрия тетра- 
гидро-12-молибдофосфата (7-), 19-водного) в 10%-й 
кислоте хлористоводородной.

Фенольные соединения определяли по реакциям 
с раствором железа хлоридом, 2%-м раствором свин-
ца ацетата основного и 0,2%-м раствором квасцов  
железоаммониевых (реакция Робертса и Вуда).

Наличие флавоноидов подтверждали реакциями  
с 1%-м спиртовым раствором алюминия хлорида (ре- 
акция Гейдж) и порошком магния в кислоте хлори-
стоводородной концентрированной (цианидиновая 
проба).

Сесквитерпеновые кислоты определяли по реак-
ции со щелочным раствором гидроксиламина, кис-
лотой хлористоводородной и раствором железа хло- 
рида [13].

Метод спектрофотомерии

Количественное определение фенольных со- 
единений в пересчете на розмариновую кисло-
ту проводили согласно ФС.2.5.0084.18 «Мелиссы ле- 

1 Государственная фармакопея Российской Федерации 
XIV издание. Доступно по: https://docs.rucml.ru/feml/pharma/
v14/vol2/587/ Ссылка активна на 10.07.2022.

карственной трава» ГФ XIV издания, при длине волны 
326 нм2 [14].

Количественное определение флавоноидов про-
водили согласно ФС.2.5.0015.15 «Зверобоя трава» 
ГФ XIV издания, при длине волны 415 нм3.

Количественное определение суммы сесквитер-
пеновых кислот в  пересчете на  валереновую кис-
лоту проводили согласно ФС 42-3865-99 «Настойка 
валерианы» ГФ XI издания при длине волны 512 нм. Ме- 
тод основан на общегрупповой реакции с  гидрокси-
ламином, железа (III) хлоридом и  хлористоводород-
ной кислотой (гидроксамовая проба)4 [15].

Метод визуального титрования

Количественное определение аскорбиновой кис-
лоты проводили согласно ФС.2.5.0106.18 «Шиповни-
ка плоды» ГФ  XIV издания с раствором 2,6-дихлорфе-
нолиндофенолятом натрия. В основе метода лежит 
окислительно-восстановительная реакция, происхо- 
дит окисление аскорбиновой кислоты в дегидро-
аскорбиновую кислоту, с появлением розовой окрас- 
ки раствора5.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Пробоподготовка заключалась в  изготовле-

нии водного извлечения из сбора в соответствии с 
ОФС.1.4.1.0018.15 «Настои и отвары» ГФ XIV в следу-
ющих условиях: режим настаивания  – 15  минут на во-
дяной бане, 45  минут при комнатной температуре; 
соотношение сырья и экстрагента 1 : 10 с учетом рас-
считанного коэффициента водопоглощения сбора, ко-
торый составил 4,2 ± 1,06 мл/г6.

Установление критериев подлинности активных 
компонентов сбора проводили с помощью качествен-
ных реакций на основные группы биологически ак-
тивных веществ (таблица 1).

На следующем этапе работы определено содер-
жание суммы флавоноидов в пересчете на рутин 
спектрофотометрическим методом по реакции комп- 
лексообразования с  хлоридом алюминия, которое со-
ставило 0,630 ± 0,034 % (таблица 2).

Содержание фенольных соединений в пересчете 
на розмариновую кислоту составило 0,451 ± 0,010 % 
(таблица 3).

2 Государственная фармакопея Российской Федерации 
XIV издание. Доступно по: https://docs.rucml.ru/feml/pharma/
v14/vol4/1081/. сылка активна на 10.07.2022.

3 Государственная фармакопея Российской Федерации 
XIV издание. Доступно по: https://docs.rucml.ru/feml/pharma/
v14/vol4/891/ Ссылка активна на 10.07.2022.

4 Государственная фармакопея СССР. Вып 1. Общие мето-
ды анализа. Изд. XI. М.: Медицина; 1987. 334 с.

5 Государственная фармакопея Российской Федерации 
XIV издание. Доступно по: https://docs.rucml.ru/feml/pharma/
v14/vol4/1439/ Ссылка активна на 10.07.2022.

6 Государственная фармакопея Российской Федерации 
XIV издание. Доступно по: https://docs.rucml.ru/feml/pharma/
v14/vol2/147/ Ссылка активна на 10.07.2022.
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Таблица 2. Содержание флавоноидов  
в водном извлечении из сбора

Table 2. Сontent of flavonoids in water extract from the collection

№ п/п
No. p/p

Сумма флавоноидов в пересчете  
на рутин, %

The sum of flavonoids in terms  
of rutin, %

x—  ± Δx

1 0,608

0,630 ± 0,0342 0,623

3 0,659

Таблица 3. Содержание фенольных соединений  
в водном извлечении из сбора

Table 3. Сontent of phenolic compounds in aqueous extract  
from the collection

№п/п
No. p/p

Сумма фенольных соединений  
в пересчете  

на розмариновую кислоту, %
The sum of phenolic compounds  

in terms of rosmarinic acid, %

x—  ± Δx

1 0,4606

0,451 ± 0,0102 0,4603

3 0,4330

Содержание сложных эфиров в пересчете на эти-
ловый эфир валереновой кислоты составило 0,353 ± 
0,003 % (таблица 4).

Содержание аскорбиновой кислоты в  настое со-
ставило 0,190 ± 0,020 % (таблица 5).

Таблица 4. Содержание сложных эфиров  
в водном извлечении из сбора

Table 4. Сontent of esters in aqueous extract from the collection

№п/п
No. p/p

Содержание сложных эфиров  
в пересчете на этиловый эфир 

валереновой кислоты, %
The content of esters in terms  

of ethyl ester of valerenic acid, %

x—  ± Δx

1 0,352

0,353 ± 0,0032 0,357

3 0,352

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
На основании результатов качественных реакций 

в седативном сборе подтверждено наличие флаво- 
ноидов, фенольных соединений, сесквитерпеновых 
кислот и аскорбиновой кислоты, определено их со-

держание  – показатель необходимый для установле-
ния разовой и суточной дозы сбора, рассчитан коэф-
фициент водопоглощения сбора.

Исследование выполнено при финансовой под-
держке Пермского научно-образовательного центра 
«Рациональное недропользование», 2022 год.

Таблица 5. Содержание аскорбиновой кислоты  
в водном извлечении из сбора

Table 5. Сontent of ascorbic acid in water extract from  
the collection

№п/п
No. p/p

Содержание  
аскорбиновой кислоты, %

Ascorbic acid content, %
x—  ± Δx

1 0,216
0,190 ± 0,0202 0,188

3 0,186
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Phenolic compounds
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Эффект реакции
Reaction effect

Ярко-желтое окрашивание
Bright yellow staining

Зеленое окрашивание
Green staining

Красно-бурое окрашивание
Red-brown staining

Синее окрашивание
Blue staining
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Резюме
Введение. Для новых синтезируемых фармакологически активных соединений уже на стадии стандартизации необходима разработка 
методик определения показателей их качества, нормируемых фармакопейной статьей на фармацевтические субстанции. Одним из таких 
показателей является остаточные органические растворители, для анализирования которых пригодны хроматографические методы, 
например, газожидкостная хроматография.
Цель. Разработать условия определения остаточных органических растворителей – уксусной кислоты в новом фармакологически 
активном соединении (субстанции серебряной соли 4-[4-(ацетиламиносульфонил)фенил]-6-(4-бромфенил)-5-(2-нитрофенил)-3,5-
дигидропирроло[3,4-с]пиразол-3-она), провести валидацию разработанной методики.
Материалы и методы. В качестве объекта исследования использовали субстанцию серебряной соли 4-[4-(ацетиламиносульфонил)
фенил]-6-(4-бромфенил)-5-(2-нитрофенил)-3,5-дигидропирроло[3,4-с]пиразол-3-она, синтезированную в Пермской государственной 
фармацевтической академии. Исследование вели газохроматографическим методом (газо-жидкостной хроматограф «Хроматэк-Кристалл 
5000», ЗАО СКБ «Хроматэк», Россия).
Результаты и обсуждение. В настоящей работе отражены результаты по выбору газохроматографических условий определения 
остаточного органического растворителя (уксусной кислоты) в субстанции, данные условия оценены по показателям валидации, 
предъявляемым к аналитическим методикам.
Заключение. Разработана методика определения остаточного органического растворителя в субстанции серебряной соли 
4-[4-(ацетиламиносульфонил)фенил]-6-(4-бромфенил)-5-(2-нитрофенил)-3,5-дигидропирроло[3,4-с]пиразол-3-она, проведено 
валидирование методики.
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Abstract
Introduction. For new synthesized pharmacologically active compounds, already at the stage of standardization, it is necessary to develop 
methods for determining their quality indicators, normalized by a pharmacopoeial article for pharmaceutical substances. One of these indicators is 
the residual organic solvents, for the analysis of which chromatographic methods are suitable, for example, gas-liquid chromatography.
Aim. To develop conditions for the determination of residual organic solvents - acetic acid in a new pharmacologically active compound (substance 
of silver salt 4-[4-(acetylaminosulfonyl)phenyl]-6-(4-bromophenyl)-5-(2-nitrophenyl)-3,5-dihydropyrrolo[3,4-c]pyrazol-3-one), to validate the 
developed method.
Materials and methods. The substance of the silver salt 4-[4-(acetylaminosulfonyl)phenyl]-6-(4-bromophenyl)-5-(2-nitrophenyl)-3,5-
dihydropyrrolo[3,4-c]pyrazole-3-one, synthesized at the Perm State Pharmaceutical Academy. The study was carried out by the gas 
chromatographic method (gas-liquid chromatograph Chromatec-Crystal 5000, JSC SDO «Chromatec», Russia).
Results and discussion. This paper reflects the results of the choice of gas chromatographic conditions for determining the residual organic 
solvent (acetic acid) in the substance, these conditions are evaluated according to the validation indicators required for analytical methods.
Conclusion. A procedure has been developed for determining the residual organic solvent in the substance of the silver salt 
4-[4-(acetylaminosulfonyl)phenyl]-6-(4-bromophenyl)-5-(2-nitrophenyl)-3,5-dihydropyrrolo[3,4-c]pyrazole-3-one, the methodology was 
validated.

Keywords: substance, standardization, residual organic solvents, gas-liquid chromatography, validation 
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ВВЕДЕНИЕ
Известно, что реакции соле- и комплексообра- 

зования приводят к получению металлосодержа-
щих органических соединений с высоким биологи-
ческим действием и  являются одними из эффектив-
ных путей повышения и  изменения направленности 
фармакологических эффектов. В  результате много-
летних исследований в  области синтеза новых высо-
коэффективных, безопасных биологически активных 
соединений на основе химических превращений 
сульфаниламидов с метиловыми эфирами ацилпи-
ровиноградных кислот  [1–12] сотрудниками кафед- 
ры общей и  органической химии Пермской госу- 
дарственной фармацевтической академии были по-
лучены натриевые и  серебряные соли 4-арил-2-гид- 
рокси-4-оксо-N-[4-(N‑R-сульфамоил)фенил]бут-2-ена-
мидов, 5-арил(t-бутил)-N-{4-[(1,3-тиазол-2-ил)cульфа-
моил]фенил}-1-фенилпиразол-3-карбоксамидов, метил 
(2Z)-4-арил-4-оксо-2-{[4-(N‑R-сульфамоил)фенил]ами-
но}бут-2-еноатов, пирроло [3,4-с]пиразол-3-онов  [4, 6, 
8, 10–12].

Особый интерес представляет серебряная соль 
4-[4-(ацетиламиносульфонил)фенил]-6-(4-бромфе-
нил)-5-(2-нитрофенил)-3,5-дигидропирроло[3,4-с]пи-
разол-3-она, обладающая высокой антибактериаль-
ной и  противогрибковой активностью [11, 12], которая 
синтезирована по методике [11]. Структура соедине-
ния подтверждена данными спектроскопии ЯМР 1Н, 
ИК- и масс-спектрометрии [11].

Обязательным требованием для фармацевтиче-
ских субстанций является определение остаточных 
количеств органических растворителей, т.  е. лету-
чих веществ, которые используются или образуются 
на  любой стадии производства фармацевтических 
субстанций, вспомогательных веществ или лекарст- 
венного препарата и  полностью не удаляются после 
завершения технологического процесса. Данные раст- 
ворители классифицированы на 1, 2, 3 классы токсич-
ности1, 2.

Для субстанции серебряной соли 4-[4-(ацетил- 
аминосульфонил)фенил]-6-(4-бромфенил)-5-(2-нитро-
фенил)-3,5-дигидропирроло[3,4-с]пиразол-3-она 
из  остаточных органических растворителей харак- 
терно содержание уксусной кислоты и  этанола, кото-
рые согласно ОФС.1.1.0008.15. «Остаточные органиче-
ские растворители» относят к растворителям 3  клас- 
са токсичности. Чаще всего для определения остаточ-
ного содержания органических растворителей при-

1 ОФС.1.1.0008.15. Остаточные органические растворите-
ли: взамен ОФС 42-0057-07. Государственная Фармакопея РФ 
14-е изд. Т. 1. 2018. Доступно по: http://resource.rucml.ru/feml/
pharmacopia/14_1/HTML/203/index.html#zoom=z. Ссылка ак-
тивна на 20.10.2022.

2 ОФС.1.1.0006.15. Фармацевтические субстанции. Госу-
дарственная Фармакопея РФ 14-е изд. Т. 1. 2018. Доступно по: 
http://resource.rucml.ru/feml/pharmacopia/14_1/HTML/176/
index.html#zoom=z. Ссылка активна на 20.10.2022.
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меняют хроматографические методы исследования, 
такие как газожидкостная хроматография.

Цель работы заключается в  разработке и вали-
дации условий определения содержания уксусной 
кислоты в субстанции серебряной соли 4-[4-(ацетил- 
аминосульфонил)фенил]-6-(4-бромфенил)-5-(2-нитро-
фенил)-3,5-дигидропирроло[3,4-с]пиразол-3-она ме-
тодом газожидкостной хроматографии.

В ходе работы установлено содержание уксус-
ной кислоты в субстанции, не превышающих пре-
дельно допустимых концентраций, разработаны газо- 
хроматографические условия определения уксусной  
кислоты в субстанции, проведено валидирование 
методики.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объект исследования

Субстанция серебряной соли 4-[4-(ацетилами-
носульфонил)фенил]-6-(4-бромфенил)-5-(2-нитро- 
фенил)-3,5-дигидропирроло[3,4-с]пиразол-3-она (суб-
станция серебряной соли пирролопиразола).

Оборудование

Газо-жидкостной хроматограф «Хроматэк-Крис- 
талл 5000» (ЗАО СКБ «Хроматэк», Россия).

Используемые реактивы

Диметилсульфоксид (х.ч., АО «ВЕКТОН», Россия), 
диметилформамид (х.ч., АО «ВЕКТОН», Россия), ГСО 
8462–2003 стандартный образец состава раствора  
уксусной кислоты (аттестованное значение 1,00 мг/см3, 
ЭАА «Эко-Аналитика», Россия, 25.05.2022  г., срок год-
ности 3 года).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Исследования по установлению оптимальных ус-

ловий газохроматографического определения ук-
сусной кислоты сводились к выбору типа колонки 
(неподвижная жидкая фаза) и режима программиро-
вания температуры анализа, выбора растворителя для 
субстанции.

В эксперименте использована колонка поляр-
ная НР-FFAP, чаще всего применяемая для хромато-
графирования летучих органических веществ. В  ка- 
честве растворителя применены диметилформамид  
и диметилсульфоксид.

В ходе экспериментов установлено, что при хро- 
матографировании разделение уксусной кисло-
ты и  растворителя диметилформамида не представ-
ляется возможным, поэтому в  дальнейших экспери-
ментах был использован в  качестве растворителя 
диметилсульфоксид, что позволило достигнуть удов-
летворительного разделения компонентов. Таким 
образом, нами предложены следующие условия 
хроматографирования уксусной кислоты: колонка ка-
пиллярная НР-FFAP; температура термостата колон-

ки начальная  – 120  °C, далее со  скоростью нагрева 
15  °C/мин до  температуры 220  °C; температура де-
тектора  – 230  °C; температура испарителя  – 180  °C;  
объем вводимой пробы  – 1  мкл. В  данных условиях 
время анализа в  среднем составило 20,0  минут. Вре-
мя выхода уксусной кислоты в  среднем составило 
9,9 мин., диметилсульфоксида – 11,6 мин.

Далее проводили валидирование разработанных 
условий по  показателям: специфичность, линейность, 
правильность, предел количественного определения, 
прецизионность (в условиях повторяемости).

Для оценки специфичности сравнивали резуль-
таты анализа модельной смеси с  концентрацией ук-
сусной кислоты 1 % в диметилсульфоксиде и  непо-
средственно растворителя. Полученные результаты 
проиллюстрированы на рисунке 1. Анализ получен-
ных хроматограмм показал, что уксусная кислота и  
диметилсульфоксид имеют отличные времена удер-
живания, а  посторонние примеси субстанции не ме-
шают достоверному определению уксусной кислоты.

Линейность разработанных условий проверяли 
для 7  уровней концентрации определяемого вещест- 
ва в  диапазоне 0,04–0,6 % уксусной кислоты в  про-
бе (13–130 %). У полученных хроматограмм оценива-
ли площадь хроматографического пика. Полученная 
зависимость в анализируемом диапазоне линейна и 
описывается уравнением: 

S = 3,110 × 1004 × С, 

где S  – площадь хроматографического пика; С  – кон- 
центрация уксусной кислоты, коэффициент корреля-
ции ≥0,99 (R2 = 0,999) (рисунок 2).

Определение правильности методики оценива-
ли на модельных растворах с  известным содержа-
нием уксусной кислоты: на  уровнях 80, 100 и 120 % в  
трех повторностях. Полученные результаты представ-
лены в таблице 1.

Значения (содержание уксусной кислоты в про-
бе), принимаемые за  истинные, лежат внутри дове-
рительных интервалов соответствующих средних ре-
зультатов анализов, полученных экспериментально 
по данной методике, что свидетельствуют о правиль-
ности методики.

Предел количественного определения  – это наи-
меньшее количество вещества в образце, которое мо-
жет быть количественно оценено с использованием 
валидируемой методики. Данная характеристика яв-
ляется необходимой для методик оценки малых ко-
личеств веществ в образце, в том числе для оцен-
ки содержания примесей. Предел количественного 
определения (ПКО) вычисляли по величине стандарт-
ного отклонения сигнала и угловому коэффициенту 
градуировочного графика, где 

ПКО = 10 × S/b, 

где S – стандартное отклонение аналитического сиг-
нала; b  – угловой коэффициент градуировочного гра-
фика. В результате вычислений ПКО уксусной кисло- 
ты в данных условиях равен 0,004 %.
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Определение прецизионности (в условиях повто- 
ряемости (сходимость) проводили по результатам  
шести определений для образцов с содержанием 
определяемого вещества, близким к номинальному  
(100 %). Повторяемость оценивали по результатам 
анализа одного аналитика, полученных в одной лабо-
ратории. Внутрилабораторная прецизионность ис-
следовалась по результатам двух аналитиков, полу- 
ченных в одной лаборатории в разные дни. Результа- 
ты представлены в таблицах 2 и 3.

Различия между результатами определений, про-
веденных двумя аналитиками, статистически незначи-
мы, так как величина расчетного значения критерия 
Фишера (1,03) меньше табличного значения, которое 
составляет 5,05 для Р = 0,95 (доверительная вероят-
ность), f1 и f2 (число степеней свободы) = 5.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, разработана методика опреде-

ления содержания уксусной кислоты методом га-
зожидкостной хроматографии в субстанции сереб- 
ряной соли 4-[4-(ацетиламиносульфонил)фенил]-6- 
(4-бромфенил)-5-(2-нитрофенил)-3,5-дигидропир- 
роло[3,4-с]пиразол-3-она. Проведено валидирова- 
ние методики: методика линейна в аналитиче-
ской области, специфична, оценена по показате-
лям правильность и прецизионность (повторяемо- 
сть (сходимость), внутрилабораторная прецизи- 
онность).

Содержание остаточного органического раство-
рителя (уксусной кислоты) в субстанции серебряной 
соли 4-[4-(ацетиламиносульфонил)фенил]-6-(4-бром-

Рисунок 1. Хроматограмма субстанции серебряной соли пирролопиразола (растворитель диметилсульфоксид)

Figure 1. Chromatogram of the substance of the silver salt of pyrrolopyrazole (dimethylsulfoxide solvent)

Рисунок 2. Градуировочная характеристика зависимости площади хроматографического пика от содержания уксусной кислоты 
в растворе (растворитель диметилсульфоксид)

Figure 2. Calibration characteristic of the dependence of the area of the chromatographic peak on the content of acetic acid in solution 
(dimethylsulfoxide solvent)
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фенил)-5-(2-нитрофенил)-3,5-дигидропирроло[3,4-с]
пиразол-3-она, определенное по разработанной ме-
тодике, составило от 0,13 до 0,34 %.

Таблица 2. Статистическая обработка результатов  
газохроматографического определения уксусной кислоты  
при оценке повторяемости (сходимости)

Table 2. Statistical processing of the results  
of gas chromatographic determination of acetic acid  
in the evaluation of repeatability (convergence)
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 (S

σ,
 %
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980,02 0,305

0,301 0,003 1,110

973,20 0,303
972,84 0,302
958,70 0,298
971,89 0,302
953,09 0,296

Примечание. * Результат средний.
** Стандартное отклонение среднего результата. 
*** Относительное стандартное отклонение среднего результата. 

Note. * Average result.
** Standard deviation of mean result.
*** Relative standard deviation of the mean.

Таблица 3. Оценка внутрилабораторной прецизионности  
методики газохроматографического определения  
уксусной кислоты

Table 3. Evaluation of the intralaboratory precision  
of the method for the gas chromatographic determination  
of acetic acid

№

Найденное содержание  
уксусной кислоты, %

Found content of acetic acid, %
Результаты  

1-го аналитика
The results  

of the first analyst

Результаты  
2-го аналитика

The results  
of the second analyst

1 0,305 0,295

2 0,303 0,298

3 0,302 0,302

4 0,298 0,302

5 0,302 0,300

6 0,296 0,304

х— * 0,3010 0,3002

SD** (Sσ) 0,0033 0,0033

RSD***, % (Sσ, %) 1,11 1,08

Примечание. * Результат средний.
** Стандартное отклонение среднего результата. 
*** Относительное стандартное отклонение среднего результата. 

Note. * Average result.
** Standard deviation of mean result.
*** Relative standard deviation of the mean.

Таблица 1. Результаты определения правильности методики газохроматографического исследования уксусной кислоты

Table 1. Results of determining the correctness of the gas chromatographic study of acetic acid

Уровень концентрации 
уксусной кислоты, %

The concentration  
of acetic acid, %

«Истинное» содержание 
уксусной кислоты  

в пробе, %
«True» content of acetic 

acid in the sample, %

Площадь пика уксусной 
кислоты

Peak area for acetic acid

Найденное содержание 
уксусной кислоты  

в пробе, %
Found content of acetic 

acid in the sample, %

Открываемость, %
Opening, %

80 0,100
321,11
318,02
324,71

0,100
0,099
0,101

100,00
99,00

101,00

100 0,300
972,48
975,43
972,75

0,302
0,303
0,303

100,67
101,00
101,00

120 0,500
1637,45
1570,85
1593,35

0,509
0,489
0,496

101,80
97,80
99,20

Статистическая обработка результатов
Statistical processing of results

х— открываемости*, %
х— of open*, %

SD (Sσ)** Δх—  ***
(P = 0,95; n = 9)

εср.****, %
t-критерий Стьюдента, рас-
четное

100,16 1,27 1,10 1,09 0,65
t-критерий Стьюдента (Р = 95 % и f = 8), табличное – 2,31

Примечание. * Средний процент открываемости.
** Стандартное отклонение среднего результата.
*** Доверительный интервал.
**** Относительная ошибка среднего результата.

Note. * Average open rate.
** Standard deviation of mean result.
*** Confidence limit.
**** Relative error of mean result.
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Резюме
Введение. В настоящее время остро стоит проблема повышения эффективности использования лесных ресурсов. Одним из таких 
ресурсов являются шишки сосны обыкновенной, которые остаются на местах рубки леса. Полисахариды сосны обыкновенной шишек 
обладают выраженной сорбционной активностью, однако остается не ясным влияет ли на сорбционную активность, в каком месяце 
проводилась заготовка сырья.
Цель. Исследование содержания, сорбционной активности и молекулярной массы водорастворимых полисахаридов сосны обыкновенной 
шишек в разные сезоны года.
Материалы и методы. Водорастворимый полисахаридный комплекс (ВРПК) сосны обыкновенной шишек получали по методике, 
основанной на известной схеме разделения углеводов по Бэйли с соавторами. ВРПК получали из образцов сосны обыкновенной шишек, 
заготовленных с июля по март. Определение содержания ВРПК сосны обыкновенной шишек проводили спектрофотометрически, 
модифицированным антрон-серным методом Дрейвуда. Определение сорбционной активности полисахаридов проводили по 
метиленовому синему. Молекулярную массу полисахаридов определяли вискозиметрическим методом. 
Результаты и обсуждение. Определено содержание ВРПК в шишках сосны обыкновенной с июля по март. Самый высокий выход ВРПК 
отмечен в зимний период (3,24 ± 0,31 %), а наименьший – в летний (0,46 ± 0,01 %). Исследована сорбционная активность ВРПК шишек сосны 
обыкновенной по метиленовому синему с июля по март in vitro. Установлено, что наибольшей сорбционной активностью ВРПК обладает 
в октябре (230,69 ± 4,18 %) и ноябре (243,30 ± 9,43 %). Сорбционная активность ВРПК превышает активность препаратов сравнения угля 
активированного (230,9 ± 2,34 мг/г) и диоксида кремния коллоидного («Полисорб МП») (211,5 ± 1,87 мг/г). Определена средняя молекулярная 
масса ВРПК шишек сосны обыкновенной с июля по март. Средняя молекулярная масса ВРПК находится в пределах от 6 872,27 до 21 598,06. 
Установлена зависимость сорбционной активности ВРПК сосны обыкновенной шишек от молекулярной массы.
Заключение. Водорастворимый полисахаридный комплекс сосны обыкновенной шишек, полученный в разное время года, обладает 
разной сорбционной активностью, которая зависит от молекулярной массы полисахарида. Наибольшее содержание и сорбционная 
активность ВРПК шишек сосны обыкновенной совпадает с периодом заготовки древесины, что обуславливает практическое применение 
шишек и перспективу дальнейших исследований.
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Abstract
Introduction. Currently, there is much tension around the issue of increasing the efficiency of use of forest resources. One of these resources are 
scotch pine cones, which remain at the felling areas. Polysaccharides of scotch pine cones have a significant sorption activity; however, it remains 
unclear does the month, when raw materials were collected, affect the sorption activity.

© Гуляев Д. К., Белоногова В. Д., 2022
© Gulyaev D. K., Belonogova V. D., 2022

Методы анализа лекарственных средств
Analytical Methods

https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.33380/2305-2066-2022-11-4(1)-79-84&domain=pdf&date_stamp=2022-12-27


80 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2022. Т. 11, № 4, приложение 1
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2022. V. 11, No. 4, supplement 1

Aim. The research of the content, sorption activity and molecular weight of water-soluble polysaccharides of scotch pine cones in different seasons 
of the year.
Materials and methods. Water-soluble polysaccharide complex (WSPC) of scotch pine cones was obtained with a method based on the well-
known scheme for the carbohydrates separation according to Bailey et al. WSPC was obtained from the samples of scotch pine cones collected 
from July till March. Determination of the content of scots pine cones WSPC was spectrophotometrically carried out, with the modified 
Draywood anthrone-sulfurous method. The sorption activity of polysaccharides was determined by the methylene blue. The molecular weight of 
polysaccharides was identified by the viscosimetric method.
Results and discussion. The content of WSPC in scotch pine cones from July till March was identified. The highest yield of WSPC was registered 
in winter (3.24 ± 0.31 %), and the lowest in summer (0.46 ± 0.01 %). The sorption activity of scotch pine cones WSPC in terms of methylene blue 
from July till March was researched in vitro. It was found that WSPC has the highest sorption activity in October (230.69 ± 4.18 %) and November 
(243.30 ± 9.43 %). The WSPC sorption activity is above the activity of standard medications: absorbent carbon (230.9 ± 2.34 mg/g) and colloidal 
silicon dioxide ("Рolisorb MP") (211.5 ± 1.87 mg/g). The average molecular weight of scotch pine cones WSPC from July till March was determined. 
The average molecular weight of WSPC is in the range from 6 872,27 to 21 598,06. The dependence of the scotch pine cones WSPC sorption activity 
on the molecular weight was registered.
Conclusion. The water-soluble polysaccharide complex of scotch pine cones, obtained at different seasons, has different sorption activity, which 
depends on a polysaccharide molecular weight. The highest content and sorption activity of scotch pine cones WSPC matches with the period of 
wood production, which stipulates a practical use of cones and directions for future research.
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ВВЕДЕНИЕ
Сосна обыкновенная (Pinus sylvestris L.) семейст- 

ва сосновых (Pinaceae)  – является одной из главных 
лесообразующих пород на территории Российской 
Федерации. Сосна обыкновенная является источ-
ником получения древесины для строительства и 
других нужд. После заготовки древесины на местах 
рубок остается огромное количество древесных 
отходов, включающих: древесную зелень, шишки, 
корни, пни.

Шишки разных видов сосны являются источни-
ком биологически активных веществ. В  шишках со-
сны найдены эфирные масла, фенольные соединения, 
полисахариды, сапонины и другие группы веществ [1–
4]. Богатый состав обуславливает присутствие разно-
го рода фармакологической активности у экстрактов 
и вытяжек из шишек сосны [5–8].

Одной из групп биологически активных веществ, 
обуславливающих проявление лечебного действия, 
являются полисахариды [9–13]. Установлено, что во-
дорастворимый полисахаридный комплекс шишек 
сосны обыкновенной состоит из  галактуроновой  
кислоты и  арабинозы. L-арабиноза  – преобладающий 
моносахарид [14, 15]. Также, в  водорастворимом по-
лисахаридном комплексе сосны обыкновенной об-
наружено 37,13 % уроновых кислот, молекулярная 
масса, которых равна 4239,2  кДа. Выделенные гете-
рополисахариды состояли из D-рибозы, L-рамнозы,  

L-арабинозы, D-ксилозы, D-маннозы, D-глюкозы и 
D-галактозы [15].

В нашем прошлом исследовании мы определяли 
состав и  сорбционную активность полисахаридных  
фракций древесной зелени и  шишек сосны обык-
новенной. Установлено, что водорастворимый по-
лисахаридный комплекс сосны обыкновенной ши-
шек обладает высокой сорбционной активностью, 
превышающей действие препаратов сравнения  [14]. 
Представляет интерес продолжение исследования 
их сорбционной активности и  факторов, влияющих 
на выраженность сорбционного действия.

Если вести заготовку шишек сосны на  местах руб-
ки леса, то необходимо исследовать влияние сезо-
нов года на уровень сорбционной активности водо-
растворимого полисахаридного комплекса. Наиболее  
интенсивно заготовку древесины проводят в  осен-
ний и  зимний периоды. Необходимо установить со-
впадают  ли эти сроки с наибольшей сорбционной  
активностью водорастворимых полисахаридов сосны 
обыкновенной шишек.

Сорбционная и комплексообразующая способ-
ность полисахаридов зависит от содержания свобод-
ных карбоксильных групп, поскольку они в результате  
диссоциации в растворе несут на себе отрицатель- 
ный заряд и определяют плотность заряда полимера, 
следовательно, силу и способ связывания катионов. В 
связи с этим, у полимерных цепей с большей молеку-
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лярной массой заряд на  поверхности молекулы будет 
более значительным [16].

Цель  – исследование содержания, сорбционной 
активности и  молекулярной массы водорастворимых 
полисахаридов сосны обыкновенной шишек в разные 
сезоны года.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Сырьем для получения водорастворимого поли-

сахаридного комплекса (ВРПК) являлись шишки со-
сны обыкновенной. Сбор образцов сырья проводили 
на территории Ильинского района Пермского края в  
смешанном лесу, в период с июля по декабрь 2021 го-
да и с января по март 2022 года. Сбор сырья проводи-
ли с 10–15  деревьев. Шишки высушены воздушно-те- 
невым способом и хранилось до исследования в су-
хом, хорошо проветриваемом помещении.

Водорастворимый полисахаридный комплекс сос- 
ны обыкновенной шишек получали по методике, ос-
нованной на известной схеме разделения углеводов 
по Бэйли с соавторами [17]. Навеску воздушно-сухо-
го сырья измельчали до  размера частиц диаметром 
2  мм. Для удаления низкомолекулярных сахаров и  
фенольных соединений, навеску сырья около 100  г 
предварительно экстрагировали спиртом этиловым 
95 % (ООО  «Константа-Фарм М», Россия) в  аппарате 
Сокслета в течении 1,5 часов.

Шрот после извлечения низкомолекулярных са-
харов и фенольных соединений, экстрагировали во-
дой очищенной в  соотношении 1 : 20 при температу-
ре 80  °C в течении 90  минут. Извлечение упаривали 
под вакуумом и осаждали водорастворимый полиса-
харидный комплекс трехкратным количеством спир- 
та 95 %. Осажденные полисахариды трижды промы-
вали спиртом этиловым 90 %.

Определение содержания ВРПК сосны обыкно-
венной шишек проводили спектрофотометрически, 
модифицированным антрон-серным методом Дрей-
вуда [18]. Навеску около 10 г (точная навеска) воздуш-
но-сухого сырья, измельченного до размера частиц 
2  мм, экстрагировали спиртом этиловым 90 % в аппа-
рате Сокслета в течение 1,5  часов, для удаления низ- 
комолекулярных сахаров.

Остаток сырья после спиртовой экстракции об-
рабатывали водой очищенной дважды по 100 мл при  
нагревании около 100 °C, в течении 1 часа. Извлечение 
фильтровали в мерную колбу вместимостью 200 мл и 
доводили до метки тем же экстрагентом (раствор  А). 
2  мл раствора А переносили в  центрифужную про-
бирку, прибавляли 8 мл 95%-го спирта этилового, пе-
ремешивали и нагревали на  кипящей водяной бане 
в течение 10  минут. После охлаждения содержимое  
пробирки центрифугировали в  течение 10  мин со 
скоростью вращения 3000  оборотов в минуту на ла-
бораторной центрифуге ОПн-12 (ОАО «ТНК «Дастан»,  
Киргизия). Надосадочную жидкость сливали, а оса- 
док продували в пробирке горячим воздухом до 
удаления следов этанола. К осадку приливали 4  мл  

0,2%-й раствор антрона (CAS №  90–44–8, АО «ВЕК-
ТОН», Россия) в  кислоте серной концентрированной 
(CAS №  7664–93–9, ООО  «Сигма Тек», Россия) и нагре-
вали на кипящей водяной бане в течение 10 мин. Со-
держимое пробирки после охлаждения переносили 
в мерную колбу вместимостью 25  мл 95%-м спиртом 
этиловым и  доводили до метки тем же растворите-
лем (раствор Б).

Оптическую плотность растворов Б измеряли на 
спектрофотометре СФ 2000 (ООО «ОКБ Спектр», Рос-
сия) при длине волны 430  нм (раствор Б) в кювете с 
толщиной слоя 10  мм. В качестве раствора срав-
нения использовали 4  мл 0,2%-й раствор антрона в  
кислоте серной концентрированной, выдержанный в 
тех же условиях, что и опытную смесь.

Содержание групп углеводов (Х,  %) в  пересчете  
на доминирующий моносахарид и абсолютно сухое 
сырье рассчитывают по формуле (1):
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где A  – оптическая плотность исследуемого раство-
ра; kV – коэффициент разбавления (2500 – ВРПК, 5000 – 
ПВ); 0,91 – коэффициент гидролиза; m – масса навески 
сырья, г; E  – коэффициент пересчета на моносахарид 
(арабиноза  – 67); W  – потеря в  массе при высушива-
нии сырья, %.

Влажность сырья и  полисахаридов определяли  
на анализаторе влажности ML-50 (AND, Япония), тем-
пература высушивания равна 105  °С, порог срабаты-
вания 0,1 %, навеска 3,0  г. Результаты определений  
на анализаторе влажности сопоставимы с результата-
ми определения по методике ОФС.1.5.3.0007.15 «Опре-
деление влажности лекарственного растительного 
сырья и лекарственных растительных препаратов».

Определение сорбционной активности проводи-
ли по методике В. И. Решетникова [19]. Около 0,2 г по-
лисахаридов (точная навеска) помещали в кониче-
скую колбу вместимостью 250  мл, добавляли 50  мл  
0,15%-го раствора метиленового синего (CAS №  61–
73–4, АО «ВЕКТОН», Россия), и  перемешивали на ла- 
бораторном шейкере с  числом колебаний 140 в ми-
нуту в течение 1  часа. Отделение равновесного раст- 
вора после сорбции проводили путем центрифугиро-
вания при 8000  оборотов в  минуту. Один миллилитр 
надосадочной жидкости переносили в мерную колбу  
объемом 500  мл, и доводили до метки водой очи-
щенной. Далее измеряли оптическую плотность на 
спектрофотометре СФ 2000 при 664  нм в кювете с  
толщиной слоя 10  мм. В качестве раствора сравнения 
использовали воду очищенную.

Расчет показателя сорбционной активности про-
водили по общепринятой формуле:

X
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где A0  – оптическая плотность раствора РСО метиле-
нового синего; A  – оптическая плотность испытуемо-
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го раствора; а  – фактическая концентрация раствора 
РСО метиленового синего мг/мл; b  – навеска вещест- 
ва в граммах; 50 – объем раствора РСО метиленового 
синего, мл; W – влажность вещества в процентах.

Определение молекулярной массы проводили  
вискозиметрическим методом [20]. Вязкость полимера  
определяли капиллярным вискозиметром Остваль-
да. Для расчета молекулярной массы пользовались 
нелинейным уравнением Марка – Куна – Хувинка, вы-
ражающим зависимость характеристической вязко- 
сти от молекулярной массы.

Статистическая обработка полученных результа-
тов исследования проводилась с  помощью програм-
мы Microsoft Excel. Для сравнения результатов ана-
лиза использовали критерий Стьюдента с  оценкой 
достоверности отличий (р < 0,05).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Проведено исследование содержания полисаха-

ридов в  шишках сосны обыкновенной в  разное вре-
мя года. Для исследования были заготовлены образцы 
шишек сосны обыкновенной в  середине лета, осени 
и зимы. Результаты эксперимента представлены в  
таблице 1.

Таблица 1. Определение содержания ВРПК  
в шишках сосны обыкновенной

Table 1. Determination of the content of WSPC 
in the cones of scots pine

№
Месяц заготовки

Month of preparation
Влажность, %

Humidity, %

Содержание 
ВРПК, %

Content WSPC, %

1
Июль
July

8,1 0,46 ± 0,01

2
Октябрь
October

8,0 2,17 ± 0,09

3
Январь
January

8,6 3,24 ± 0,31

Наибольшее содержание ВРПК в шишках сосны 
обыкновенной приходится на зимний период, а наи-
меньшее содержание – на летний. Наблюдается посте-
пенное увеличение содержания ВРПК в шишках сосны 
обыкновенной от летних месяцев к зимним месяцам.

Сорбционную активность ВРПК в зависимости 
от сезона заготовки оценивали по способности по-
глощать метиленовый синий in vitro. Метиленовый 
синий является маркером для большинства меди-
цинских сорбентов (угли активированные, лигнины, 
углерод  – минеральные сорбенты и  др.) при концент- 
рации 0,15 % в 50  мл на 0,2  г сорбента [4]. Имитирует  
класс токсинов с средней молекулярной массой до  
500  а.е.м (креатин, мочевая кислота, барбитураты и 
др.), так как проникает в поры разного размера и до-
статочно полно характеризует объем адсорбционно-
го пространства. В качестве препаратов сравнения 
использовали уголь активированный и кремния ди- 
оксид коллоидный («Полисорб МП»). Результаты экс-
перимента представлены в таблице 2.

Таблица 2. Сорбционная активность ВРПК  
в шишках сосны обыкновенной в летне-осенний период

Table 2. Sorption activity of WSPC in cones of scots pine 
in the summer-autumn period

№
Месяц заготовки

Month of 
preparation

Влажность, %
Humidity, %

Сорбционная 
активность, мг/г

Sorption activity, mg/g

1
Июль
July

11,3 194,54 ± 9,27

2
Август
August

9,8 219,78 ± 0,48

3
Сентябрь
September

11,2 218,00 ± 9,92

4
Октябрь
October

11,3 230,69 ± 4,18

5
Ноябрь
November

11,1 243,30 ± 9,43*

6
Декабрь
December

7,8 220,87 ± 7,57

7
Январь
January

8,6 217,26 ± 8,73

8
Февраль
February

11,3 210,12 ± 1,72

9
Март
March

11,2 220,17 ± 0,46

Препарат сравнения
Comparison drug

10
Уголь 
активированный
Аbsorbent carbon

5,4 230,9 ± 1,12

11
«Полисорб МП»
"Рolisorb МP"

5,2 211,5 ± 1,42

Примечание. * Статистически значимое различие с активностью 
угля активированного (p < 0,05).

Note. * Statistically significant difference with the activity of activated 
carbon (p < 0.05).

По результатам исследования установлено, что 
наибольшей сорбционной активностью в летне-осен-
ний период обладает ВРПК сосны обыкновенной ши-
шек, собранных в октябре и ноябре. Сорбционная 
активность ноябрьского образца выше, чем у препа-
ратов сравнения, угля активированного и диоксида 
кремния коллоидного («Полисорб МП»).

Наибольшей сорбционной активностью в зим-
ний период обладает ВРПК сосны обыкновенной ши-
шек, собранных в декабре и марте. Их сорбционная 
активность выше, чем у препарата сравнения, диок-
сида кремния коллоидного («Полисорб МП»), но мень- 
ше, чем у угля активированного.

Представляло интерес определить, как изме-
няется молекулярная масса водорастворимых по-
лисахаридов при заготовке шишек в  разное время 
года. Результаты исследования представлены в таб- 
лице 3.

По результатам исследования наблюдается, что 
средняя молекулярная масса ВРПК, полученного из 
сосны обыкновенной шишек, заготовленных в разное 
время года, постепенно возрастает от летних месяцев 
к зимним.
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Таблица 3. Молекулярная масса  
водорастворимого полисахаридного комплекса  
сосны обыкновенной шишек

Table 3. Molecular weight of the water-soluble  
polysaccharide complex of pine cones

№
Месяц заготовки

Month of preparation
Молекулярная масса ВРПК

Molecular weight WSPC

1
Июль
July

18 023,05

2
Август
August

12 116,88

3
Сентябрь
September

10 888,55

4
Октябрь
October

13 257,23

5
Ноябрь
November

14 380,49

6
Декабрь
December

19 400,14

7
Январь
January

21 598,06

8
Февраль
February

19 378,27

9
Март
March

20 906,20

Вероятно, что динамика изменения молекуляр-
ной массы связана с тем, что происходят структурные 
изменения, связанные с укрупнением или разветвле-
нием молекулы полисахарида.

При проведении корреляционного анализа при 
сопоставлении значений сорбционной активности по-
лисахаридов и их молекулярной массы выявлена вза-
имосвязь между двумя сравниваемыми величинами. 
Значение коэффициента корреляции Пирсона соста-
вило 1, что соответствует весьма высокой тесноте 
связи между сорбционной активностью полисахари- 
да и его молекулярной массы. Таким образом, разли-
чия в сорбционной активности полисахаридов, по-
лученных из шишек сосны обыкновенной, заготов-
ленных в разное время года, связаны с изменением 
молекулярной массы полисахаридов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Целью нашей работы являлось исследовать со-

держание, сорбционную активность и молекулярную 
массу водорастворимых полисахаридов сосны обык-
новенной шишек в разные сезоны года. 

Самый высокий выход ВРПК отмечен в зимний пе-
риод, а наименьший – в летний. Исследована сорбци-
онная активность ВРПК шишек сосны обыкновенной 
по метиленовому синему in vitro. Установлено, что наи-
большей сорбционной активность ВРПК обладает в 
октябре и ноябре. Сорбционная активность ВРПК пре-
вышает активность препаратов сравнения угля акти-
вированного и диоксида кремния коллоидного («По-
лисорб МП»). 

Определена средняя молекулярная массы ВРПК 
шишек сосны обыкновенной. Средняя молекулярная 
масса ВРПК, полученного в разное время года, нахо-
дится в пределах от 6 872,27 до 21 598,06. Установле-
на зависимость сорбционной активности ВРПК сосны 
обыкновенной шишек от молекулярной массы.

Наибольшее содержание и сорбционная актив-
ность ВРПК шишек сосны обыкновенной совпадает с 
периодом заготовки древесины, что обуславливает 
практическое применение шишек в качестве источни-
ка полисахаридов и эффективного детоксицирующе-
го средства для увеличения эффективности использо-
вания лесных ресурсов.
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Резюме
Введение. Для внедрения в фармацевтическую практику предлагается трава манжетки с целью получения экстрактов, обладающих 
различными видами фармакологической активности. Для расширения сырьевой базы манжеток предложено использовать 
культивируемое растение с высокой биомассой – манжетку мягкую (Alchemilla mollis (Buser) Rothm.). Трава манжетки мягкой по 
качественным и количественным характеристикам химического состава сопоставима с образцами сырья дикорастущих манжеток. 
Наличие хемотаксономических особенностей обуславливает необходимость подготовки нормативной документации для внедрения 
данного растения в качестве источника лекарственного сырья. 
Цель. Цель исследования разработка методики оценки основной группы БАВ и количественного определения флавоноидов в траве 
манжетки мягкой. 
Материалы и методы. В качестве объектов исследования использовали образцы травы манжетки мягкой, заготовленной от 
культивируемых на территории Пермского края растений. Хроматографические параметры подлинности сырья определяли методом 
тонкослойной хроматографии (ТСХ). Для разработки параметров количественного определения суммы флавоноидов в траве манжетки 
мягкой осуществляли модификацию методики предложенной для травы манжетки.
Результаты и обсуждение. При проведении хроматографического исследования в траве манжетки мягкой идентифицированы 
цинарозид, рутин, кверцетин. К маркерным веществам травы манжетки мягкой отнесён цинарозид. В качестве оптимальной 
хроматографической системы выбрана этилацетат : уксусная кислота (85 : 15). Проведена модификация и валидация методики 
количественного определения флавоноидов в траве манжетки. Обоснована смена экстрагента, размера частиц, времени и кратности 
экстракции для проведения пробоподготовки и использование цинарозида в качестве стандартного вещества. Установлены оптимальные 
условия реакции комплексообразования с алюминия хлоридом.
Заключение. Для определения подлинности травы манжетки мягкой предложено использовать идентификацию цинарозида 
методом ТСХ. Модифицированная методика количественного определения суммы флавоноидов в пересчёте на цинарозид для травы 
манжетки мягкой, воспроизводима, правильна и может быть использована для стандартизации. При апробации методики на образцах 
сырья, заготовленных в Пермском крае, установлен диапазон значений содержания флавоноидов 3,14–4,84 %, со средним уровнем 
вариабельности.

Ключевые слова: манжетка мягкая, Alchemilla mollis, тонкослойная хроматография (ТСХ), спектрофтометрия, флавоноиды, цинарозид
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Abstract
Introduction. Alchemilla herb is proposed for introduction into pharmaceutical practice, for obtaining extracts with various pharmacological 
activity. To expand, resource base of Alchemilla it has been proposed to use a high biomass cultivated plant – Alchemilla mollis (Buuser) Rothm. 
In terms of qualitative and quantitative characteristics of the chemical composition Alchemilla mollis herb is comparable to the samples of raw 
materials of wild-growing Alchemilla. The presence of chemotaxonomic features necessitates the preparation of regulatory documentation for the 
introduction of this plant as a source of medicinal raw materials.
Aim. Development of a methodology for assessing the main group of biologically active substances and the quantitative determination of 
flavonoids in Alchemilla mollis herb.
Materials and methods. As objects of study, we used Alchemilla mollis herb harvested from plants cultivated in the Perm Krai. The chromatographic 
parameters of raw material authenticity were determined by thin layer chromatography (TLC). To develop the parameters for the quantitative 
determination of flavonoids in Alchemilla mollis herb, a modification of the method proposed for Alchemilla herb was carried out.
Results and discussion. During chromatographic study of Alchemilla mollis herb were identified cinaroside, rutin, and quercetin. Cynaroside 
was referred to the marker substances. Ethyl acetate : acetic acid (85 : 15) was chosen as the optimal chromatographic system. A modification and 
validation of the method for the quantitative determination of flavonoids in Alchemilla herb was carried out. The change of the extractant, particle 
size, time and frequency of extraction for sample preparation and the optimal use of cynaroside as a standard substance are substantiated. The 
optimal conditions for the reaction of complex formation with aluminum chloride are established.
Conclusion. To determine the authenticity of Alchemilla mollis herb, it was proposed to use the identification of cynaroside by TLC. The modified 
method for the quantitative determination of flavonoids in terms of cynaroside for the Alchemilla mollis herb, reproducible, correct and can be 
used for standardization. When testing the methodology on samples of raw materials harvested in the Perm region, a range of values for the 
content of flavonoids was 3.14–4.84 %, with an average level of variability.

Keywords: Alchemilla mollis, thin layer chromatography (TLC), spectrophotometry, flavonoids, cynaroside
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ВВЕДЕНИЕ 
В настоящее время для внедрения в фармацевти-

ческую практику предлагается трава манжетки обык-
новенной (Alchemilla vulgaris L. s. I) сем Розоцветные 
(Rosaceae). Водные экстракты, получаемые из данного 
вида сырья, проявляют гипогликемическую и гипо- 
липидемическую [1], иммуномодулирующую [2], ней- 
ропротекторную [3] активности. Для спиртовых экст- 
рактов травы манжетки выявлены противомикроб-
ный  [4, 5] и гемореологический [6], гепатопротектор-
ный [7], дерматопротективный [8, 9] эффекты. Соглас-
но данным литературы преобладающими группами 
биологически активных веществ (БАВ) в траве ман-
жетки являются флавоноиды производные лютеоли-
на и кверцетина [10, 11].

Стандартизацию травы манжетки предлагают  
проводить по содержанию различных групп БАВ. 
В качестве химических маркеров для стандартиза-
ции (идентификации) сырья предложены рутин, ги-
перозид, галловая и кофейная кислоты, агримониин, 
пролин, оксилизин [6]. Для количественного анали-
за предложены методики определения флавоноидов 

дифференциальной спектрофотометрией с использо-
ванием в качестве стандартного образца рутина  [12], 
цинарозида [13], кверцетина [14]. В работе Ж. С. Ле- 
совой с соавторами [15] предложена методика оцен-
ки содержания флавоноидов как суммы 7-О-гликози-
дов в пересчете на лютеолин-7-гликозид и 3-О-гли-
козидов в пересчете на кверцетин. В Европейской 
фармакопее нормируется содержание дубильных ве-
ществ в пересчете на пирогаллол, которые определяют  
в реакции с фосфорно-вольфрамовым реактивом. 

Для расширения сырьевой базы манжеток пред-
ложено использовать культивируемое растение с вы-
сокой биомассой – манжетку мягкую (Alchemilla mollis 
(Buser) Rothm.) [16]. Трава, полученная от данного  
микровида, по качественным и количественным ха-
рактеристикам химического состава сопоставима с 
образцами сырья дикорастущих манжеток, при нали-
чии хемотаксономической особенности в большем 
накоплении дубильных веществ [17]. 

Для дальнейшего внедрения данного растения в 
качестве источника сырья для получения лекарствен-
ных средств необходима подготовка нормативной 
документации, в которой определены требования к 

Методы анализа лекарственных средств
Analytical Methods



87РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2022. Т. 11, № 4, приложение 1
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2022. V. 11, No. 4, supplement 1

подлинности, качеству и содержанию действующих 
веществ. 

Цель исследования разработка методики оцен-
ки основной группы БАВ и количественного опреде- 
ления флавоноидов в траве манжетки мягкой. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве объектов исследования использо-

вали образцы травы манжетки мягкой, заготовлен-
ной от культивируемых на территории Пермско-
го края растений (участок 1 – Пермский район, 7 км  
от п.  Кукуштан; участок 2 – г.  Пермь, питомник  
ФГБОУ ВО Пермский ГАТУ, участок 3 – Пермский район, 
д. Кулики) в период 2021 по 2022 года. Растительное 
сырье собирали в период массового цветения, высу-
шивали воздушно-теневым способом согласно прави-
лам заготовки травы манжетки обыкновенной [12]. Все 
реактивы и растворители были использованы марки 
х.ч. и ч.д.а. (АО «ВЕКТОН», Россия). Спектрофотометри-
ческие определения проводили на приборе СФ-2000 
(ООО «ОКБ Спектр», Россия). 

Хроматографические параметры подлинности сы-
рья определяли методом тонкослойной хроматогра-
фии (ТСХ). Разделение проводили на пластинках Sorb- 
fil (ПТСХ-П-А) (ООО «ИМИД», Россия). Для выбора оп-
тимальной хроматографической системы были апро-
бированы следующие: муравьиная кислота : вода : эти-
лацетат (8 : 8 : 84), этилацетат : уксусная кислота (85 : 15), 
бутанол : уксусная кислота : вода (4 : 1 : 2). Детектиро-
вание проводили путем оценки хроматограмм в ви-
димом и УФ-свете (254 нм и 365 нм) до и после обра-
ботки 2%-м раствором алюминия хлорида. В качестве 
стандартов использовали аутентичные образцы рути-
на, кверцетина, цинарозида, лютеолина (содержание 
98,0 %, Dr. Ehrenstorfer GmbH, Германия, 80212) в ви-
де 0,05%-х спиртовых растворов.

Для разработки параметров количественного со-
держания флавоноидов в траве манжетки мягкой осу-
ществляли модификацию методики предложенной 
для травы манжетки [12], использовали стандартный 
раствор цинарозида 0,05 %.

Валидацию методик осуществляли согласно 
ОФС.1.1.0012.15. Влажность определяли в соответ-
ствии с ОФС.1.5.3.0007.15. Статистическую обработку 
осуществляли в соответствии с ОФС.1.1.0013.15.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Для определения параметров подлинности сырья 

проведено ТСХ исследование в трех хроматографи- 
ческих системах со значениями полярности (P) 4,97–
6,02, выбранных в соответствии с алгоритмом, пред-
ложенным в работе [18]. Во всех апробируемых хро-
матографических системах в водных и спиртовых 
извлечениях травы манжетки мягкой идентифици-
рован цинарозид. В исследуемых извлечениях травы 
манжетки мягкой рутин идентифицировали в систе-
ме этилацетат : уксусная кислота (85 : 15). В спиртовых 

извлечениях при использовании систем муравьиная 
кислота : вода : этилацетат (8 : 8 : 84) и этилацетат : уксус- 
ная кислота (85 : 15) идентифицирован кверцетин. На 
основании полученных данных к веществу маркеру 
травы манжетки мягкой отнесен цинарозид. В качест- 
ве хроматографической системы целесообразно ис-
пользовать этилацетат : уксусная кислота (85 : 15), так 
как в данной системе происходит наилучшее разде-
ление гликозидных форм флавоноидов травы ман-
жетки мягкой, что обеспечивает специфичность 
определения цинарозида. Дополнительными преиму- 
ществами данной системы является двухкомпонент-
ность и наименьшее время хроматографирования. 

Для извлечения флавоноидов травы манжетки 
мягкой возможно использование в качестве экстра-
гента воду очищенную или спирт этиловый 95 %. 

Методика определение основных групп БАВ в тра‑
ве манжетки мягкой. На линию старта хроматографи-
ческой пластинки со слоем силикагеля на полимер- 
ной подложке размером 10 × 10 см наносят 10  мкл  
испытуемого раствора и рядом 5 мкл раствора СО 
цинарозида. Пластинку с нанесенными пробами су-
шат при комнатной температуре, помещают в каме-
ру, предварительно насыщенную в течение не менее 
60  мин смесью растворителей этилацетат : уксусная 
кислота (85 : 15) и хроматографируют восходящим 
способом. После прохождения фронтом раствори-
телей не менее 80–90 % длины пластинки от линии 
старта, ее вынимают из камеры, сушат до удаления 
следов растворителей. Пластинку обрабатывают алю-
миния хлорида спиртовым раствором 2 %, выдер-
живают в сушильном шкафу при температуре 105 °С 
в течение 3–5  мин и просматривают в УФ-свете при 
длине волны 365 нм.

На хроматограмме раствора СО цинарозида 
должна обнаруживаться зона адсорбции с флуорес-
ценцией желтого цвета. На хроматограмме испыту-
емого раствора должны обнаруживаться: одна зона 
адсорбции с флуоресценцией желтого или коричне-
вого цвета на уровне зоны СО цинарозида; две зоны 
адсорбции с флуоресценцией желтого или желто-ко-
ричневого цвета ниже зоны цинарозида, зона адсо-
рбции с флуоресценцией желтого цвета выше зоны 
цинарозида; допускается обнаружение других зон 
адсорбции.

Как уже было отмечено, преобладающей группой 
фенольных соединений в сырье являются флавонои-
ды, для количественного определения которых пред-
лагается использовать методику дифференциальной 
спектрофотометрии. 

В результате изучения УФ-спектров поглощения 
водных и спиртовых извлечений из травы манжет-
ки мягкой установлено, что в области характерной 
для поглощения флавоноидов отсутствуют выражен-
ные максимумы, вследствие чего использование пря-
мой спектрофотомерии для оценки качества сырья  
не представляется возможным. При реакции извлече-
ний с алюминия хлоридом наблюдали четко выражен-
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ный максимум, который зависел от вида экстрагента  
и его концентрации.

Согласно литературным данным [10, 11] и резуль-
татам качественного анализа в траве манжетки мяг-
кой сумма флавоноидов представлена гликозидами 
и агликонами. Вследствие различной растворимости 
форм флавоноидов в воде и органических раствори-
телях, проведено исследование по выбору экстраген- 
та, который максимально полно извлекал бы сумму 
этих соединений. Извлечение флавоноидов осуществ- 
ляли водой очищенной, спиртом этиловым в концент- 
рации 50, 70, 80 и 95 %, результаты определения оп-
тической плотности представлены в таблице 1. 

Таблица 1. Результаты спектрофотометрии извлечений  
травы манжетки мягкой

Table 1. The results of spectrophotometry of extracts  
of Alchemilla mollis herb

Экстрагент
Extracting agent

Среднее значение 
Mean

Максимума 
поглощения (λ), нм

Absorption  
maximum (λ), nm

Оптической 
плотности (А)

Absorbance (А)

Вода
Water

398 ± 1 0,43 ± 0,01

Спирт этиловый 50 %
Ethyl alcohol 50 %

398 ± 0 0,32 ± 0,02*1

Спирт этиловый 70 %
Ethyl alcohol 70 %

398 ± 0 0,37 ± 0,01*1, 2

Спирт этиловый 80 %
Ethyl alcohol 80 %

403 ± 3 0,25 ± 0,07*1, 3

Спирт этиловый 95 %
Ethyl alcohol 95 %

399 ± 7 0,11 ± 0,02*1, 2, 3, 4

Примечание. *1 p < 0,05 в сравнении со значениями извлече-
ния, экстрагент вода; *2 p < 0,05 в сравнении со значениями извле-
чения, экстрагент спирт этиловый 50 %; *3 p < 0,05 в сравнении со 
значениями извлечения, экстрагент спирт этиловый 70 %; *4 p < 0,05 
в сравнении со значениями извлечения, экстрагент спирт этило- 
вый 80 %.

Note. *1 p < 0.05 compared to recovery values, extractant water; 
*2 p < 0.05 compared to recovery values, extractant ethyl alcohol 50 %; 
*3 p < 0.05 compared to recovery values, extractant ethyl alcohol 70 %; 
*4 p < 0.05 compared to recovery values, extractant ethyl alcohol 80 %.

Преимущество экстрагента определяли по наи-
большему значению оптической плотности в мак-
симуме поглощения. Водные извлечения показали 
наибольшие значения оптической плотности и ста-
бильный максимум поглощения.

Дифференциальный спектр комплекса флавоно-
идов водного извлечения с алюминия хлоридом ха-
рактеризовался чётко выраженным максимумом при 
длине волны 398 ± 1 нм. Дифференциальные кривые 
комплексов флавоноидов и СО цинарозида с алюми-
ния хлоридом совпадали по конфигурации и макси-
муму поглощения (рисунок 1). 

Следует отметить, что трава манжетки мягкой  
густо опушена и при сильном измельчении фрагмен-
ты листовых пластинок комковались за счет смыка-
ния волосков. Вследствие чего требовались допол-
нительные исследования по выбору размера частиц 

для максимального извлечения флавоноидов. Уста-
новлено, что при измельчении сырья до размера  
частиц от 0,5 до 1,0 мм средняя оптическая плотность 
составляет 0,4407 ± 0,0118, при размере частиц от 1,0 
до 2,0 мм средняя оптическая плотность составляет 
0,5387 ± 0,0025. По-видимому, «комки» сырья плохо 
смачиваются экстрагентом, что приводит к меньшему 
выходу флавоноидов. 

Результаты модификации методики по параме-
трам размер частиц и экстрагент свидетельствуют о 
необходимости определения оптимальных параме-
тров экстракции. Извлечения, полученные при одно- 
кратной экстракции в течение одного часа (0,43 ±  
0,01), при двукратной экстракции по 45 минут (0,38 ± 
0,06) и при трехкратной экстракции по 30  минут 
(0,43 ± 0,02), не имели статистически значимых разли-
чий в оптической плотности. В целях сокращения за-
трат при использовании методики, считаем рацио-
нальным однократное извлечение в течение одного 
часа. 

При определении условий протекания реакции 
комплексообразования с алюминия хлоридом наи-
большие значения оптической плотности наблюда-
ли при соотношении объемов извлечения и реактива 
1 : 2, что определяет его оптимальность. При сравне-
нии оптических плотностей продуктов реакций, про-
текающих в воде (0,6044 ± 0,0080) и 95%-м этаноле 
(0,4041 ± 0,0093, р < 0,05) установлено, оптимальным 
растворителем является вода. Стабильность оптиче-
ской плотности наступала через 30 минут с момен-
та получения комплекса и сохранялась в течение  
2 часов.

Валидацию методики проводили по показателям 
специфичность, линейность, правильность, прецизи-
онность. Селективность методики обусловлена тем, 
что реакция комплексообразования с алюминия хло-
ридом является специфичной для флавоноидов за 
счет батохромного сдвига спектра продукта реакции, 
позволяющего отделить их от группы сопутствующих 
веществ фенольной природы. Использование в ка- 

Рисунок 1. Спектры поглощения комплексов флавоноидов с 
алюминия хлорида: 

1 – водного извлечения травы манжетки мягкой; 2 – цинарозида

Figure 1. Absorption spectra of flavonoid complexes with alumi-
num chloride 

1 – aqueous extract of Alchemilla mollis herb; 2 – cynaroside
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честве раствора сравнения извлечение без реакти-
ва при измерении оптической плотности исключает 
влияние окрашенных, а также других соединений, со-
держащихся в растительном сырье.

Линейная зависимость между величинами оп-
тической плотности и содержанием флавоноидов в 
извлечениях из травы манжетки описывается урав- 
нением: 

Y = 2,2 × X + 0,2; r = 0,998 (p = 0,00012), 

что свидетельствует о соблюдении линейной зависи-
мости в интервале 50–150 % от номинального значе-
ния определяемой величины.

Оценку правильности осуществляли методом мо-
дельных смесей. Для уравнения линейной зависи-
мости между экспериментально найденными и рас-
четными величинами тангенс угла наклона прямой 
равнялся единице, что свидетельствует об отсутствии 
систематической ошибки. 

Метрологические характеристики представлены  
в таблице 2, ошибка единичного определения соста-
вила 2,38 %.

Таблица 2. Метрологические характеристики методики  
количественного определения суммы флавоноидов  
в траве манжетки мягкой 

Table 2. Metrological characteristics of the method  
of quantitative determination of flavonoids  
in Alchemilla mollis herb

n f х—   S2 S Р, % t(P, f) Δх ε, %
6 5 2,52 0,00319 0,05648 95 2,57 0,06 2,38

При определении внутрилабораторной прецизи-
онности в семи повторностях, величина относитель-
ного стандартного отклонения RSD = 2,21 %. Полу-
ченные результаты подтверждают прецизионность 
методики.

Методика количественного определения суммы  
флавоноидов в траве манжетки мягкой. Около 1  г 
(точная навеска) измельченного сырья (размер частиц 
мене 2 мм) помещали в коническую колбу со шлифом 
вместимостью 250 мл, прибавляли 100 мл воды очи-
щенной и нагревали на кипящей водяной бане в те- 
чение 60 минут. Горячее извлечение фильтровали че-
рез бумажный складчатый фильтр в мерную колбу 
вместимостью 100 мл. После охлаждения объем из-
влечения доводили до метки растворителем. Реакцию 
комплексообразования осуществляли следующим  
образом: в мерную колбу вместимостью 25 мл поме-
щали 1 мл полученного извлечения, прибавляли 2  мл 
2%-го раствора алюминия хлорида в 95%-м этило- 
вом спирте, 1 каплю разведенной уксусной кислоты  
и доводили объем раствора до метки водой очищен-
ной. Через 40 минут измеряли оптическую плотность 
полученного раствора на спектрофотометре. Для по-
лучения раствора сравнения: 1 мл извлечения поме-
щают в мерную колбу вместимостью 25 мл, прибав- 
ляли 1 каплю разведенной уксусной кислоты и дово-
дили объем раствора водой, очищенной до метки.

Апробация методики количественного определе-
ния флавоноидов проведена на образцах травы ман-
жетки мягкой, культивируемой на опытных участках  
в Пермском крае (таблиа 3).

Таблица 3. Содержание флавоноидов  
в траве манжетки мягкой

Table 3. The content of flavonoids in Alchemilla mollis herb

Место и период заготовки 
Place and period of harvesting

Содержание флавоноидов, %
Flavonoid content, %

Участок 1, 2021 г.
Field 1, 2021 year

4,10 ± 0,09

Участок 2, 2021 г.
Field 2, 2021 year

4,84 ± 0,06

Участок 3, 2021 г.
Field 3, 2021 year

4,55 ± 0,08

Участок 1, 2022 г.
Field 1, 2022 year

4,50 ± 0,06

Участок 2, 2022 г.
Field 2, 2022 year

3,14 ± 0,06

Сумма флавоноидов для исследуемых образцов 
варьирует от 3,14 до 4,84 % (в пересчете на цинаро-
зид). Содержание флавоноидов в культуре манжет-
ки мягкой характеризуется средней вариабельностью  
(коэффициент вариации 14 %), в отличие от дикора-
стущих видов [12].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Для определения подлинности травы манжетки  

мягкой предложено использовать идентификацию  
цинарозида в качестве маркерного вещества мето- 
дом ТСХ. Модифицированная методика количествен-
ного определения суммы флавоноидов в пересчете 
на цинарозид для травы манжетки мягкой, воспроиз-
водима, правильна и может быть использована для 
стандартизации. При апробации методики на образ-
цах сырья, заготовленных в Пермском крае, установ-
лен диапазон значений содержания флавоноидов 
3,14–4,84 %.
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Резюме
Введение. В связи высокой распространенностью и социальной значимостью грибковых инфекций поиск новых антифунгальных 
препаратов является актуальным направлением развития современной фармакологии. Одним из важных компонентов доклинических 
микробиологических исследований, влияющих на конечный результат, являются питательные среды, используемые в процессе научного 
эксперимента.
Цель. Валидировать использование жидкой среды Сабуро как альтернативы среды RPMI 1640 с глутамином для оптимизации 
экспериментальных условий определения ПГА новых соединений микрометодом серийных разведений.
Материалы и методы. Для изучения противогрибковой активности (ПГА) новых молекул использовали микрометод двукратных 
серийных разведений. Изучали ПГА в отношении типового тест-штамма Candida albicans NCTC 885-653. Оценку валидационных 
параметров осуществляли согласно принципам, изложенным в ОФС.1.1.0021.18 «Валидация микробиологических методик». Для апробации 
валидированной методики использовали новое соединение из группы производных амидов 4-(гет)арил-2,4-диоксобутановых кислот.
Результаты и обсуждение. Получены результаты, соответствующие критериям приемлемости в отношении изученных валидационных 
параметров – правильность, прецизионность, линейность, устойчивость, предел количественного обнаружения. Показана возможность 
использования среды Сабуро для определения противогрибковой активности на примере нового соединения группы производных 
амидов 4-(гет)арил-2,4-диоксобутановых кислот.
Заключение. В связи с доказанными лучшими ростовыми свойствами испытуемой альтернативной жидкой среды Сабуро в отношении 
исследуемой культуры Candida albicans и сходимости результатов определения антифунгальной активности при использовании 
альтернативной и референтной сред, можно рекомендовать жидкую среду Сабуро для использования при определении ПГА впервые 
синтезированных соединений с использованием микрометода серийных разведений.

Ключевые слова: алидация, микрометод серийных разведений, бульон Сабуро, среда RPMI-1640 с глутамином, противогрибковая 
активность
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Abstract
Introduction. Due to the high prevalence and social significance of fungal infections, the search for new antifungal drugs is an actual direction 
t of modern pharmacology. One of the important components of preclinical microbiological studies is the culture media used in the process of a 
experiment.
Aim. To validate the use Sabouraud liquid medium as an alternative to RPMI 1640 medium to optimize the experimental conditions for the 
determination of antifungal activity of new compounds by the microserial dilution method
Materials and methods. The micromethod of two-fold serial dilutions to study the antifungal activity of new molecules was used. Antifungal 
activity was studied against the reference test strain Candida albicans NCTC 885-653. The evaluation of the validation parameters was carried 
out according to the principles set forth in the General Pharmacopoeia Monograph.1.1.0021.18 «Validation of microbiological methods». A new 
compound from the group of 4-(het)aryl-2,4-dioxobutanoic acid amide derivatives was used for test the validated method.
Results and discussion. Results were obtained that meet the acceptance criteria for the studied validation parameters – trueness, precision, 
linearity, robustness and quantitation limit. The possibility of using Sabouraud's medium for the determination of antifungal activity was shown on 
the example of a new compound of the group of 4-(het)aryl-2,4-dioxobutanoic acid amide derivatives.
Conclusion. The tested alternative liquid Sabouraud medium can be recommended for use in determining the antifungal activity of the newly 
synthesized compounds with the microdilutions method because the proven its better growth properties for the investigated yeast strain and the 
convergence of the results of determining antifungal activity using alternative and reference media.

Keywords: validation, serial dilution micromethod, Sabouraud broth, RPMI-1640 medium with glutamine, antifungal activity
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ВВЕДЕНИЕ
Широкое распространение грибковых инфек-

ций  [1–6], возникающих на фоне антибиотикотера- 
пии, иммунодефицитных состояний, нарушения об-
менных процессов в условиях растущей антимикоти-
корезистентности обуславливает актуальность поис-
ка новых антифунгальных препаратов [7–12]. Одним 
из ключевых моментов данных исследований является 
изучение противогрибковой активности новых моле-
кул в лабораторных условиях на доклиническом этапе.

Важным компонентом микробиологических ис-
пытаний, влияющим на конечный результат, являют-
ся питательные среды, используемые в процессе на-
учного эксперимента [13, 14]. Среда Сабуро широко 
используется в микробиологических исследованиях  
с целью выделения и культивирования дрожжевых и 
плесневых грибов [15, 16]. В исследованиях россий-
ских ученых данная среда также применяется при 
определении противогрибковой активности новых 
соединений. Однако согласно зарубежной регламен-
тирующей документации1 для этих целей использует-

1 EUCAST Definitive Document EDef 7.3.2: Method for the 
determination of broth dilution minimum inhibitory concentra-
tions of antifungal agents for yeasts. Available at: https://www.
eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST_files/AFST/Files/
EUCAST_E_Def_7.3.2_Yeast_testing_definitive_revised_2020.
pdf. Accessed: 21.10.2022.

ся питательная среда RPMI-1640 с L-глутамином (да-
лее RPMI-1640). Согласно Руководству по проведению 
доклинических исследований лекарственных средств 
(под ред. А. Н. Миронова, 2012 г.) [17] для макроме-
тода серийных разведений рекомендуются обе жид-
кие среды, для микрометода – среда RPMI-1640. Од-
нако при рекомендованных [17] микробной нагрузке 
(около 5 × 103 КОЕ/мл), режиме инкубации 27  °С в те-
чение 24 часов и методе детекции (визуально) резуль-
таты, получаемые на среде RPMI-1640, варьируют.  
При этом также можно отметить нелогичность ис-
пользования более низкой микробной нагрузки, реко-
мендуемой [17] для исследовательских целей (около  
5 × 103 КОЕ/мл), при аналогичном показателе, исполь- 
зуемом в методике, применяемой в клинической 
практике при оценке чувствительности клинических 
изолятов микромицетов к антифунгальным препара-
там около 5 × 105 КОЕ/мл2.

Готовая среда RPMI-1640, имея сбалансирован-
ный аминокислотный состав, в то же время имеет 
низкое содержание глюкозы (0,2 %), что негативно  
сказывается на росте микромицетов. При приготов-
лении среды RPMI-1640 на основе порошка с повы-

2 Определение чувствительности микроорганизмов к 
антимикробным препаратам: клинические рекомендации 
(2021). Доступно по: https://www.antibiotic.ru/files/321/clrec-
dsma2021.pdf. Ссылка активна на 21.10.2022.
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шенным содержанием глюкозы (2 %) исключаются  
термические способы стерилизации, что требует 
специального оборудования. Еще одним недостатком  
данной среды является более высокая стоимость: це- 
на за 1 л готовой коммерческой среды составляет 
1000–5600 руб. в зависимости от производителя. Сто- 
имость сухого бульона Сабуро в пересчете на 1 л го- 
товой среды – 560–850 руб. 

Цель исследования: валидировать микрометод 
серийных разведений с использованием жидкой сре-
ды Сабуро как альтернативы среды RPMI-1640 с глу- 
тамином для оптимизации экспериментальных усло-
вий определения ПГА новых соединений.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В настоящем исследовании были использованы 

жидкая среда (бульон) Сабуро (ФБУН ГНЦ ПМБ, Рос-
сия) и жидкая среда RPMI-1640 с L-глутамином, Sigma 
для их сравнительной оценки и подтверждения воз- 
можности применения среды Сабуро для культиви-
рования микромицетов с целью дальнейшего опре-
деления воздействия на них веществ с противо-
грибковой активностью микрометодом серийных 
разведений. 

Оценку валидационных параметров осуществля- 
ли в соответствии с принципами фармакопейной  
статьи1. В ходе эксперимента были выбраны и оце-
нены такие параметры, как правильность, прецизи-
онность (повторяемость), линейность, устойчивость, 
предел количественного определения [18].

Инокулюм готовили путем отбора пяти колоний 
из 18–24-часовых культур типового штамма Candida 
albicans NCTC 885-653. Колонии суспендировали в  
5  мл стерильного 0,9%-го физиологического раство-
ра. Полученную суспензию перемешивали в течение 
15  с, плотность клеток устанавливали спектрофото-
метрически путем добавления стерильного физиоло-
гического раствора до достижения оптической плот-
ности 0,5 по МакФарланду при длине волны 530  нм. 
Эта процедура давала дрожжевую суспензию от 106  

до 5 × 106 КОЕ/мл2. Далее готовили рабочую суспен-
зию 1–5 × 105 КОЕ/мл. По 100 мкл указанного разведе-
ния культуры помещали в 100 мкл исследуемых сред, 
инкубировали в течение 24 часов при температуре 
35 ± 2  °С. Далее готовили последовательные разведе-

1 ОФС.1.1.0021.18 «Валидация микробиологических ме-
тодик». Доступно по: https://docs.rucml.ru/feml/pharma/v14/
vol1/423/ Ссылка активна на 21.10.2022.

2 ГОСТ Р ИСО 16256-2015 Клинические лабораторные 
исследования и диагностические тест-системы in vitro. Ре-
ферентный метод для тестирования активности in vitro  
антимикробных препаратов в отношении дрожжевых гри-
бов, вызывающих инфекционные заболевания. Утв. прик. 
Федер. агентства по техн. регулир. и метрол. от 27.04.2015 г.  
№  300-ст. Доступно по: https://internet-law.ru/gosts/gost/59834. 
Ссылка активна на 21.10.2022.

ния в 0,9%-м физиологическом растворе с конечным 
разведением 1 × 10-4 и 5 × 10-4.

Для оценки прецизионности, правильности, ли-
нейности на поверхность агара Сабуро высевали га-
зоном 10 мкл разведения 5 × 10-4 (серия I, n), 20  мкл 
разведения 5 × 10-4 (серия II, 2n) и 10 мкл разведе-
ния 1 × 10-4 (серия III, 5n). Посевы осуществлялись  
в 5  повторах в соответствии с [18] разными сотруд-
никами. Чашки помещали в термостат на 24 часа  
при температуре 35 ± 2  °С. Учет производили путем 
подсчета выросших колоний. Статистическую обра-
ботку полученных данных осуществляли с помощью 
программы Statgraphics Plus, версия 5.0. Оценку по-
лученных результатов осуществляли в соответст- 
вии с [18].

Для изучения ПГА представителя производных  
амидов 4-(гет)арил-2,4-диоксобутановых кислот мик- 
рометодом двукратных серийных разведений ис-
пользовали референсную и альтернативную пита- 
тельные среды. Антифунгальную активность опреде-
ляли в отношении представителей Candida spp.: 4  ти-
повых штаммов (C. albicans NCTC 885-653, C. krusei  
РКПГY-1472/310, C.  glabrata РКПГY-1485/47, C. tropicalis 
РКПГY-1513/784) и клинических изолятов, выделенных 
от пациентов многопрофильных клиник (C.  albicans  – 
32 штамма, C. krusei – 4 штаммов, C. glabrata – 1 штамм 
C.  tropicalis – 1 штамм). Для приготовления дрожже- 
вой взвеси использовали суточные культуры микро-
мицетов, выращенные на агаре Сабуро (ФБУН ГНЦ 
ПМБ, Россия). Концентрация дрожжевых клеток в опы- 
те составила 2–5 × 105 КОЕ/мл.

В качестве положительного контроля использо-
вали питательную среду с внесенной исследуемой 
культурой. В качестве отрицательного контроля ис-
пользовали интактную питательную среду. Посевы ин-
кубировали в термостате при температуре 35 ± 2  °С. 
Оценку роста проводили визуально через 24 часа  
инкубирования. В качестве значения МПК (минималь-
ной подавляющей концентрации) принимали наи-
меньшую концентрацию соединения, при которой от-
сутствует видимый рост тест-организма.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Правильность, выраженную в процентах восста-

новления микроорганизмов, определяли по формуле:

R
N

N
= ⋅

0

100 %,

где R – процент восстановления микроорганизмов 
(%); N – количество выделенных клеток (КОЕ) на ва- 
лидируемой среде (Сабуро); N0 – количество выде-
ленных клеток (КОЕ) на референсной среде RPMI-1640 
(принятое опорное значение). Процент восстановле-
ния согласно  [18] должен составлять не менее 70 % 
от референсного значения. 
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Результаты экспериментальной оценки прецизи‑
онности выражали соответствующим значением от-
носительного стандартного отклонения – коэффици-
ента вариации (CV) – по формуле:

CV
X

= ⋅
σ

100 %,

где σ – стандартное отклонение для выборки; X  – 
среднее выборочное значение. Для используемых 
чашечных агаровых методов при получении более 
10  КОЕ приемлемым считали коэффициент вариации 
не более 35 %. Данные, полученные при использо-
вании референсной и альтернативной питательных 
сред, представлены в таблице 1.

В ходе оценки правильности и прецизионности 
валидируемой методики установлено, что указанные  
показатели соответствует критериям приемлемости.  

Процент восстановления микроорганизмов при ис-
пользовании среды Сабуро существенно превышает  
минимальную допустимую величину (70 %). Коэф-
фициент вариации (случайная ошибка), использу- 
ющийся для оценки повторяемости метода для сре-
ды RPMI-1640 составил 23,9–27,1 %, что выше, чем для 
среды Сабуро – 18,3–22,4 %. Таким образом, случай-
ная ошибка при использовании альтернативной сре-
ды ниже, чем для референсной. 

Линейность. Оценивали способность исполь-
зуемого метода давать результат, прямо пропорци- 
ональный концентрации клеток микроорганизмов в 
образце на всем рабочем диапазоне, с использова-
нием альтернативной и референсной среды. Обра- 
ботку результатов проводили с помощью регрессион-
ного анализа. Линейность считали доказанной, если 
коэффициент корреляции (R2) не ниже 0,90. Получен-
ные результаты представлены на рисунке 1.

Таблица 1. Результаты определения количественного содержания жизнеспособных клеток C. albicans  
в валидируемых средах, КОЕ

Table 1. Results of quantitative determination of viable C. albicans cells in validated media, CFU

Питательная среда
Nutrient medium

RPMI-1640
Среда Сабуро

Medium Saburo
Разведения культуры

Breeding culture
I II III I II III

Повторы
Replays

13 58 75 44 90 114
7 61 93 30 71 83

14 33 48 48 72 131
14 59 67 34 77 128
11 37 87 30 46 98

Среднее
Average

11,8 ± 2,9 49,6 ± 13,4 74 ± 17,7 37,2 ± 8,3 71,2 ± 15,9 110,8 ± 20,3

CV (прецизионность), %
CV (precision), %

24,9 27,1 23,9 22,3 22,4 18,3

R (правильность), %
R (correctness), %

– – – 315,2 143,5 149,7

Рисунок 1. Показатели линейности валидируемого метода 

Figure 1. Indicators of linearity of the method being validated
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В ходе исследования установлено, что коэффи-
циент детерминации (R) и коэффициент корреляции 
(R2) для среды RPMI-1640 составили 0,94 и 0,88, соот- 
ветственно; для среды Сабуро – 0,97 и 0,94, что дока-
зывает наличие линейности при использовании сре- 
ды Сабуро.

Устойчивость. При определении устойчивости 
проводили сравнение результатов, полученных с ис-
пользованием питательных сред различных серий и 
производителей [RPMI-1640 – Gibco™, Lot 1901507 (1) 
и Sigma Lot RNBF0725 (2); бульон Сабуро – ФБУН ГНЦ 
ПМБ, Россия, серия 119 (1) и ООО «НПЦ «Биоком- 
пас-С», Россия, серия 73 (2)]. Испытания проводили  
в 5  повторах на трех последовательных разведениях  
культуры (n, 2n, 5n – серии I–III) с определением  
среднего арифметического количества жизнеспособ-
ных клеток (рисунок 2). Оценивали изменение преци-
зионности (коэффициента вариации) и правильности 
(процента восстановления микроорганизмов) резуль-
татов, полученных с использованием различных пи-
тательных сред методом однофакторного анализа 
(таблица 2). 

Установлено, что отличия результатов статисти-
чески незначимы (р > 0,05), что свидетельствует об 
устойчивости метода с использованием обеих пита-
тельных сред (см. таблица 2). 

Предел количественного определения. Для ис-
следования использовали 3 разведения суспензии 
типового штамма C.  albicans NCTC 885-653, культи-
вируемого на соответствующих питательных сре-
дах при температуре 35 ± 2  °С в течение 24 часов: 
до 2 × 101 КОЕ/мл (I), 4 × 101 КОЕ/мл (II), 102 КОЕ/мл 
(III). Разведения высевали на агар Сабуро, учет осу-
ществляли по количеству выросших колоний через 
24  часа инкубирования при температуре 35 ± 2  °С. 
Результаты исследования представлены в табли-
це  1. Оценку предела количественного определения 
проводили с использованием однофакторного дис-
персионного анализа. Установлено, что количество 
жизнеспособных клеток исследуемой культуры мик- 
ромицета, выявленное в соответствующем разве-
дении существенно выше при использовании сре-
ды Сабуро (рисунки 3, 4), чем в референсной среде 
(р = 0,023).

Таблица 2. Результаты определения процента восстановления (R) и коэффициента вариации (CV)  
при определении устойчивости методики

Table 2. The results of determining the percentage of recovery (R, trueness) and the coefficient of variation (CV, precision)  
when determining the robustness of the method

Питательная среда
Nutrient medium

RPMI-1640
Сабуро
Saburo

RPMI-1640
Сабуро
Saburo

RPMI-1640
Сабуро
Saburo

Серия
Series

Серия I – 1/2
Series I – 1/2

Серия II – 1/2
Series II – 1/2

Серия III – 1/2
Series III – 1/2

CV (прецизионность), %
CV (precision), %

24,9/27,8 22,3/19,4 27,1/25,2 22,4/17,0 23,9/21,4 18,3/9,7

R (правильность), %
R (correctness), %

315,2/268,8 143,5/147,0 149,7/145,7

Рисунок 2. Результаты определения количественного содержания жизнеспособных клеток C. albicans в валидируемых средах 
разных производителей

Figure 2. The results of determining the quantitative content of viable C. albicans cells in the validated media of different series
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Таким образом, предел количественного опреде-
ления в отношении культуры C.  albicans при культи-
вировании в бульоне Сабуро ниже аналогичного по-
казателя при культивировании на среде RPMI-1640, 
что свидетельствует о лучших ростовых свойствах 
альтернативной среды.

В связи с доказанной возможностью использо-
вания среды Сабуро в качестве альтернативы сре-
де RPMI-1640 для определения противогрибковой  
активности новых соединений микрометодом серий- 
ных разведений ввиду наличия лучших ростовых 
свойств и более стабильных результатов, была изу-
чена антифунгальная активность соединения группы 
производных амидов 4-(гет)арил-2,4-диоксобутано-
вых кислот  (I) в отношении 42 представителей Candi‑ 
da spp. (типовых штаммов и клинических изолятов) в 
соответствии с рекомендациями [12]. Исследования 
осуществлялись в двух повторах. Полученные резуль-
таты (среднее арифметическое МПК) представлены 
в таблице 3. Изучаемое соединение проявило высо- 
кую противогрибковую активность в отношении боль-

шинства изученных штаммов Candida spp., однако 
уступало препарату сравнения флуконазолу: МПК50 

соединения I составила 5,9–7,8 мг/л; МПК90 – 9,8– 
15,6 мг/л; флуконазола  – 1,5–2,9  мг/л и 11,7–23,4  мг/л 
соответственно. Различия в величинах МПК изучае-
мого соединения и флуконазола с использованием 
разных сред статистически недостоверны (р = 0,078–
0,121). При этом МПК изучаемого соединения в среде 
Сабуро несколько выше, чем в RPMI-1640.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, проведены валидационные ис-

следования в отношении возможности использова-
ния жидкой среды Сабуро (бульона Сабуро) в качест- 
ве альтернативы среде RPMI-1640 с глутамином при 
определении противогрибковой активности новых  
соединений микрометодом двукратных серийных 
разведений. Полученные результаты оценки валида-
ционных параметров соответствуют критериям при-
емлемости. Доказаны лучшие ростовые свойства 
среды Сабуро в отношении исследуемой культуры 
микромицета. Показана возможность использования 
данной питательной среды для определения проти-
вогрибковой активности на примере нового соедине-
ния группы производных амидов 4-(гет)арил-2,4-диок-
собутановых кислот.
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Штамм
Strain

Среда Сабуро
Medium Saburo

RPMI-1640
Штамм
Strain

Среда Сабуро
Medium Saburo

RPMI-1640

I/флуконазол
I/fluconazole

I/флуконазол
I/fluconazole

I/флуконазол
I/fluconazole

I/флуконазол
I/fluconazole

C. albicans (1) 3,9/2,9 2,9/1,5 441 (22) 15,6/7,8 5,9/2,9

C. krusei (2) 2,5/62,5 0,1/31,2 624 (23) 7,8/4,9 7,8/2,0

C. gabrata (3) 3,9/15,6 1,0/5,9 629 (24) 7,8/2,9 7,8/1,5
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105 (7) 15,6/0,7 11,7/0,3 507 (28) 3,9/1,0 2,0/0,2

113 (8) 3,9/3,9 7,8/3,9 557 (29) 3,9/1,3 2,0/0,2

133 (9) 15,6/0,5 7,8/0,25 735 (30) 7,8/23,4 7,8/11,7

180 (10) 15,6/0,5 7,8/0,3 764 (31) 7,8/46,9 7,8/15,6

187 (11) 7,8/2,4 4,2/2,0 832 (32) 7,8/2,9 5,9/1,0

201 (12) 11,7/11,7 9,8/7,8 858 (33) 7,8/2,9 5,9/1,5

208 (13) 15,6/2,3 9,8/1,0 918 (34) 7,8/3,9 7,8/1,5

219 (14) 3,9/0,5 2,9/0,5 957 (35) 15,6/2,9 9,8/0,8

229 (15) 3,9/11,7 2/7,8 960 (36) 15,6/5,8 5,9/1,25

235 (16) 11,7/0,3 9,8/0,25 981 (37) 15,6/2,9 5,9/0,8

259 (17) 15,6/3,9 9,8/2,0 983 (38) 5,9/2,0 5,9/0,5

279 (18) 11,7/7,8 5,9/1,5 1031 (39) 7,8/9,7 1,0/7,8

324 (19) 3,9/23,4 3,9/11,7 1053 (40) 7,8/5,8 3,9/2,0

329 (20) 7,8/2,9 7,8/2,0 1334 (41) 3,9/2,0 2,9/0,5

337 (21) 3,9/125 7,8/15,6 1281 (42) 5,9/2,0 7,8/0,8
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Резюме
Введение. Особенности химического состава и выявленные фармакологические активности субстанций из свежего сырья манжетки 
обыкновенной позволяют прогнозировать перспективность использования сока из травы Alchemilla vulgaris в медицинской практике. 
Создание лекарственных средств на основе соков из свежей травы манжетки предполагает разработку методов их стандартизации. 
Цель. Определить методы качественного анализа для идентификации и количественной оценки основной группы биологически активных 
веществ сока манжетки обыкновенной 
Материалы и методы. Траву манжетки для получения сока, заготавливали в период цветения в различных местах обитания. 
Качественный состав фенольных соединений сока изучали методом хроматографии на бумаге и тонкослойной хроматографии (ТСХ). 
Методику количественного определения разрабатывали и валидировали на спектрофотометре СФ-2000.
Результаты и обсуждение. Хроматографией на бумаге (ХБ) в соке обнаружены производные коричных и фенолкарбоновых кислот, 
группы флавоноидов с преобладанием флавонов и флавонолов, в числе доминирующих идентифицирован рутин. Методом ТСХ в 
системе бутанол : уксусная кислота : вода (Б : У : В) (4 : 1 : 2) добились оптимального разделения веществ и идентифицировали рутин, 
который предложили в качестве основного вещества при стандартизации сока. Соответствие конфигурации дифференциального 
спектра комплекса флавоноидов сока манжетки с алюминия хлоридом спектру аналогичного комплекса СО рутина и результаты ТСХ 
дают основание использовать рутин в качестве стандарта. Оптимальным вариантом при выборе аликвотной части, для количественного 
определения, достоверные результаты показало использование 0,2 мл сока. Содержание флавоноидов в исследуемых образцах сока 
составило от 2,15 ± 0,24 до 7,34 ± 0,16 %.
Заключение. ТСХ в системе БУВ (4 : 1 : 2) могут быть использованы для установления подлинности сока из травы манжетки. Параметры 
методики количественного определения разработаны с учетом варьирования соотношения водного компонента и сухого остатка в соке. 
Методика валидирована и может использоваться для стандартизации сока из травы манжетки обыкновенной. Таксация образцов сока 
манжетки объективной показала вариабельность содержания флавоноидов в соке в зависимости от условий произрастания.

Ключевые слова: спектрофотометрия, Alchemilla vulgaris, сок манжетки, флавоноиды, рутин
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Abstract
Introduction. The features of the chemical composition and the identified pharmacological activities of substances from fresh raw materials of the 
Alchemilla vulgaris allow us to predict the prospects for the use of juice from the herb Alchemilla vulgaris in medical practice. The creation of drugs 
based on juices from fresh herb Alchemilla involves the development of methods for their standardization.
Aim. To determine the methods of qualitative analysis for the identification and quantitative assessment of the main group of biologically active 
substances in Alchemilla vulgaris juice
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Materials and methods. The herb Alchemilla vulgaris for juice production was harvested during the flowering period in various habitats. The 
qualitative composition of the phenolic compounds of the juice was studied by paper chromatography and thin layer chromatography (TLC). The 
quantitative determination procedure was developed and validated on an SF-2000 spectrophotometer.
Results and discussion. Paper chromatography (CP) in the juice revealed derivatives of cinnamic and phenolcarboxylic acids, a group of flavonoids 
with a predominance of flavones and flavonols, rutin was identified among the dominant ones. The TLC in the butanol : acetic acid : water system 
(4 : 1 : 2), we achieved optimal separation of substances and identified rutin, which was proposed as the main substance in juice standardization. 
Correspondence of the configuration of the differential spectrum of the complex of cuff juice flavonoids with aluminum chloride to the spectrum 
of a similar complex of rutin SS and the results of TLC give grounds to use rutin as a standard. The best option when choosing an aliquot for 
quantitative determination of reliable results showed the use of 0.2 ml of juice. The content of flavonoids in the studied juice samples ranged from 
2.15 ± 0.24 % to 7.34 ± 0.16 %.
Conclusion. TLC in the butanol-acetic acid-water system (4 : 1 : 2) can be used to authenticate the juice from the herb Alchemilla vulgaris. The 
parameters of the method of quantitative determination are developed taking into account the variation in the ratio of the water component and 
the dry residue in the juice. The method is valid and can be used to standardize juice from the herb Alchemilla vulgaris. The taxation of Alchemilla 
vulgaris juice samples showed the variability of the content of flavonoids in the juice depending on the growing conditions.

Keywords: spectrophotometry, Alchemilla vulgaris, juice, flavonoids, rutin
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ВВЕДЕНИЕ
Многочисленные исследования растений рода  

манжетка сосредоточены в основном на изучение 
высушенного сырья [1–3]. Предложены для внедре-
ния в медицинскую практику настой из травы ман-
жетки, экстракты, обладающие гипогликемическим, 
гиполипидемическим, нейропротекторным, улучша-
ющим реологию крови и другими фармакологически-
ми эффектами  [4–12]. Научный интерес представля-
ет изучение свежего сырья манжетки обыкновенной, 
поскольку по качественному и количественному со-
ставу биологически активных веществ (БАВ) свеже-
собранное сырье не всегда эквивалентно высушен-
ному  [13]. И связано это с изменениями, вызванными 
условиями сушки, хранения, протеканием энзимати-
ческих процессов, воздействием кислорода воздуха 
и другими факторами. Целесообразность разработ-
ки лекарственных средств из свежего сырья наглядно  
иллюстрирует работа по изучению противовирусной 
активности экстракта манжетки [14]. Соки, как одна 
из форм переработки свежего сырья, вызывает инте-
рес у ряда исследователей. В настоящее время изуча-
ются соки из сырья алоэ древовидного, каланхоэ пе-
ристого, крапивы двудомной, подорожника большого, 
мать-и-мачехи обыкновенной, чистотела большого, 
побегов каллизии душистой и др. [15–18]. Перспектив-
ность разработки лекарственных средств на основе 
сока из травы манжетки обыкновенной продиктована 
выявленной у него психомоторной активностью  [19]. 

Неотъемлемой частью этой работы является стандар- 
тизация сока. 

Цель работы. Определить методы качественного 
анализа для идентификации и количественной оценки 
основной группы биологически активных веществ со- 
ка манжетки обыкновенной.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
С целью получения сока надземную часть Alche‑

milla vulgaris заготавливали в период цветения в раз-
личных фитоценозах Пермского края и Кировской 
области. Срезали надземную часть на уровне 8–10 см  
от почвы, измельчали не позднее двух часов с момен- 
та срезки, до частиц размером 3–5 мм, полученную 
массу отжимали через 4–5 слоев марли. Далее кон-
сервировали 95 % этиловым спиртом в соотношении 
10 : 2, хранили в темном прохладном месте 14  суток, 
образовавшийся осадок отфильтровывали через бу-
мажный фильтр.

Реакции обнаружения групп БАВ проводили об-
щепринятыми методами. Изучение качественного со-
става фенольных соединений, полученных соков, ме- 
тодом хроматографии на бумаге и тонкослойной хро- 
матографии (ТСХ). Хроматографировали на бумаге  
MUNKTELL& FILTRAK GmbH (Германия) и пластинках  
Sorbfil марки ПТСХ-П-А-УФ; в системе растворите-
лей: бутиловый спирт : уксусная кислота ледяная : во-
да (БУВ) (4 : 1 : 2), уксусная кислота ледяная : вода (УВ) 
(15 : 85). Детектировали в условиях естественного ос-
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вещения и ультрафиолета (УФ-свет) λ 365 нм и 254 нм  
под действием паров аммиака и после обработки  
раствором алюминия хлорида. Для идентификации 
применяли стандартный образец (СО) рутина (Dr. 
Ehrenstorfer GmbH, Германия). На хроматограммы 
сок наносили в объеме 20 мкл и растворы СО рутина 
0,05 % – 5мкл. 

Разрабатывали и валидировали методику коли-
чественного определения в соответствии с требо-
ваниями ОФС ГФ XIV, на спектрофотометре СФ-2000 
(ООО  «ОКБ Спектр», Россия) в программах «Сканиро- 
вание» и «Кинетика». Статистическую обработку ре-
зультатов осуществляли статистическими методами в 
соответствии с требованиями ГФ XIV1.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Испытуемые образцы сока имели интенсивную 

темную зеленовато-коричневую окраску, что затруд-
няло детектирование специфической окраски про-
дуктов реакции. Разбавление сока приводило к сни-
жению выраженности эффекта реакции. В следствие 
использование качественных реакций для идентифи-
кации сока нерационально.

Хроматографией на бумаге в соках травы манжет-
ки обнаружили: флавоны и флавонолы в форме агли-
конов и гликозидов, метилированные формы фла-
воноидов, гликозиды изофлавонов, производные 
п-кумаровой кислоты и коричных кислот, фенолкар- 
боновые кислоты. Идентифицировали рутин и отме-
тили его доминирование по размеру и интенсивности  
окраски зоны адсорбции по сравнению с другими  
веществами фенольной природы, что дает нам осно-
вание использовать рутин в качестве основного ве- 
щества при стандартизации сока манжетки.

Наиболее эффективное разделение веществ на 
ТСХ наблюдали в системе БУВ (4 : 1 : 2). В УФ-свете 
(365 нм) на хроматограмме испытуемого раствора (ИР) 
обнаружили 5 зон адсорбции: после обработки алю-
миния хлоридом желто-зеленое флюоресцирующее 
пятно (Rf 0,70 ± 0,01) по хроматографическим харак-
теристикам соответствовало СО рутина (Rf 0,72 ± 0,01), 
выше зоны рутина два пятна с желто-зеленой флю- 
оресценцией, фиолетовой и синей окраской. Таким 
образом, характеристика ТСХ имеет диагностическое 
значение и может быть использована при идентифи-
кации сока манжетки. 

Количественное определение содержания фла-
воноидов в соках из травы манжетки обыкновенной 
проводили спектрофотометрией. Для определения 
длинны волны изучали спектры флавоноидов сока 
из манжетки и рабочего стандартного образца (РСО) 
рутина.

Спектры собственного поглощения флавоноидов 
исследуемых образцов сока характеризовались не-
стабильным максимумом или плечом, что выражалось 

1 Федеральная электронная медицинская библиотека. 
Раздел Государственная фармакопея». Том I. Доступно по: 
http://femb.ru/feml. Ссылка активна на 26.11.2021.

в варьировании максимума от 330 до 354  нм, поэто- 
му использовать данный спектр для определения со-
держания флавоноидов не представляется возмож-
ным. Отделение суммы флавоноидов от области по-
глощения фенолкарбоновых кислот и достижения 
специфического максимума удалось при использова-
нии реакции комплекообразования с алюминия хло-
ридом. В результате конфигурация дифференциаль-
ного спектра соответствовала спектру аналогичного 
комплекса СО рутина (рисунок 1). Результаты ТСХ и 
спектральной характеристики дают основание ис-
пользовать рутин в качестве стандарта, а длину волны 
405 ± 2 нм в качестве аналитической.

Составными частями соков являются вода, ее со-
держание составляет до 80 % и вещества, растворен-
ные в ней и находящиеся во взвешенном состоянии. 
Важным аспектом при разработке методов стандар-
тизации соков является то, что соотношение водного  
компонента и веществ сока варьирует в зависимости 
от ряда факторов, сопровождающих место и время  
заготовки сырья [20]. В результате чего возникает 
проблема определения объема или массы аликвот-
ной части сока. В поиске объективного подхода к 
определению доброкачественности важно было опре-
делить оптимальное агрегатное состояние испытуе-
мого образца.

Рассматривали вариант использования в качестве 
навески сухого остатка, который определяется при 
стандартизации сока в соответствие с ОФС. Опреде-
ляли оптимальную массу навески. Для этого точную 
навеску (г) сухого остатка сока помещали в мерную 
колбу вместимостью 25 мл, доводили водой очищен-
ной до метки и перемешивают (раствор А).

К 7 мл (аликвота раствора А подобрана экспери-
ментально) раствора А добавляли 2 мл алюминия 
хлорида раствора 2%-го спиртового и 0,1 мл уксус-
ной кислоты разбавленной, доводили объем водой 
очищенной до 25 мл. 

Через 30 мин раствор сравнения (готовили без 
комплексообразователя) и испытуемый раствор филь-
тровали через бумажный фильтр и определяли оп-
тическую плотность при 405 нм в кювете с толщиной 
слоя 10 мм относительно раствора сравнения. 

Параллельно измеряли оптическую плотность 
раствора Б СО рутина в таких же условиях. В качест- 
ве раствора сравнения используют раствор, состо-
ящий из 1,0  мл раствора А СО рутина, доведенного 
спиртом 96 % до метки в мерной колбе вместимо-
стью 25 мл.

Содержание суммы флавоноидов в пересчете на 
рутин в процентах (Х) вычисляли по формуле:

ИР 0

0 ЛС

1 25 25 100
,

25 100a

A a
X

A a V
⋅ ⋅ ⋅ ⋅ ⋅

=
⋅ ⋅ ⋅ ⋅

где АИР – оптическая плотность испытуемого раство-
ра; А0 – оптическая плотность раствора Б СО рутина; 
а0 –  точная навеска СО рутина, г; аЛС – точная навеска 
сухого остатка, г; Va – объем аликвоты, мл. 
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Результаты выбора оптимальной навески су-
хого остатка сока представлены в таблице 1. Полу-
ченные данные свидетельствуют об отсутствии хо-
рошей сходимости результатов определения, вне 
зависимости от массы навески и невозможности ее 
применения для стандартизации. Причиной этому 
может служить высокая гигроскопичность сухого 
остатка. Полученные данные требуют дальнейших 
исследований.

При определении аликвотной части, оптималь-
ным объемом выбран 0,2 мл сока, который подверга- 
ли комплексообразованию в соответствии с методи-
кой и измеряли оптическую плотность. Результаты 
показали хорошую сходимость (таблица 2) с ошибкой 
1,01 % при доверительной вероятности 95 % и от-
сутствии систематической ошибки.

Валидационные характеристики подтвердили ли-
нейность (коэффициент корреляции r = 1, уравнение 
регрессии: y = 0,1202х, а = 0) правильность и преци-
зионность методики количественного определения 
флавоноидов в соке из травы манжетки.

Сухой остаток сока представляет собой суммар-
ное содержание активных компонентов, которые 
обеспечивают фармакологические эффекты, поэто-
му считаем рациональным вести расчет содержания 
суммы флавоноидов в сухом остатке сока. Формула 
расчета: 

C
X
m

% ,=
⋅100

c. o.

где Х – содержание суммы флавоноидов в пересчете 
на рутин; mс. о. – масса сухого остатка сока манжетки 
обыкновенной.

Таблица 1. Выбор навески сухого остатка сока манжетки

Table 1. Choice of weighing of the dry residue  
of the cuff juice Alchemilla vulgaris

№
 о

бр
аз

ца
Sa

m
pl

e 
N

o.

Су
хо

й 
ос

та
то

к 
D

ry
 re

si
du

e

Н
ав

ес
ка

, г
Su

sp
en

si
on

, g

О
пт

ич
ес

ка
я 

пл
от

но
ст

ь
O

pt
ic

al
 d

en
si

ty

Ст
ан

да
рт

но
е 

от
кл

он
ен

ие
St

an
da

rd
 d

ev
ia

ti
on

1 4,84 ± 0,34

0,010
0,1565

0,0129
0,1383

0,023
0,2166

0,1203
0,3868

0,021
0,4195

0,0371
0,3670

0,052
0,4890

0,0101
0,4746

2 7,02 ± 0,02

0,026
0,3184

0,0204
0,3473

0,052
0,9174

0,0600
1,0023

0,053
0,5460

0,0609
0,4598

3 5,71 ± 0,10 0,053 1,0188 0,1309

Таблица 2. Метрологические характеристики методики количественного определения суммы флавоноидов в соке манжетки 

Table 2. Metrological characteristics of the method of quantitative determination of the amount of flavonoids  
in the juice of the Alchemilla vulgaris

n f х—  S2 S P, % t(P, f) Δx ε, %
10 9 4,423 0,00437 0,06609 95 2,26 0,04728 1,01

Рисунок 1. Спектры светопоглощения комплексов флавоноидов сока травы манжетки –1 и РСО рутина с AlCl3 – 2 

Figure 1. Light absorption spectra of complexes of flavonoids of the juice of the herb cuff -1 and working standard sample rutin with 
AlCl3 – 2
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В испытуемых образцах сока содержание фла-
воноидов в сухом остатке варьировало от 2,15 ± 
0,24 % до 7,34 ± 0,16 % (Квар. = 30 %), в зависимости 
от места заготовки (рисунок 2). Корреляционной за-
висимости содержания флавоноидов и сухого остат-
ка не выявлено (r = –0,171).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
ТСХ в системе БУВ (4 : 1 : 2) могут быть использо-

ваны для установления подлинности сока из тра-
вы манжетки. Параметры методики количественно-
го определения разработаны с учетом варьирования 
соотношения водного компонента и сухого остатка 
в соке. Методика валидирована и может использо-
ваться для стандартизации сока из травы манжетки 
обыкновенной. 

Химическая таксация образов сока манжетки объ-
ективно показала вариабельность содержания фла- 
воноидов в соке в зависимости от условий произ- 
растания.
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Резюме
Введение. Поражение твердых тканей зуба, сопровождающееся воспалительными процессами, остается на сегодняшний день актуальной 
медицинской и социальной проблемой для населения. Воспалительные процессы являются причиной острых болей и нередко приводят к 
утрате зубов, что приносит ощутимый ущерб эстетическому и функциональному состоянию зубочелюстной системы. Несмотря на большое 
количество созданных к настоящему времени препаратов, методик их применения, поиск и апробация новых средств для профилактики и 
лечения заболеваний полости рта не теряет свою актуальность и востребованность в практическом здравоохранении.
Цель. Целью данного исследования являлось изучение противовоспалительной активности новых стоматологических лекарственных 
форм с ацизолом.
Материалы и методы. Для исследования использовали серийные образцы гелей и пленок с активной фармацевтической субстанцией – 
ацизoл биc-(1-винилимидазoл)цинкдиацетат (ФC 000286 191211.2011, ООО «Макиз-Фарма», Россия, 101218, срок хранения 3 года); осново- и 
гелеобразующие компоненты – Na-KМЦ C75 (ТУ 2231-002-50277563-2000, ООО «База химической продукции «Югреактив», Россия, 151119, 
срок хранения 3 года), глицеpол (ФС.2.2.0006.15 «Глицерин», АО «Купавнареактив», Россия, 082019, срок хранения 3 года), вода очищенная 
(ФС.2.2.0020.18 «Вода очищенная»), нипагин (ООО «Альфа-Вета.ком», Россия, 092018, срок хранения 3 года), нипазол (ООО «ЭКОХИМ-
ИННОВАЦИИ», Россиия, 071518, срок хранения 3 года). Исследования проведены на модели каppагенинoвoгo oтёка при наружном 
нанесении исследуемых лекарственных форм ацизола, модифицированной с учетом специфики лекарственных форм. 
Результаты и обсуждение. Ocтpую вocпалительную pеакцию вызывали cубплантаpным  введением в заднюю лапу крысы 0,1  мл 
1 % pаcтвopа каppагенина. Увеличение объема стопы, свидетельствующее о развитии отека, oценивали онкометрически до и чеpез 
3  чаcа пocле введения флогогенного агента. Исследуемые объекты в количестве 0,3 г наносили на кожу стопы за 0,5 часа до введения 
каррагенина. Статистическую обработку проводили по методу Стъюдента с использованием программного обеспечения Microsoft Office 
Ecxel 2010 Professional. На основе полученных результатов определяли эффект торможения воспаления в процентах к контрольному 
уровню. О наличии противовоспалительного действия судили по выраженности торможения воспалительной реакции. Если этот 
показатель был больше 30 %, результат учитывался как положительный.
Заключение. Установлено, что пленки и гель обладают противовоспалительным эффектом, обнаруженным на модели каррагенинового 
отека. Полученные результаты указывают на целесообразность проведения дальнейших фармакологических исследований и дают 
возможность рекомендовать гель и пленки в качестве эффективного средства для профилактики и лечения заболеваний полости рта.

Ключевые слова: гель, пленки, ацизол, противовоспалительная активность, каppагенинoвый oтек
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Abstract
Introduction. The defeat of hard tissues of the tooth, accompanied by inflammatory processes, remains today an urgent medical and social 
problem for the population. Inflammatory processes cause acute pain and often lead to loss of teeth, which causes significant damage to the 
aesthetic and functional state of the dental system. Despite the large number of drugs created to date, methods for their use, the search and testing 
of new drugs for the prevention and treatment of diseases of the oral cavity does not lose its relevance and relevance in practical healthcare.
Aim. The purpose of this study was to study the anti-inflammatory activity of new dental dosage forms with Acyzol.
Materials and methods. Serial samples of gels and films with an active pharmaceutical substance – acyzol bis-(1-vinylimidazole)zincdiacetate 
(ФС 000286 191211.2011, LLC "Makiz-Pharma", Russia, 101218, shelf life 3 years) were used for the study; basic and gel-forming components –  
Na-KMTs C75 (TU 2231-002-50277563-2000, LLC "Chemical Products Base "Yugreaktiv", Russia, 151119, shelf life 3 years), glycerol (FS.2.2.0006.15 
"Glycerin", JSC "Kupavnareaktiv", Russia, 082019, shelf life 3 years), purified water (FS.2.2.0020.18 "Purified water"), nipagin (LLC "Alfa-Veta.com", 
Russia, 092018, shelf life 3 years), nipazol (LLC "ECOCHEM-INNOVATION", Russia, 071518, shelf life 3 years). The studies were carried out on a model 
of carrageenan edema during external application of the studied dosage forms of Acyzol, modified taking into account the specifics of the dosage 
forms.
Results and discussion. An acute inflammatory reaction was induced by subplantar injection of 0.1 ml of a 1 % solution of carrageenin into the 
hind paw of a rat. An increase in the volume of the foot, indicating the development of edema, was assessed oncometrically before and 3 hours 
after the administration of the phlogogenic agent. The studied objects in the amount of 0.3 g were applied to the skin of the foot 0.5  hours 
before the introduction of carrageenan. Statistical processing was carried out according to Student's method using Microsoft Office Excel 2010 
Professional software. Based on the results obtained, the effect of inflammation inhibition was determined as a percentage of the control level. The 
presence of anti-inflammatory action was judged by the severity of inhibition of the inflammatory response. If this indicator was more than 30 %, 
the result was taken into account as positive.
Conclusion. It has been established that the films and the gel have an anti-inflammatory effect, which was found in the model of carrageenan 
edema. The results obtained indicate the feasibility of further pharmacological studies and make it possible to recommend the gel and films as an 
effective tool for the prevention and treatment of oral diseases.

Keywords: gel, films, Acyzol, anti-inflammatory activity, carrageenan edema

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. Anna L. Golovanenko – literature review, idea and design of the study, writing the text of the article. Irina P. 
Rudakova – experimental research, data collection and processing. Irina V. Alekseeva – the final scientific edition. Elena S. Berezina – statistical 
processing of the results. Elena I. Molokhova – text editing.

Funding. The study was carried out with the financial support of the Perm Scientific and Educational Center "Rational Subsoil Use", 2022.

For citation: Golovanenko A. L., Rudakova I. P., Berezina E. S., Alekseeva I. V., Molokhova E. I. Study of the anti-inflammatory activity of new dosage 
forms with acyzol. Drug development & registration. 2022;11(4–1):105–109. (In Russ.) https://doi.org/10.33380/2305-2066-2022-11-4(1)-105-109

ВВЕДЕНИЕ
Поражение твердых тканей зуба, сопровожда-

ющееся воспалительными процессами, остается на 
сегодняшний день актуальной медицинской и соци-
альной проблемой для населения. Воспалительные 
процессы являются причиной острых болей и неред-
ко приводят к утрате зубов, что приносит ощутимый 
ущерб эстетическому и функциональному состоянию 
зубочелюстной системы. Несмотря на большое коли-
чество созданных к настоящему времени препаратов, 
методик их применения, поиск и апробация новых  
средств для профилактики и лечения заболеваний  
полости рта не теряет свою актуальность и востребо-
ванность в практическом здравоохранении.

На кафедре фармацевтической технологии ПГФА  
в результате комплекса научно  – эксперименталь-
ных исследований разработаны пленки и гель с аци-
золом, представляющим собой растворимое соеди-
нение цинка с высокой биологической доступностью. 
Лекарственные препараты, содержащие цинк в иони- 
зированном состоянии, обладают активностью про-
тив образования минерализованных зубных отло-
жений, способствуют их удалению и  тем самым сни- 
жают риск развития кариеса и  воспалительных про-
цессов в полости рта [1–5].

Цель

Целью данного исследования являлось изучение 
противовоспалительной активности новых стомато-
логических лекарственных форм с ацизолом.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы

Активная фармацевтическая субстанция 
(АФС): ацизoл биc-(1-винилимидазoл)цинкдиацетат 
(ФC  000286 191211.2011, ООО «Макиз-Фарма», Россия, 
101218 срок хранения 3 года). 

Оcнoвo‑ и гелеoбpазующий кoмпoнент: Na-KМЦ 
C75 (ТУ 2231-002-50277563-2000, ООО «База химиче-
ской продукции «Югреактив», Россия, 151119, срок хра-
нения 3 года). 

Вспомогательные вещества: глицерол 
(ФС.2.2.0006.15 «Глицерин», АО «Купавнареактив», Рос-
сия, 082019, срок хранения 3  года), вода очищенная 
(ФС.2.2.0020.18 «Вода очищенная»). 

Консерванты: нипагин (ООО «Альфа-Вета.ком», 
Россия, 092019, срок хранения 3  года) и нипазол 
(ООО  «ЭКОХИМ-ИННОВАЦИИ», Россия, 071519, срок 
хранения 3 года). 
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Оборудование: аналитические весы HR-150AG 
(AND, Япония); термометр лабораторный стеклянный 
ТЛС-5 (0–100 °С, № 00364).

Методы

Оценка противовоспалительной активности ле-
карственных форм (ЛФ) проведена в опытах на жи-
вотных, полученных из питомника «Андреевка»  
Московской области которые содержались в типо-
вом виварии с естественным 12-часовым свето-те-
невым циклом, при температуре воздуха 20 ± 2  °C. 
Питание осуществлялось в соответствии с нормами 
кормов для экспериментальных животных с неогра-
ниченным доступом к воде с помощью специальных 
поилок для грызунов. Предварительно производился 
санитарно-химический и бактериологический ана-
лиз воды.

Исследование проводилось на  нелинейных кры-
сах обоего пола, половозрелых, массой 200–250  г, на 
модели острого воспалительного отека, вызванно-
го субплантарным введением в заднюю лапу крысы 
0,1 мл 1 % водного раствора каррагенина [6, 7].

Увеличение объема стопы, свидетельствующее о 
развитии отека, оценивали онкометрически до введе-
ния и через 3 часа после введения каррагенина. Гель и  
пленки массой 0,3 г наносили на кожу стопы за 0,5 ча- 
са до  введения каррагенина. Для проведения иссле-
дований сформированы группы животных: 1  груп-
па – животным на пoвеpхнocть задней лапы наносили 
пленки (предварительно смоченные в  воде очищен-
ной до состояния размягчения); 2 гpуппа – животным 
на пoвеpхнocть задней лапы наносили гель; 3 группа –  
кoнтpoль, интактные живoтные, 4  группа  – животным 
на  пoвеpхнocть задней лапы наносили ЛФ  – плацебо, 
5 группа – животным на пoвеpхнocть задней лапы на-
носили препарат сравнения гель «Метрогил Дента» 
(UNIQUE PHARMACEUTICAL Laboratories Индия). Ста-
тистическую обработку проводили по  методу Стъю-
дента с использованием программного обеспечения 
Microsoft Office Ecxel 2010 Professional.

Пpoтивoвocпалительный эффект oценивали пo  
уменьшению oтека, выpаженнoгo в  пpoцентах к 
кoнтpoлю. Pаcчет пpoизвoдили пo cледующему алгo- 
pитму:
1. Pаccчитывали пpиpocт oбъема лапы чеpез 3  чаcа 

пocле индукции вocпаления пooтнoшению к 
coбcтвеннoму фoнoвoму значению: ΔV = V фoн – V 
чеpез 3 чаcа пocле введения каppагенина.

2. Pаccчитывали cpеднее значение ΔV пo гpуппе (М).
3. Pаccчитывали дoлю изменения oбъема лапы пo  

oтнoшению к  аналoгичнoму пoказателю кoнт- 
poльнoй гpуппы («чиcтый кoнтpoль»), выpажен- 
ную в  пpoцентах: (М/М кoнтpoльнoй гpуппы) × 
100 %.
На основе полученных результатов определяли 

эффект торможения воспаления в процентах к конт- 
рольному уровню. О наличии противовоспалитель-
ного действия судили по выраженности торможе-

ния воспалительной реакции. Если этот показатель 
был больше 30 %, результат учитывался как положи- 
тельный.

Исследование одобрено Этическим комитетом 
ФГБОУ ВО  ПГФА Минздрава России (протокол №  3 от 
18.04.2022 г.).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В результате комплекса проведенных экспери-

ментальных исследований на кафедре фармацевти-
ческой технологии ПГФА разработаны составы новых 
стоматологических ЛФ с ацизолом  – геля и пленок, 
предложена их рациональная технология, определе-
ны показатели качества, проведена стандартизация, 
включая валидацию аналитических методик актив-
ной фармацевтической субстанции (АФС) и установ-
лен предварительный срок хранения. Определена  
фармацевтическая доступность АФС из ЛФ инфор-
мативным, быстрым и простым в исполнении кон- 
дуктометрическим методом. Исследована стабиль-
ность ЛФ при хранении и выбран упаковочный мате-
риал, позволяющий сохранить показатели качества в 
пределах нормы [8–11].

В качестве АФС в разработанных геле и пленках 
использован ацизол  – бис-(1-винилимидазол)цинка-
диацетат впервые синтезированный в  Иркутском ин-
ституте органической химии Сибирского отделения 
академии наук в  качестве антидота угарного газа  –  
оксида углерода. Доклинические исследования аци-
зола проведены на базе ФГУП Институт токсикологии  
ФМБА России (г.  С-Петербург) с учетом современных 
требований к качеству, эффективности и безопас-
ности лекарственных препаратов. Установлено, что 
«Ацизол» не нарушает деятельность основных адап-
тационных систем организма и активность фермен-
тов, не оказывает неблагоприятного воздействия на 
репродуктивную функцию, не обладает сенсибилизи-
рующим и мутагенным действием, безопасен при кон-
такте с кожей и  слизистыми оболочками. Клиниче- 
ские исследования, проведенные в Московском госу- 
дарственном медико-стоматологическом универси-
тете, показали, что при применении «Ацизол» отсутст- 
вует изменение вкусовой чувствительности и раз-
дражающее действие в  отношении мягких тканей ро-
товой полости, не  происходит окрашивание тканей 
полости рта и  повышение чувствительности зубов. 
Установлено, что при аппликационном способе при-
менения препарат оказывает противовоспалитель-
ное действие, укрепляет десны, уменьшает кровото- 
чивость, нормализует микроциркуляцию в тканях 
десны, ускоряет репаративные процессы в слизи-
стой оболочке полости рта и  костной ткани, повы- 
шает проникновение кальция из  слюнной жидкости 
в эмаль, входящий в  состав цинк способен выступать  
в качестве замены ионов кальция, оказывает влия-
ние на усиление пролиферации одонтобластов, про-
являет умеренные антибактериальные и противо-
воспалительные свойства, оказывая ингибирующее 
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влияние на микробную биопленку, как одного из клю- 
чевых факторов возникновения воспалительных за-
болеваний тканей пародонта. В ходе изучения фар-
макологической активности ацизола сделан вывод о  
его широком спектре применения, обусловленного 
уникальным сочетанием катиона цинка и лиганда ви-
нилимидазола. Установленные эффекты указывают 
на перспективность применения ацизола в составе ЛФ 
для профилактики и  лечения заболеваний полости 
рта [1, 2].

В продолжение исследований по  разработке но-
вых стоматологических ЛФ с  ацизолом на  кафедре 
физиологии ПГФА проведено определение их проти-
вовоспалительной активности. В основе выбранного 
метода лежит оценка прироста объема воспаленной, 
путем введения флогогенного агента, стопы крыс.

Иccледoвания выпoлнены c coблюдением меж-
дунаpoдных пpинципoв Хельcинкcкoй деклаpации o  
гуманнoм oтнoшении к  живoтным, пpинципoв гуман- 
нocти, излoженных в  диpективе Евpoпейcкoгo Cooб-
щеcтва (86/609/ЕC), «Пpавил пpoведения pабoт c 
иcпoльзoванием экcпеpиментальных живoтных», «Биo- 
этичеcких пpавил пpoведения иccледoваний на че- 
лoвеке и живoтных». Coдеpжание живoтных пpoвo-
дилocь в cooтветcтвии c пpавилами, пpинятыми в 
Евpoпейcкoй кoнвенции пo защите пoзвoнoчных 
живoтных (Cтpаcбуpг, 1986 г.), а также cooтветcтвoвалo 
пpавилам лабopатopнoй пpактики (GLP) и  Пpиказу МЗ 
PФ №  199 н oт 01.04.2016  г. «Пpавила надлежащей ла-
бopатopнoй пpактики».

Результаты определения противовоспалительной 
активности ЛФ представлены в таблице 1.

Введение флогогенного агента вызывает сущест- 
венное увеличение объема стопы животных. Прирост 
объема достигает 76,6 % и этот результат принят за 
контрольный. Применение ЛФ с  ацизолом по-разно-
му отражается на степени развития каррагенинового  
отека. Пленки с ацизолом уменьшают прирост объема  

стопы у крыс до 27,0 %, то есть в 2,8 раза по сравне-
нию с  контрольным результатом, при использова-
нии геля этот показатель снижается до 19,6 %, то есть 
в  3,9  раза. Эффективность препарата сравнения геля 
«Метрогил Дента» также оказалась достаточно высо-
кой, при его применении торможение воспалитель-
ной реакции составило 45,1 %. ЛФ-плацебо не про- 
явили противовоспалительной активности, показа-
тель торможения процесса составляет лишь 3,9 %.

Таким образом, по  сравнению с  контрольными 
результатами выраженность воспалительного отека  
при применении всех ЛФ уменьшается и является  
статистически значимой (р < 0,001). Противовоспали-
тельная активность геля на основе ацизола оказа-
лась статистически значимо большей по сравнению с 
эффективностью препарата сравнения, его исполь- 
зование позволяет получить максимальное тормо-
жение воспалительной реакции до 74,4 %. В пленках  
из-за более прочных структурированных межмоле-
кулярных пространств обеспечивается существен-
ное пролонгирование проникновения ионов цинка в 
ткани, в  связи с этим торможение развития воспали-
тельного отека менее выражено, чем у геля.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Исследованные новые стоматологические ЛФ с 

ацизолом проявили противовоспалительную актив-
ность на модели каррагенинового воспаления. Полу-
ченные результаты указывают на целесообразность 
проведения дальнейших фармакологических иссле-
дований и дают возможность рекомендовать гель и 
пленки в качестве эффективного средства для профи-
лактики и лечения заболеваний полости рта.
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Таблица 1. Противовоспалительная активность геля и пленок с ацизолом при наружном нанесении

Table 1. Anti-inflammatory activity of the gel and films with Аcyzol when applied externally

Лекарственная форма
Dosage form

Прирост объема стопы через 3 часа, %
Increase in foot volume after 3 hours, %

Торможение реакции через 3 часа, %
Reaction inhibition after 3 hours, %

Пленки
Films

27,0 ± 6,8
р < 0,001

64,8

Гель
Gel

19,6 ± 5,3*
р < 0,001

74,4

Лекарственная форма – плацебо
Dosage form – placebo

73,6 ± 9,8
р > 0,05

3,9

Препарат сравнения – «Метрогил дента»
Comparator drug – «Metrogyl denta»

42,1 ± 9,9
р < 0,001

45,1

Контроль
The control

76,6 ± 7,2

Примечание. р  – уровень статистической значимости различий в сравнении контролем. * Статистическая значимость различий в 
сравнении с гелем «Метрогил Дента».

Note. p – is the level of statistical significance of differences in comparison with the control. * Statistical significance of differences in comparison 
with the gel "Metrogyl Dent". 
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Резюме
Введение. Земляники садовой листьев экстракт сухой (земляники экстракт) – одна из потенциальных субстанций для получения 
безопасных лекарственных средств для лечения заболеваний мочевыводящих путей, так как обладает диуретической и 
противовоспалительной активностью. Исследование хронической токсичности является обязательной ступенью в доклинической оценке 
безопасности новой фармакологической субстанции. 
Цель. Доклинические исследования хронической токсичности субстанции – земляники экстракта. 
Материалы и методы. Объектом исследования служил земляники экстракт, полученный на ОАО «Биохиммаш». Исследование 
хронической токсичности земляники экстракта при длительном введении крысам выполнено в лаборатории лекарственной токсикологии 
ФГБНУ «Всероссийский научно-исследовательский институт лекарственных и ароматических растений» в соответствии с «Руководством 
по экспериментальному (доклиническому) изучению новых фармакологических веществ». Лабораторные животные были разделены на 
три группы по 15 крыс в каждой: I группа – контроль (вода); II группа – земляники экстракт в дозе 72 мг/кг; III группа – земляники экстракт – 
720 мг/кг. 
Результаты и обсуждение. В результате 3-месячного эксперимента было установлено, что земляники экстракт при внутрижелудочном 
введении не вызывает гибель животных и не обладает общетоксическим действием. Также земляники экстракт при внутрижелудочном 
применении показывает устойчивый диуретический эффект и его сохранение в течение трехмесячного эксперимента. 
Заключение. Таким образом, была изучена хроническая токсичность земляники экстракта. Установлено, что земляники экстракт 
не обладает общетоксическим действием. Проведенное исследование показывает перспективность дальнейших исследований по 
разработке и получению лекарственных средств с земляники садовой листьев экстрактом сухим, обладающих диуретической и 
противовоспалительной активностью.

Ключевые слова: земляники садовой листьев экстракт сухой, хроническая токсичность, крысы самцы
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Abstract
Introduction. Strawberry garden leaf extract dry (strawberry extract) is one of the potential substances for obtaining safe medicines for the 
treatment of diseases of the urinary tract, as it has diuretic and anti–inflammatory activity. The study of chronic toxicity is a mandatory step in the 
preclinical assessment of the safety of a new pharmacological substance.
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Aim. Preclinical studies of the chronic toxicity of the substance – strawberry extract. 
Materials and methods. The object of the study was strawberry extract obtained at JSC "Biohimmash". The study of the chronic toxicity of 
strawberry extract with prolonged administration to rats was carried out in the Laboratory of Medicinal Toxicology of the All-Russian Research 
Institute of Medicinal and Aromatic Plants in accordance with the "Guidelines for Experimental (Preclinical) Study of new pharmacological 
Substances" [1]. Laboratory animals were divided into three groups of 15 rats each: group I – control (water); group II – strawberry extract at a dose 
of 72 mg/kg; group III – strawberry extract – 720 mg/kg.
Results and discussion. As a result of a 3-month experiment, it was found that strawberry extract with intragastric administration does not cause 
the death of animals and does not have a general toxic effect. Also, strawberry extract with intragastric application shows a stable diuretic effect 
and its preservation during a three-month experiment.
Conclusion. Thus, the chronic toxicity of strawberry extract was studied. It was found that strawberry extract does not have a general toxic effect. 
The conducted research shows the prospects for further research on the development and production of medicines from strawberry leaves with 
dry extract, which have diuretic and anti-inflammatory activity.
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ВВЕДЕНИЕ
Одной из  актуальных проблем медицинской нау-

ки и практического здравоохранения является про-
филактика и лечение заболеваний мочевыводящих 
путей, которые по распространенности занимают вто-
рое место после острых респираторных заболева-
ний в России. Течение таких заболеваний часто имеет  
хронический характер и требует длительного при-
менения лекарственных препаратов. В связи с этим,  
поиск и разработка новых эффективных и безопас-
ных лекарственных средств и субстанций из расти-
тельного сырья, обладающих малой токсичностью, 
является актуальной задачей. Согласно данным лите-
ратуры, экстракты листьев земляники садовой обла-
дают значительной антиоксидантной активностью  [1– 
4]. D. S.  Ibrahim с соавторами на экспериментальной 
модели диабетической нефропатии показано поло-
жительное влияние извлечения данного растения 
на  биохимические показатели крови эксперимен-
тальных животных [5]. В опытах in  vitro подтверждены 
антимикробные свойства метанольного экстракта ли-
стьев земляники садовой [6, 7].

Современные данные свидетельствуют об акту-
альности доклинического изучения новых раститель-
ных субстанций и лекарственных форм на их осно- 
ве. За последние годы изучена хроническая токсич-
ность липофильных экстрактов беломорских бурых 
водорослей; капсул, созданных на основе виногра-
да листьев красных экстракта сухого; лекарственно-
го средства, созданного на  основе лапчатки белой 
экстракта сухого, водного экстракта подмаренника 
настоящего, зюзника европейского экстракта сухого 
и др. [8–11].

В Пермской государственной фармацевтической  
академии на кафедре фармакогнозии из  сырья ли-

стьев земляники садовой был разработан земля-
ники садовой листьев экстракт сухой (земляники 
экстракт)  [12–14] и получена его опытная серия на 
ОАО  «Биохиммаш» в г. Москва. Также была изучена 
фармакологическая активность экстракта земляники  
и установлено его диуретическое и противовоспа-
лительное действие [13, 14]. Изучение острой токсич-
ности экстракта земляники садовой листьев сухого 
показало, что его можно отнести к малотоксичным 
веществам [13]. В связи с этим актуальными являют-
ся исследования по изучению хронической токсич-
ности экстракта в рамках доклинических исследо-
ваний и обоснования применения субстанции для 
дальнейшей разработки лекарственных средств на 
его основе.

Цель исследования: изучение хронической 
токсичности земляники садовой листьев экстракта 
сухого.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектом исследования служил земляники садо-

вой листьев экстракт сухой, полученный на ОАО «Био-
химмаш». Исследование хронической токсичности 
земляники экстракта при длительном введении кры-
сам выполнено в лаборатории лекарственной токси-
кологии ФГБНУ «Всероссийский научно-исследова-
тельский институт лекарственных и ароматических 
растений» в соответствии с «Руководством по экспе-
риментальному (доклиническому) изучению новых 
фармакологических веществ» [1]. В связи с тем, что  
при исследовании «острой» токсичности крысы сам-
цы были более чувствительны к действию субстанции 
земляники экстракта, изучение хронической токсич-
ности проводилось на животных одного пола – кры-
сах самцах [13].
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Исследования проведены на  45  крысах линии 
Вистар с первоначальной массой тела 200–220 г. По-
лученные из питомника филиал «Столбовая» ГУ НЦ 
БМТ Московской области» лабораторные животные, 
размещались в виварии ВНИИ лекарственных и аро-
матических растений и содержались в соответствии 
с принятыми санитарными нормами (свободный  
доступ к воде, гранулированный корм, нормальный 
температурный и  световой режим). Все животные 
прошли двухнедельный карантин в условиях вива-
рия. Крысы перед началом хронического опыта были 
здоровы [15].

Подбор животных в группы осуществляли мето-
дом случайных чисел, используя в качестве критерия 
массу тела так, чтобы начальная средняя масса тела  
не более, чем на 10 % различалась в каждой группе.  
Лабораторные животные были разделены на три 
группы по 15 крыс в каждой: I группа – контроль (во-
да), II  группа  – земляники экстракт сухой в дозе  
72  мг/кг; III группа  – земляники экстракт сухой 
720  мг/кг. Максимальная из  испытанных доз экстракта 
равнялась ≈1/10 от ЛД₅₀ для крыс при внутрижелудоч-
ном способе введения.

Земляники экстракт вводили животным внутри-
желудочно зондом в виде 2–10 % водных растворов, 
приготовленных непосредственно перед введением, 
в  объеме 1,5–5,0  мл на крысу, один раз в сутки, в те-
чение 3 месяцев. Во время эксперимента у крыс от-
мечали общее состояние, двигательную активность, 
аппетит, динамику массы тела, состояние шерстяного 
покрова, реакцию на внешние раздражители. Через 1 
и 3  месяца после начала введения экстракта у живот-
ных проводили исследование гематологических по-
казателей периферической крови: общее количест- 
во эритроцитов, лейкоцитов, тромбоцитов, содержа-
ние гемоглобина, гематокрит, среднее содержание 
гемоглобина в  эритроците, средняя концентрация 
гемоглобина в эритроците, средний объем эритроци-
тов, ширина распределения эритроцитов по  объему, 
гемограмм [16]; биохимических показателей сыворот-
ки крови: общий белок, альбумины, общий холесте-
рин, общий билирубин, мочевина, глюкоза, креатинин, 
а  также активность некоторых ферментов сыворотки 
крови: щелочная фосфатаза, аланин- и  аспартаттран-
саминазы [17].

Кровь для исследований брали из  хвостовой ве-
ны в объеме 1,0–1,5 мл.

Гематологические показатели периферической 
крови животных определяли на полуавтоматическом 
гематологическом анализаторе Hema-screen 13 фир-
мы Hospitex Diagnostics S. A. (Италия), гемограммы  –  
на окрашенных по Романовскому – Гимзе мазках кро-
ви. Биохимические показатели и активность фермен-
тов сыворотки крови определяли на полуавтомати- 
ческом биохимическом анализаторе крови Screen 
master Techno фирмы Hospitex Diagnostics  S. A. при  
помощи наборов фирмы Human (Германия).

В конце 1-го и 3-го месяцев для определения  
состояния сердечно-сосудистой системы крыс на 

электрокардиографе Heart Mirror (INNOMED MEDICAL 
Zrt., Венгрия) снимали электрокардиограммы во 
II  стандартном отведении. О функции почек крыс 
судили по результатам диуреза в условиях 3 % вод- 
ной нагрузки, а центральной нервной системы  – по 
тестам поведенческих и  ориентировочных реакций  
в условиях «открытого поля». Эти исследования также 
проводили через 1 и 3 месяца эксперимента [17].

После 3-месячного введения экстракта живот-
ных подвергали эвтаназии в СО₂ камере. У них опре-
деляли коэффициенты массы и проводили патогисто- 
логическое исследование внутренних органов (сре-
зы окрашивали гематоксилин-эозином и исследовали  
световой микроскопией) [18]. Патогистологические 
исследования проведены в Институте морфологии 
человека РАМН под руководством член-корр. РАЕН, 
профессора А. П.  Милованова. Все цифровые данные, 
полученные в эксперименте, обрабатывали методом 
вариационной статистики с применением t-критерий 
Стьюдента [19].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Результаты исследования показали, что, при внут- 

рижелудочном введении земляники экстракта в ис-
пытанных дозах 72  мг/кг и 720  мг/кг, не зарегистри-
ровано изменений основных интегральных показате- 
лей: крысы имели опрятный внешний вид, нормаль-
но реагировали на внешние раздражители, суточное 
потребление сухого корма и воды во всех группах  
животных соответствовало норме. Однако необходи-
мо отметить, что в течение всего хронического экспе-
римента под действием земляники экстракта в обеих 
испытанных дозах наблюдалось некоторое замедле-
ние прибавки массы тела у животных по сравнению с 
контролем (таблица 1).

Во время эксперимента ни в одной из групп жи-
вотных не отмечено гибели.

Введение в желудок крысам в течение 3  месяцев 
земляники экстракта в испытанных дозах не вызы-
вало статистически значимых изменений гематоло-
гических показателей периферической крови: коли-
чества эритроцитов, среднего объема эритроцитов, 
ширины распределения эритроцитов по объему, со-
держания гемоглобина, среднего содержания и кон-
центрации гемоглобина в эритроците, лейкоцитов, 
тромбоцитов. У животных III группы наблюдали ста-
тистически достоверное увеличение гематокрита на  
1-м и  3-м месяцах исследования по  сравнению с  
контролем (таблица 2).

При подсчете гемограмм количество различных 
форменных элементов крови экспериментальных жи-
вотных  – лимфоцитов, моноцитов, гранулоцитов в 
опытных и в контрольной группах существенно не 
различалось. В мазках крови не было обнаружено  
каких-либо патологически измененных клеток (по 
форме, величине, наличию патологических включе-
ний, восприятию краски (таблица 3).
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Таблица 2. Показатели периферической крови крыс, получавших внутрижелудочно земляники садовой листьев  
экстракт сухой в хроническом эксперименте

Table 2. Indicators of peripheral blood of rats receiving intragastric strawberry garden leaf extract dry in a chronic experiment
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I. Контроль, вода
I. Control, water

М ± m 5,7 ± 0,1 54 ± 1 27,5 ± 0,4 128 ± 1 22,6 ± 0,4 41,8 ± 0,5 30,7 ± 0,4 342 ± 10 13,5 ± 0,9

II. Земляники экстракт, 72 мг/кг
II. Strawberry extract, 72 mg/kg

М ± m 5,8 ± 0,1 53 ± 1 26,9 ± 0,2 126 ± 3 21,7 ± 0,5 40,9 ± 0,4 30,9 ± 0,6 334 ± 13 13,8 ± 1,1

III. Земляники экстракт, 720 мг/кг
III. Strawberry extract, 720 mg/kg

М ± m 6,1 ± 0,2 54 ± 1 26,9 ± 0,4 129 ± 2 21,3 ± 0,7 40,7 ± 0,4 32,4 ± 0,6* 352 ± 17 15,3 ± 1,5

3-й месяц
3rd month

I. Контроль, вода
I. Control, water

М±m 6,0 ± 0,1 54 ± 1 27,4 ± 0,4 132 ± 2 22,1 ± 0,5 41,2 ± 0,5 31,2 ± 0,5 352 ± 13 10,7 ± 0,6

II. Земляники экстракт, 72 мг/кг
II. Strawberry extract, 72 mg/kg

М ± m 6,1 ± 0,2 53 ± 1 27,1 ± 0,4 128 ± 3 21,9 ± 0,6 41,0 ± 0,4 30,5 ± 0,7 345 ± 14 12,0 ± 0,9

III. Земляники экстракт, 720 мг/кг
III. Strawberry extract, 720 mg/kg

М ± m 6,3 ± 0,2 53 ± 1 27,2 ± 0,4 131 ± 2 21,4 ± 0,7 40,1 ± 0,5 32,7 ± 0,6* 357 ± 23 12,2 ± 0,7

Примечание. * Достоверность различий с контролем (* P < 0,05).

Note. * Significance of differences with control (* P < 0.05).

Таблица 1. Динамика массы тела крыс, получавших внутрижелудочно земляники садовой листьев экстракт сухой  
в хроническом эксперименте

Table 1. Dynamics of body weight of rats receiving intragastric strawberry garden leaf extract dry in a chronic experiment

Периоды наблюдения, 
недели

Observation periods, weeks

Группы животных 
Animal groups

I. Контроль, вода
I. Control, water

II. Земляники экстракт, 72 мг/кг
II. Strawberry extract, 72 mg/kg

III. Земляники экстракт, 720 мг/кг
III. Strawberry extract, 720 mg/kg

2 127,4 ± 4,4 119,4 ± 4,1 117,9 ± 4,3

4 138,2 ± 5,1 128,7 ± 4,5 132,4 ± 6,9

6 144,0 ± 3,2 136,2 ± 4,8 137,1 ± 5,5

8 158,6 ± 4,6 144,8 ± 4,4 143,9 ± 5,0

10 164,2 ± 4,7 153,6 ± 5,1 148,4 ± 4,6

12 172,5 ± 5,6 156,8 ± 5,0 151,4 ± 4,9

Доклинические и клинические исследования
Preclinical and clinical study
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При анализе биохимических показателей сыво-
ротки крови крыс, получавших земляники экстракт 
в  испытанных дозах, через 1  и  3-и месяца хрониче-
ского эксперимента количество различных формен-
ных элементов крови экспериментальных животных  – 
лимфоцитов, моноцитов, гранулоцитов в  опытных 
и  контрольной группах существенно не  различалось. 
В  мазках крови не  было обнаружено каких-либо па-
тологически измененных клеток  – по  форме, величи- 
не, наличию патологических включений, восприятию  
краски (таблица 4).

Определение активности некоторых ферментов 
сыворотки крови крыс, проведенное в те же сроки  
исследования, выявило статистически значимое уве-
личение активности аспартаттрансаминазы и щелоч-
ной фосфатазы через 1  месяц введения земляники 
экстракта сухого в дозе 720  мг/кг. К концу хрониче- 
ского опыта указанные изменения ферментов нор-
мализовались и во всех экспериментальных группах 
не имели статистически значимых различий с  конт- 
ролем. Активность аланинтрансаминазы у крыс I– 
III  групп статистически достоверно не различалась 
в оба срока исследования (таблица 5).

При исследовании влияния земляники экстракта  
на функциональное состояние почек эксперимен-
тальных животных в  условиях водной нагрузки на  
1  месяце опыта выявлено статистически значимое,  
по сравнению с  контролем, увеличение диуреза у 
крыс, получавших максимальную дозу препарата, 
как в динамике, так и суммарно. За 5  часов проведе-
ния пробы. Подобная тенденция сохранялась и через  
3 месяца эксперимента (таблица 6).

При изучении влияния земляники экстракта на 
функциональное состояние центральной нервной  
системы крыс по тестам ориентировочных реакций в 
условиях «открытого поля» не  отмечено каких-либо 
изменений ни  по  одному из  исследованных показате-
лей (таблица 7).

Введение земляники экстракта крысам в  дозах 
72  и  720  мг/кг не  изменяло функциональное состо- 
яние сердечно-сосудистой системы животных всех 
подопытных групп, о  чем свидетельствовали резуль-
таты записи электрокардиограмм во  II стандартном 
отведении, проведенной на  1  и  3-м месяце опыта  
(таблица 8).

После окончания введения экстракта животных 
подвергали эвтаназии. У  них были определены ко-
эффициенты массы внутренних органов. Из таблицы  
видно, что под действием субстанции препарата 
у  крыс наблюдали увеличение относительной массы 
тимуса (II и  III группы) по сравнению с контролем, что 
может свидетельствовать о возможном иммуности-
мулирующем действии земляники садовой листьев 
экстракта сухого на  тимус-зависимый иммунитет. Ко-
эффициенты массы других внутренних органов крыс, 
представленных в таблице 9, не имели существенных 
различий с аналогичными показателями в контроле.

Далее проводили изучение внутренних органов 
крыс, получавших в  течение 3-х месяцев земляники 
садовой листьев экстракт сухой  I группа животных, 
контроль, вода, №№ 1–8; II группа, земляники экстракт 
сухой, 72 мг/кг, №№ 1–8; III группа, земляники экстракт, 
720  мг/кг, №№  1–8.) макро- и  микроскопическими  
методами [18].

Таблица 3. Показатели гемограмм крыс, получавших внутрижелудочно земляники садовой листьев экстракт сухой  
в хроническом эксперименте

Table 3. Indicators of hemograms of rats receiving intragastric strawberry garden leaf extract dry in a chronic experiment

Группы животных
Animal groups

№№ животных
№№ Animals

Исследуемые показатели
Investigated indicators

Лейкоциты, 
×10⁹/л

Leukocytes, 
×10⁹/l

Гемограммы (×10⁹/л)
Hemograms (×10⁹/l)

Лимфоциты
lymphocytes

Моноциты
monocytes

Нейтрофилы
neutrophils Эозинофилы

eosinophilsс/ядерные
c/nuclear

п/ядерные
p/nuclear

1-й месяц
1st month

I. Контроль, вода
I. Control, water

M ± m 13,5 ± 0,9 8,9 ± 0,8 0,8 ± 0,1 3,0 ± 0,4 0,4 ± 0,04 0,4 ± 0,04

II. Земляники экстракт, 72 мг/кг
II. Strawberry extract, 72 mg/kg

M ± m 13,8 ± 1,1 8,9 ± 0,7 0,8 ± 0,1 3,2 ± 0,4 0,5 ± 0,05 0,4 ± 0,04

III. Земляники экстракт, 720 мг/кг
III. Strawberry extract, 720 mg/kg

M ± m 15,3 ± 1,5 9,7 ± 1,2 0,9 ± 0,1 3,6 ± 0,4 0,5 ± 0,07 0,4 ± 0,04

3-й месяц
3rd month

I. Контроль, вода
I. Control, water

M ± m 10,7 ± 0,6 6,7 ± 0,4 0,7 ± 0,08 2,7 ± 0,4 0,3 ± 0,03 0,3 ± 0,03

II. Земляники экстракт, 72 мг/кг
II. Strawberry extract, 72 mg/kg 

M ± m 12,0 ± 0,9 7,8 ± 0,8 0,7 ± 0,09 2,8 ± 0,2 0,4 ± 0,04 0,3 ± 0,04

III. Земляники экстракт, 72 мг/кг
III. Strawberry extract, 720 mg/kg

M ± m 12,2±0,7 8,1±0,8 0,8±0,07 2,6±0,5 0,4±0,5 0,3±0,04

Доклинические и клинические исследования
Preclinical and clinical study
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При визуальном исследовании  – внутренние ор-
ганы крыс всех экспериментальных групп правильно 
расположены; полости без выпота и  спаек. Серозные 
оболочки гладкие, блестящие. Дыхательные пути сво-
бодны; легкие эластичны, воздушны, на  разрезе обыч-
ной окраски. Сердце, почки, печень, селезенка, тимус, 
органы желудочно-кишечного тракта, надпочечники, 
семенники – обычной формы, консистенции, окраски, 
размеров.

Таким образом, патоморфологическое изучение  
внутренних органов крыс, получавших в течение 3 ме-
сяцев внутрижелудочно земляники экстракт сухой в 
дозах 72  мг/кг (II группа) и  720  мг/кг (III группа), а так- 
же контрольной группы (I) показало отсутствие обще-
токсического действия экстракта.

Изучение земляники садовой листьев экстракта 
сухого, проведенное согласно стандартному для до-
клинических исследований хронической токсичности 
протоколу [1–3], не  выявило закономерных токсиче-
ских эффектов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

По результатам проведенных исследований, зем- 
ляники садовой листьев экстракт сухой не обладает 
общетоксическим действием. Экстракт не раздражает 
слизистые желудочно-кишечного тракта эксперимен-
тальных животных.

Таким образом, на  основании результатов про-
веденного исследования хронической токсичности 
экстракта земляники садовой листьев сухого можно 
сделать вывод о  целесообразности дальнейших ис-
следований безопасности и  перспективности иссле-
дований по  разработке и  получению лекарственных 
средств с  земляники садовой листьев экстрактом су-
хим, обладающих диуретической и  противовоспа-
лительной активностью, с  последующим обоснова-
нием возможности применения их в  медицинской 
практике.

Таблица 4. Биохимические показатели крови крыс, получавших внутрижелудочно земляники садовой листьев  
экстракт сухой в хроническом эксперименте

Table 4. Biochemical blood parameters of rats receiving intragastric strawberry garden leaf extract dry in a chronic experiment
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1-й месяц
1st month

I. Контроль, вода
I. Control, water

М ± m 69,5 ± 2,1 33,3 ± 1,0 2,1 ± 0,1 0,4 ± 0,1 1,0 ± 0,2 8,0 ± 0,2 4,4 ± 0,5 67,8 ± 1,9
II. Земляники экстракт, 72 мг/кг

II. Strawberry extract, 72 mg/kg
М ± m 66,1 ± 3,9 32,6 ± 1,1 1,6 ± 0,1*** 0,4 ± 0,1 1,7 ± 0,4 7,6 ± 0,3 4,4 ± 0,3 64,2 ± 3,3

III. Земляники экстракт, 720 мг/кг
III. Strawberry extract, 720 mg/kg

М ± m 75,8 ± 5,3 33,8 ± 1,3 1,7 ± 0,1* 0,4 ± 0,1 1,8 ± 0,5 6,3 ± 0,4*** 4,9 ± 0,4 69,1 ± 2,3
3-й месяц
3rd month

I. Контроль, вода
I. Control, water

М ± m 69,0 ± 1,6 34,6 ± 1,1 2,5 ± 0,3 0,4 ± 0,1 1,7 ± 0,2 7,6 ± 0,4 4,5 ± 0,4 57,1 ± 4,8
II. Земляники экстракт, 72 мг/кг

II. Strawberry extract, 72 mg/kg
М ± m 67,7 ± 2,2 33,0 ± 1,3 1,5 ± 0,2* 0,6 ± 0,1 1,9 ± 0,2 6,0 ± 0,3** 4,6 ± 0,5 60,4 ± 6,1

III. Земляники экстракт, 720 мг/кг
III. Strawberry extract, 720 mg/kg

М ± m 69,9 ± 2,9 34,0 ± 1,0 1,5 ± 0,2* 0,5 ± 0,1 2,0 ± 0,3 5,7 ± 0,2*** 4,8 ± 0,4 64,4 ± 4,6

Примечание. * Достоверность различий с контролем (* Р < 0,05; ** P <0,02; *** Р < 0,01).

Note. * Significance of differences with control (* Р < 0.05; ** P <0.02; *** Р < 0.01).

Доклинические и клинические исследования
Preclinical and clinical study
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Таблица 5. Показатели активности некоторых ферментов сыворотки крови крыс, получавших внутрижелудочно  
земляники садовой листьев экстракт сухой в хроническом эксперименте

Table 5. Activity indicators of some serum enzymes of rats receiving intragastric strawberry garden leaf extract dry  
in a chronic experiment

Группы животных
Animal groups

№№ животных
№№ Animals

Исследуемые показатели
Investigated indicators

Аланинтрансамилаза, Е/л
Alanine Transamylase, E/L

Аспартаттрансаминаза, Е/л
Aspartate Transaminase, E/L

Щелочная 
фосфатаза, Е/л

Alkaline  
phosphatase, E/l

1-й месяц
1st month

I. Контроль, вода
I. Control, water

M ± m 73,4 ± 5,8 112,2 ± 5 405 ± 28

II. Земляники экстракт, 72 мг/кг
II. Strawberry extract, 72 mg/kg

M ± m 72,2 ± 6,9 117 ± 8 480 ± 34

III. Земляники экстракт, 720 мг/кг
III. Strawberry extract, 720 mg/kg

M ± m 78,7 ± 2,6 128 ± 4* 506 ± 29*

3-й месяц
3rd month

I. Контроль, вода
I. Control, water

M ± m 64,5 ± 6,2 110 ± 7 500 ± 54

II. Земляники экстракт, 72 мг/кг
II. Strawberry extract, 72 mg/kg

M ± m 61,4 ± 6,4 119 ± 8 473 ± 54

III. Земляники экстракт, 720 мг/кг
III. Strawberry extract, 720 mg/kg

M ± m 67,3 ± 4,9 110 ± 11 482 ± 41

Примечание. * Достоверность различий с контролем (* Р < 0,05).

Note. * Significance of differences with control (* P < 0.05).

Таблица 6. Показатели диуреза (в % к водной нагрузке) у крыс, получавших земляники садовой листьев экстракт сухой  
в хроническом эксперименте

Table 6. Indicators of diuresis (in % to water load) in rats treated with strawberry leaf extract dry in a chronic experiment

Группы животных
Animal groups

№№
животных

№№
Animals

3 %
водная

нагрузка, мл
3 % water 
load, ml

Периоды наблюдения, часы
Observation periods, hours

1-й
first

2-й
second

3-й
third

4-й
fourth

5-й
fifth

суммарный 
за 5

total for 5

1-й месяц
1st month

I. Контроль, вода
I. Control, water

М ± m 6,5 ± 0,2 58,3 ± 3,7 40,0 ± 16,2 7,0 ± 4,5 0 9,7 ± 10,4 114,9 ± 15,0

II. Земляники, экстракт, 72 мг/кг
II. Strawberry extract, 72 mg/kg

М ± m 6,5 ± 0,2 27,1 ± 5,6 70,6 ± 13,6 20,8 ± 7,8 0 4,6 ± 3,3 123,1 ± 22,8

III. Земляники, экстракт, 720 мг/кг 
III. Strawberry extract, 720 mg/kg

М ± m 5,8 ± 0,4 69,3 ± 13,8 62,5 ± 8,2 26,6 ± 3,9 4,7 ± 5,0 6,1 ± 3,6 169,2 ± 8,6*

3-й месяц
3rd month

I. Контроль, вода
I. Control, water

М ± m 6,5 ± 0,2 61,7 ± 15,0 38,5 ± 6,7 3,9 ± 3,6 1,1 ± 1,2 3,3 ± 2,0 108,6 ± 11,7

II. Земляники, экстракт, 72 мг/кг
II. Strawberry extract, 72 mg/kg

М ± m 6,5 ± 0,2 67,3 ± 9,38 46,9 ± 14,6 5,1 ± 1,7 4,2 ± 2,9 1,4 ± 0,9 124,9 ± 12,4

III. Земляники, экстракт, 720 мг/кг
III. Strawberry extract, 720 mg/kg

М ± m 5,8 ± 0,4 67,7 ± 7,6 57,5 ± 10,2 5,1 ± 1,8 6,3 ± 2,5 3,5 ± 2,6 140,1 ± 11,6

Примечание. * Достоверность различий с контролем (* Р < 0,05)

Note. * Significance of differences with control (* P < 0.05)

Доклинические и клинические исследования
Preclinical and clinical study
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Таблица 7. Показатели функционального состояния ЦНС крыс, получавших земляники садовой листьев экстракт сухой  
в хроническом эксперименте

Table 7. Indicators of the functional state of the central nervous system of rats treated with strawberry leaf extract dry  
in a chronic experiment

Исследуемые показатели
(за 3 минуты)

Investigated indicators
(in 3 minutes)

Группы животных

I. Контроль, вода
I. Control, water

II. Земляники экстракт, 
72 мг/кг

II. Strawberry extract, 
72 mg/kg

III. Земляники экстракт, 
720 мг/кг

III. Strawberry extract, 
720 mg/kg

1-й месяц
1st month

«Норковый» рефлекс
The «Mink» Reflex

11,4 ± 2,4 10,4 ± 0,9 11,0 ± 2,8

Вертикальный компонент
Vertical component

1,2 ± 0,6 0,6 ± 0,6 0,6 ± 0,2

Число пересекаемых квадратов
Number of intersecting squares

26,8 ± 5,8 26,8 ± 1,5 24,6 ± 3,4

Груминг
Grooming

2,2 ± 0,9 2,8 ± 1,5 1,6 ± 1,3

Дефекация
Defecation

1,4 ± 0,9 0 3,8 ± 0,6

3-й месяц
3rd month

«Норковый» Рефлекс
The «Mink» Reflex

12,5 ± 2,1 11,1 ± 1,6 10,7 ± 1,5

Вертикальный компонент
Vertical component

1,5 ± 0,8 0,5 ± 0,5 0,4 ± 0,2

Число пересекаемых квадратов
Number of intersecting squares

22,0 ± 4,5 25,2 ± 3,2 21,8 ± 3,4

Груминг
Grooming

2,0 ± 6,9 2,5 ± 1,5 1,2 ± 1,0

Дефекация
Defecation

1,8 ± 0,5 1,0 ± 0,5 2,6 ± 1,0
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Таблица 9. Коэффициенты массы внутренних органов крыс (в г на 100 г массы тела), получавших земляники садовой  
листьев экстракт сухой в хроническом эксперименте

Table 9. Coefficients of the mass of the internal organs of rats (in g per 100g of body weight) who received strawberry leaf extract dry  
in a chronic experiment

Исследуемые
органы

Examined organs

Группы животных
Animal groups

I. Контроль, вода
I. Control, water

II. Земляники экстракт, 72 мг/кг
II. Strawberry extract, 72 mg/kg

III. Земляники экстракт, 720 мг/кг
III. Strawberry extract, 720 mg/kg

Сердце
Heart

0,35 ± 0,04 0,34 ± 0,01 0,39 ± 0,01

Легкие
Lungs

1,15 ± 0,19 0,90 ± 0,05 0,90 ± 0,07

Печень
Liver

5,54 ± 0,44 5,72 ± 0,17 6,07 ± 0,34

Почки
Kidneys

0,84 ± 0,04 0,95 ± 0,02 0,96 ± 0,06

Селезенка
Spleen

0,72 ± 0,08 0,86 ± 0,06 0,84 ± 0,03

Надпочечники 
Adrenal glands

0,037 ± 0,005 0,044 ± 0,001 0,048 ± 0,003

Тимус
Thymus

0,19 ± 0,02 0,36 ± 0,05* 0,30 ± 0,02*

Семенники
Testes

1,12 ± 0,05 1,09 ± 0,02 1,10 ± 0,03

Примечание. * Достоверность различий с контролем (* Р < 0,05).

Note. * Significance of differences with control (* P < 0.05).
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Резюме
Введение. Одним из широко используемых специфических препаратов моноклональных антител c anti-HER2 (human epidermal growth 
factor receptor 2) активностью является трастузумаб – это высокоэффективное средство для «удаления» гиперэкспрессированных 
единиц рецептора HER2 с поверхности клеток и снижения его онкогенности. Как и для других биологических лекарственных препаратов, 
для трастузумаба одной из возможных нежелательных реакций со стороны иммунной системы является иммуногенность – выработка 
противолекарственных антител к препарату. 
Цель. Разработка и валидация методики полуколичественного определения антител к трастузумабу в сыворотке крови человека. 
Материалы и методы. Полуколичественное определение антител проводилось методом иммуноферментного анализа в сочетании с 
техникой ACE, с использованием спектрофотометрического детектирования в видимом диапазоне спектра.
Результаты и обсуждения. Разработанная методика была валидирована по показателям: предел исключения, селективность, 
чувствительность, «хук»-эффект, толерантность к присутствию лекарственного препарата, прецизионность и стабильность (краткосрочная 
и долгосрочная). Для снижения интерференции компонентов биологической матрицы в анализе на этапе разработки было определено 
значение минимального необходимого разбавления (1 : 10). Рассчитанные значения предела исключения для этапа скрининга (фактор 
нормализации) и подтверждающего анализа составили 0,004 и 34,59 %, соответственно. Чувствительность разработанной методики 
составила 99,5 нг/мл антител к трастузумабу. 
Заключение. Полученные при валидации методики результаты позволяют применять методику полуколичественного определения 
антител к трастузумабу в сыворотке крови человека для проведения аналитической части исследований безопасности препаратов 
трастузумаба.

Ключевые слова: трастузумаб, иммуногенность, биоаналоги, иммуноферментный анализ
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Abstract
Introduction. One of the widely used specific anti-HER2 (human epidermal growth factor receptor 2) MAb drugs is trastuzumab. Trastuzumab 
is highly effective for malignant HER2 hyperexpression reduction, which results in HER2 oncogenicity decrease. As any other biotherapeutics 
trastuzumab can cause immunological adverse reactions, e.g. immunogenicity or anti-drug antibodies (ADAs) production.
Aim. The aim of this study was to develop and validate the analytical method for anti-trastuzumab antibodies determination in human blood 
serum. 
Materials and methods. The semi-quantitative anti-trastuzumab antibody determination was carried out by the ELISA method combined with 
ACE technique, using spectrophotometric detection in the visible range of the spectrum. 
Results and discussion. The developed method was validated for cut point, selectivity, sensitivity, "hook" effect, drug tolerance, precision and 
stability (short-term and long-term). To decrease the background noise from non-specific binding of sera components, the minimum required 
dilution value was determined at 10 % serum. The calculated values for screening cut point (normalization factor) and confirmatory cut point were 
0.004 and 34.59 %, respectively. The sensitivity of the developed method was estimated at 99.5 ng/mL of anti-trastuzumab antibodies.
Conclusion. The obtained results allow us to use the developed ACE ELISA method for the determination of anti-trastuzumab antibodies in human 
serum during trastuzumab safety clinical trials. 

Keywords: trastuzumab, immunogenicity, biosimilars, ELISA
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ВВЕДЕНИЕ
Одним из наиболее распространённых видов ра-

ка у женщин является рак молочной железы (РМЖ). 
Данное заболевание встречается примерно у каждой 
двенадцатой женщины в мире. Согласно статистиче-
ским данным Всемирной организации здравоохране-
ния (ВОЗ) в 2020  г. во всем мире было зарегистриро-
вано свыше 2,2 миллиона случаев РМЖ1. В России за 
2020  г. зарегистрировали более 69 тысяч случаев ра-
ка молочной железы, при этом РМЖ занимал лиди-
рующие позиции в структуре заболеваемости злока- 
чественными новообразованиями женского населе-
ния, составляя 21,7 % от всех случаев злокачествен- 
ных новообразований у женщин  [1]. Между тем, имен-
но ранняя диагностика РМЖ зачастую во многом  

1 WHO fact sheet "Cancer". Available at: https://www.who.
int/ru/news-room/fact-sheets/detail/breast-cancer. Accessed: 
16.11.2021

определяет исход болезни – при выявлении заболе-
вания на ранней стадии, лечение становится более 
эффективным и повышает выживаемость пациентов. 
Всего выделяют четыре основных молекулярных под-
типа рака молочной железы: люминальный А, люми-
нальный Б, HER2-позитивный и тройной негативный 
РМЖ. Терапия первой линии для рака молочной же- 
лезы обычно включает в себя лучевую и химиотера-
пию, хирургическое вмешательство для эрадикации 
опухоли, а также таргетные противораковые лекарст- 
венные препараты.

В настоящее время таргетная терапия использу-
ется все чаще и включает в себя использование био-
логических, и в том числе биотехнологических ле-
карственных препаратов, например, препаратов на 
основе технологии моноклональных антител (МкАТ). 
Одним из таких препаратов является трастузумаб. В 
качестве первого терапевтического МкАТ, нацелен-
ного на рецептор HER2, трастузумаб произвел рево-
люцию в лечении HER2-позитивного рака молочной 
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железы, а впоследствии и некоторых других типов  
рака, связанных с гиперэкспрессией рецептора 
HER2  [2]. Трастузумаб – это гуманизированные МкАТ 
подкласса IgG1, получаемые по рекомбинантной тех- 
нологии и содержащие мышиные CDR-фрагменты, 
слитые с фрагментами человеческих антител [3]. В 
случае HER2-позитивного РМЖ число единиц рецеп-
тора на поверхности клеток увеличивается в сотни 
раз, тогда как в норме число рецепторов HER2 на по-
верхности эпителиальных клеток составляет около 
20  тысяч [4, 5]. При гиперэкспрессии рецепторы HER2 
на мембране нарушают нормальный клеточный цикл  
и позволяют раковым клеткам бесконтрольно де-
литься, в результате чего у пациентов снижается эф-
фективность химиотерапии и уменьшается безреци- 
дивная и общая выживаемость  [6, 7]. Ингибируя ги-
перэкспрессию рецептора HER2 на поверхности опу-
холевых клеток, трастузумаб снижает онкогенность 
рецептора. 

На данный момент трастузумаб является «зо-
лотым стандартом», одобренным FDA, для лечения 
HER2-позитивного РМЖ [8]. При этом препарат обла-
дает довольно высокой стоимостью (около 30  тысяч 
евро за 12-месячное лечение в адъювантных услови-
ях и около 42 тысяч евро за средний период лечения 
18,5  месяцев при метастатическом раке молочной 
железы для пациента весом примерно 67 кг), что явля-
ется существенной нагрузкой для бюджетов системы 
здравоохранения и может ограничить доступ к пре-
парату для некоторых пациентов [9]. Одним из ва- 
риантов решения данной проблемы может стать раз-
работка и регистрация биоаналоговых лекарствен-
ных препаратов.

Терапия биологическими препаратами, в том 
числе препаратами- биоаналогами, несет в себе не 
только потенциальную пользу для пациентов, но и 
существенные риски. Биологические лекарственные 
средства могут вызывать нежелательные явления, и в 
том числе спровоцировать иммунный ответ организ-
ма  – выработку противолекарственных антител (anti-
drug antibodies, ADA). Выработка ADA может влиять  
на эффективность препарата, изменяя его фармако- 
кинетику и/или фармакодинамику, а также на его без- 
опасность и переносимость. В данном случае комп- 
лексный анализ данных об иммуногенности может 
иметь решающее значение для понимания приро-
ды возможных побочных реакций. Поэтому анализ  
иммуногенности биологических препаратов – это не 
только важный аспект доказательства биоаналогич- 
ности, закрепленный в нормативной документации, 
но и инструмент для обоснования клинических реше-
ний. Таким образом, еще на этапе клинических иссле-
дований необходимо разрабатывать и валидировать 
надежные методики анализа иммуногенности [10].

Целью данной работы являлась разработка и  
валидация методики полуколичественного определе-
ния антител к трастузумабу в сыворотке крови чело-

века методом иммуноферментного анализа (ИФА) для 
целей сравнительной оценки иммуногенности пре- 
парата-биоаналога трастузумаба.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве стандартного образца (положитель-

ный контроль антител к трастузумабу) при разработ- 
ке и валидации методики использовали антиидиоти-
пические, нейтрализующие моноклональные анти- 
тела к трастузумабу подкласса IgG1 (human anti-tras- 
tuzumab antibodies), с концентрацией белка 0,5 мг/мл 
(Bio-Rad, США). Стандартный образец хранили в мо-
розильнике при температуре –40 ± 10 °С.

В качестве препарата сравнения и исследуемого 
препарата в исследовании выступали оригинальный 
препарат Герцептин® и его биоаналог: 
 • исследуемый препарат: Трастузумаб; лиофилизат 

для приготовления концентрата для приготовле-
ния раствора для инфузий; 440 мг/20 мл;

 • препарат сравнения: Герцептин® (МНН: Трастузу- 
маб); лиофилизат для приготовления концент- 
рата для приготовления раствора для инфузий; 
440 мг/20 мл.
Образцы исследуемого препарата и препарата 

сравнения хранили в холодильнике фармацевтиче-
ском при температуре 2–8 °С.

Оборудование

В ходе разработке и валидации методики для 
определения оптической плотности образцов в лун-
ках ИФА-планшета использовали планшетный имму-
ноферментный анализатор STAT FAX 3200 (Awareness 
Technology, Inc., США). В качестве вспомогательного 
оборудования использовали: автоматический промы-
ватель планшетов «Аквамарин» (ЗАО «Вектор-Бест-Ев-
ропа», Россия), термошейкер для планшетов (BioSan, 
Латвия), встряхиватель типа Вортек Reax Top (Hei- 
dolph Instruments GmbH, Германия), весы аналитиче-
ские Pioneer PA 214C (OHAUS Corporation, США), од-
ноканальные и многоканальные дозаторы различно-
го объема (АО «Термо Фишер Сайентифик», Россия), 
pH-метр-милливольтметр (ООО «НПО Аквилон», Рос-
сия) и колбы мерные класса А, цилиндры мерные раз-
личной вместимости (Shott Duran, Германия). Воду 
очищенную 1 типа получали с помощью системы во-
доподготовки «Аквалаб» AL-1 (Россия). Хранение ре-
активов и образцов осуществляли в холодильни-
ке фармацевтическом ХФ-400-2 (АО  «ПОЗиС», Россия) 
и морозильнике микропроцессорном для хранения 
замороженной плазмы крови и других биологиче-
ских материалов ММ-180/20/35 «POZIS» (АО «ПОЗиС», 
Россия).

Реактивы

В ходе валидации методики определения антител 
к трастузумабу в сыворотке крови человека исполь-
зовали следующие реактивы: антитела к трастузума-
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бу (положительный контроль) human anti-trastuzu- 
mab, 0,5  мг/мл (HCA177, Bio-Rad, США); вода очи-
щенная тип 1; бычий сывороточный альбумин (БСА, 
pH = 7.0, ≥98 % pure, A9647, Sigma-Aldrich, США); набор 
для биотинилирования антител (ООО «Силекс», Рос-
сия); конъюгат стрептавидин-пероксидаза, 3,3’,5,5’-тет- 
раметилбензидин (ТМБ)-субстрат (ООО «ИМТЕК», Рос-
сия); калия хлорид (х.ч.), натрия хлорид (х.ч.), калия ди-
гидрофосфат (ч.д.а.), натрия карбонат (ч.) (ООО «Ком-
понент-Реактив», Россия); натрия гидрофосфат (pure, 
pharma grade), натрия гидрокарбонат (pure, pharma 
grade) твин-20 (pure, pharma grade, PanReac, Испания); 
глицин (pure EP USP, ≥98,5 %, ООО «Диаэм», Россия), 
трис-(гидроксиметил)-аминометан (≥99,0 %, Т1378, 
Sigma-Aldrich, США); серная кислота концентриро-
ванная (ООО  «ХИММЕД СИНТЕЗ», Россия); планшеты 
96-луночные, прозрачные, плоскодонные, высокое 
связывание Costar® (2592, Corning Inc., США).

Методика полуколичественного определения  
антител к трастузумабу в сыворотке крови  
человека методом ИФА

Полуколичественное определение антител к 
трастузумабу в сыворотке крови человека прово-
дили с помощью планшетного иммуноферментного 
анализатора STAT FAX 3200 (Awareness Technology, 
Inc., США). Краткая схема анализа приведена в таб- 
лице 1.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Разработка методики

В ходе разработки методики определяли опти-
мальную концентрацию покрытия планшета трасту-
зумабом, проводили оценку применимости условий 
кислотной диссоциации образцов, как способа улуч-
шения толерантности методики к присутствию в об-
разцах трастузумаба, подбирали состав, pH и рабочий 
объем буфера для нейтрализации в лунках планшета,  
а также устанавливали оптимальные условия инку-
бации планшета на разных этапах анализа (длитель-
ность, число оборотов шейкера, температура). Кроме  
того, в ходе разработки методики определяли оп-
тимальные разведения первичного (биотинилиро-
ванный трастузумаб) и вторичного (конъюгат стреп-
тавидин: пероксидаза) детектирующих реактивов, 
анализируя получаемые в каждом случае соотноше-
ния «сигнал-шум» относительно образцов отрицатель-
ного контроля (пулированная интактная сыворотка 
крови человека). Финальным этапом разработки ме-
тодики стал выбор минимального необходимого раз-
ведения (MRD) образцов сыворотки, позволяющего 
уменьшить интерференцию компонентов сыворотки, 
но сохранить при этом требуемые значения чувстви-
тельности методики. В методике использовали 10 % 
сыворотку крови, то есть MRD составило 1 : 10. 

Таблица 1. Краткая схема анализа

Table 1. Brief assay scheme

№ этапа
Step No.

Содержание этапа анализа
Assay procedures

1

Покрытие планшета (100 мкл/лунка, 40 мкг/мл трастузу-
маба в карбонатном буфере)
Plate coating (100 µl/well, 40 µg/ml trastuzumab in car-
bonate buffer)

2

Кислотная диссоциация образцов (образцы, разбавлен-
ные в соответствии с MRD в глициновом буфере, 37  оС, 
20 минут, 500 rpm)
Acid dissociation of samples (samples diluted according to 
MRD in glycine buffer, 37°C, 20 minutes, 500 rpm)

3
Промывка планшета (3 раза, промывочный буфер с тви-
ном-20)
Plate washes (3 times, wash buffer with Tween-20)

4

Внесение образцов (по 100 мкл/лунка, в дублях, предва-
рительное внесение в лунки буфера для нейтрализации 
на основе триса, pH = 9,5. В случае подтверждающего 
анализа в буфер для нейтрализации добавляли трасту-
зумаб, 2 мг/мл)
Introduction of sample (100 µl/well, in duplicate, wells 
pre-sprayed with Tris-based neutralization buffer, pH = 9.5. 
Trastuzumab, 2 mg/ml, added to neutralization buffer for 
confirmatory assay)

5
Промывка планшета (3 раза, промывочный буфер с тви-
ном-20)
Plate washes (3 times, wash buffer with Tween-20)

6

Элюирование и иммобилизация антител (глициновый 
буфер, 37 оС, 20 минут, 500 rpm; перенос в новый планшет 
инкубация 60 мин, 37 оС, 500 rpm)
Elution and immobilization of antibodies (glycine buffer, 
37 °C, 20 minutes, 500 rpm; transfer to a new plate, incuba-
tion 60 minutes, 37 °C, 500 rpm)

7
Промывка планшета (3 раза, промывочный буфер с тви-
ном-20)
Plate washes (3 times, wash buffer with Tween-20)

8

Блокирование планшета (250 мкл/лунка, 1 % раствор 
БСА, инкубация 60 минут, 37 оС, 500 rpm)
Plate blocking (250 µl/well, 1 % BSA solution, incubation 
60 minutes, 37 °C, 500 rpm)

9
Промывка планшета (3 раза, промывочный буфер с тви-
ном-20)
Plate washes (3 times, wash buffer with Tween-20)

10

Первичный детектирующий реагент, биотинилирован-
ный трастузумаб (100  мкл/лунка, инкубация 60 минут, 
37 оС, 500 rpm)
Primary detection reagent, biotinylated trastuzumab 
(100 µl/well, incubation 60 minutes, 37 °C, 500 rpm)

11
Промывка планшета (3 раза, промывочный буфер с тви-
ном-20)
Plate washes (3 times, wash buffer with Tween-20)

12

Вторичный детектирующий реагент конъюгат стрепта-
видин: пероксидаза (100 мкл/лунка, инкубация 60 минут, 
37 оС, 500 rpm)
Secondary detection reagent streptavidin:peroxidase con-
jugate (100 µl/well, incubation 60 minutes, 37 °C, 500 rpm)

13
Промывка планшета (3 раза, промывочный буфер с тви-
ном-20)
Plate washes (3 times, wash buffer with Tween-20)

14

Внесение ТМБ-субстрата (100  мкл/лунка, инкубация 
30 минут, 300 rpm)
Introduction of TMB-substrate (100 µl/well, incubation 
30 minutes, 300 rpm)

15

Внесение стоп-реагента (100  мкл/лунка), измерение оп-
тической плотности (450 нм/630 нм)
Introduction of Stop Reagent (100 µl/well), Optical Density 
Measurement (450 nm/630 nm)
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Валидация методики

Валидацию методики полуколичественного опре-
деления антител к трастузумабу проводили в соот-
ветствии с руководством FDA: Guidance for Industry:  
Immunogenicity Testing of Therapeutic Protein Pro- 
ducts  – Developing and Validating Assays for Anti-Drug 
Antibody Detection1 и Правилами проведения ис-
следований биологических лекарственных средств  
Евразийского экономического союза2 по следующим 
параметрам:

Предел исключения (cut point)

Предел исключения определяли в ходе анали-
за 50  индивидуальных образцов интактной сыворот-
ки крови человека, которые были проанализирова- 
ны двумя аналитиками, в течение 5 дней, одновре-
менно в формате скрининга и подтверждающего ана-
лиза. Помимо индивидуальных образцов интактной 
сыворотки крови, каждый цикл включал образцы по-
ложительного контроля (PC-1 и PC-2 с концентраци-
ями антител к трастузумабу 1000  нг/мл и 500  нг/мл,  
соответственно) для контроля пригодности циклов,  
а также образцы отрицательного контроля (NC – пу- 
лированная интактная сыворотка крови человека).  
Полученные в ходе анализа значения оптической 
плотности (для этапа скрининга) и % ингибирования 
(для подтверждающего анализа) подвергали статис- 
тической обработке с целью расчета значений пре-
дела исключения (cut-point) методики. Статистиче-
скую обработку данных проводили с использованием 
ПО IBM SPSS Statistics.

Предел исключения для этапа скрининга

Для определения предела исключения для эта-
па скрининга все полученные значения оптической 
плотности (ОП) подвергали проверке на нормаль-
ное распределение (тест Шапиро-Уилка), после че-
го проводили log-преобразование данных и ис-
ключали выбросы с помощью метода Тьюки. После 
повторной проверки на нормальное распределение 
проводили расчет валидационного cut point непа-

1 Guidance for Industry: Immunogenicity Testing of Thera-
peutic Protein Products – Developing and Validating Assays for 
Anti-Drug Antibody Detection.U.S. Department of Health and 
Human Services Food and Drug Administration Center for Drug 
Evaluation and Research (CDER); Center for Biologics Evaluation 
and Research (CBER), January 2019. Available at: https://www.fda.
gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/
immunogenicity-testing-therapeutic-protein-products-develo-
ping-and-validating-assays-anti-drug. Accessed: 12.12.2022

2 Правила проведения исследований биологических ле-
карственных средств Евразийского экономического союза, 
утвержденные решением Совета Евразийской Экономиче-
ской Комиссии №89, от 3 ноября 2016 г. Доступно по: http://
pharmacopoeia.ru/wp-content/uploads/2016/11/8903111.pdf 
Ссылка активна на 12.12.2022.

раметрическим методом. На втором этапе проводи-
ли оценку гомогенности дисперсий (статистика Ли- 
виня) и сравнение средних (ANOVA) между цикла- 
ми и между аналитиками. На основании полученных 
данных для дальнейшего использования в анализе 
был выбран плавающий предел исключения для эта- 
па скрининга (floating screening cut-point). Возмож-
ность использования плавающего предела исклю-
чения и фактора нормализации была подтвержде-
на с использованием корреляции Пирсона, значение 
корреляции составило 0,891 (>0,7). Для дальнейших 
расчетов предела исключения каждого конкретного  
цикла (PSCP  – plate-specific cut-point) был рассчитан 
фактор нормализации (NF), который составил 0,004. 
В ходе дальнейшего анализа PSCP рассчитывали как 
сумму среднего значения ОП образцов отрицатель-
ного контроля и фактора нормализации.

Предел исключения  
для подтверждающего анализа

Для определения предела исключения для под-
тверждающего анализа использовали значения % ин-
гибирования, рассчитанные для 50 индивидуальных 
образцов интактной сыворотки крови человека, про-
анализированные в формате подтверждающего ана-
лиза (с добавлением трастузумаба, 2  мг/мл). Значения 
%  ингибирования проверяли на нормальное распре-
деление (тест Шапиро – Уилка), после чего проводили 
log-преобразование данных и исключение выбросов 
по методу Тьюки. После повторной проверки на нор-
мальное распределение (тест Шапиро – Уилка) пре- 
дел исключения для подтверждающего анализа рас-
считывали непараметрическим методом. Для ис-
пользования в анализе был выбран фиксированный 
предел исключения для подтверждающего анализа, 
значение cut-point составило 34,59 %.

Чувствительность методики

Определение чувствительности методики прово-
дили в ходе 2 циклов, совместно с установлением кон-
центраций образцов положительного контроля (на 
верхнем и нижнем уровнях – HPC и LPC, соответст- 
венно). Анализировали образцы положительного 
контроля, содержащие антитела к трастузумабу в раз-
личных концентрациях (от 25000  нг/мл до 31,25  нг/мл). 
Каждый цикл включал в себя три серии разведений 
(стандарты 1–10, таблица 2), образцы положительно-
го контроля (PC-1 – 1000  нг/мл и PC-2 – 500  нг/мл) и  
образцы отрицательного контроля (NC). 

Для определения чувствительности анализа и 
концентрации LPC были использованы номиналь-
ные значения концентрации стандартных образцов, 
усредненная оптическая плотность которых была 
выше, чем значение соответствующего PSCP. Значе-
ния концентрации (нг/мл) переводили в log-фор-
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му, а затем рассчитывали чувствительность методи-
ки. Перевод полученного значения в оригинальную 
шкалу из log-формы позволил получить численное 
значение чувствительности методики, которое соста-
вило 99,5  нг/мл. Параллельно с определением чув-
ствительности были рассчитаны концентрации конт- 
рольных образцов. Концентрацию LPC определяли 
по алгоритму, аналогичному расчету чувствительно-
сти методики. Теоретическая концентрация образца 
LPC составила 128,9  нг/мл. Для удобства и точности 
приготовления контрольных образцов, практиче-
ская концентрации LPC составила 129  нг/мл антител  
к трастузумабу. Концентрация HPC была выбрана как 
верхняя точка в линейном диапазоне при постро- 
ении калибровочной кривой и составила 2580  нг/мл 
антител к трастузумабу.

Таблица 2. Концентрации стандартных образцов  
для определения чувствительности методики

Table 2. The concentrations of standard samples during 
sensitivity runs

№ стандарта
Standard No.

Концентрация антител  
к трастузумабу, нг/мл
Anti-trastuzumab Ab 
concentration, ng/ml

1 25000

2 10000

3 5000

4 2500

5 100

6 500

7 250

8 100

9 62,5

10 31,25

«Хук»‑эффект

Включение в циклы оценки чувствительности об-
разцов с высокой концентрацией антител к трасту-
зумабу позволило оценить потенциальное наличие 
«хук»-эффекта в методике. Рассчитанное для всех 
стандартных образцов значения соотношения «сиг-
нал/шум» (относительно соответствующего PSCP) по-
зволило показать отсутствие «хук»-эффекта, так как  
не наблюдалось снижения оптической плотности 
стандартных образцов с увеличением концентрации 
антител к трастузумабу.

Селективность

Селективность методики оценивали с использо-
ванием 10 индивидуальных образцов интактной сы-
воротки крови человека, включая гемолизные и хи-

лезные образцы, с добавлением и без добавления 
антител к трастузумабу до уровней HPC и LPC. Анализ  
проводили как в формате скрининга, так и в форма-
те подтверждающего анализа. Селективность методи- 
ки была подтверждена, так как 100 % индивидуаль- 
ных образцов (10/10) интактной сыворотки крови че-
ловека имели отклик ниже PSCP, а также при этом 
100 % образцов положительного контроля (HPC, LPC) 
были «истинно положительными» по результатам 
скрининга и подтверждающего анализа.

Толерантность методики к присутствию  
лекарственного препарата

Оценка толерантности методики к присутствию 
интерферирующего биологического препарата в об-
разцах (drug tolerance) – один из ключевых моментов 
валидации методики оценки иммуногенности. Для 
оценки толерантности методики к присутствию ле- 
карственного в формате скрининга были проанали-
зированы 25 образцов, содержащие антитела к трас- 
тузумабу и сам препарат в различных концентрациях.  
Была проведена сравнительная оценка для исследу- 
емого препарата и препарата сравнения. Образцы 
содержащие антитела к трастузумабу и образцы трас- 
тузумаба были приготовлены в двукратной концент- 
рации с использованием 100 % биологической мат- 
рицы (интактной пулированной сыворотки крови че-
ловека), а затем смешивались в соотношении 1 : 1 для 
получения образцов для оценки толерантности ме- 
тодики к трастузумабу.

Количественно толерантность методики к ле- 
карственному препарату выражалась максимальной 
концентрацией препарата, при которой на различ-
ных уровнях концентрации антител к трастузумабу 
сохранялся сигнал выше PSCP. Для данной методики 
значение толерантности методики к присутствию ле-
карственное препарата для трастузумаба составило 
50  мкг/мл (на уровне 500  нг/мл антител к трастузума-
бу), для Герцептина® составило 50  мкг/мл (на уровне 
1000 нг/мл антител к трастузумабу).

Прецизионность

Прецизионность методики оценивали как для 
скрининга, так и для подтверждающего анализа. Для 
оценки использовали образцы HPC и LPC, которые  
были проанализированы в ходе 6  циклов, двумя ана-
литиками, в течение трех дней. Каждый цикл вклю-
чал в себя по три набора контрольных образцов (HPC,  
LPC и NC), первый цикл для первого аналитика вклю-
чал в себя 6 наборов контролей для оценки преци- 
зионности внутри цикла (intra-day). Данные, получен-
ные в ходе всех шести циклов, использовались для 
оценки прецизионности между циклами (inter-day).  
Количественно прецизионность методики внутри 
и между циклами выражалась путем расчета коэф-
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фициента вариации (CV, %) для первого цикла и для  
всех шести циклов, соответственно. Прецизионность 
для формата скрининга оценивалась с использова-
нием средних значений ОП для образцов положи-
тельного контроля (HPC, LPC). Прецизионность для 
подтверждающего анализа оценивалась с использо- 
ванием рассчитанных значений %  ингибирования  
сигнала. Полученные результаты приведены в табли-
це 3 (внутри цикла) и таблице 4 (между циклами).

Рассчитанные значения коэффициента вариации 
(CV, %) не превышали 20 %, что соответствует требо- 
ваниям нормативной документации [14].

Стабильность

В ходе валидации методики оценивалась: крат- 
косрочная стабильность (образцы положительного 
контроля перед анализом хранили 24  часа при ком-
натной температуре, 18–25  °С), стабильность при за-
морозке-разморозке (3  цикла, каждая заморозка не 
менее 12  часов при температуре –40 ± 10  °С), а так-

же долгосрочная стабильность (хранение в условиях  
низкотемпературной заморозки при температуре  
–40 ± 10  °С) в течение 137 дней. Циклы по оценке 
стабильности помимо исследуемых образцов для 
оценки стабильности (по 3 набора образцов положи-
тельного контроля HPC и LPC для каждого вида ста-
бильности) включал в себя два набора свежеприго-
товленных образцов положительного контроля – для 
расчета PSCP и контроля пригодности аналитических 
циклов. Стабильность образцов оценивали путем 
расчета коэффициента вариации (CV,  %) между тремя 
наборами образцов для каждого вида стабильности. 
Образцы были признаны стабильными, так как коэф-
фициенты вариации не превышали 20  %. Получен-
ные результаты приведены в таблице 5.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Была разработана и валидирована методика по-

луколичественного определения антител к трасту-
зумабу в сыворотке крови человека методом ИФА. 

Таблица 3. Прецизионность внутри цикла

Table 3. Intra-day precision

Образец
Sample

Набор образцов положительного контроля №
PC samples set No. Среднее

Mean
CV, %

1 2 3 4 5 6

Формат анализа: скрининг
Screening assay format

HPC 1,071 1,151 1,401 1,345 1,428 1,176 1,262 11,76

LPC 0,049 0,044 0,054 0,044 0,041 0,047 0,046 9,86

Формат анализа: подтверждающий
Confirmatory assay format

HPC 98,459 98,566 98,858 98,773 98,985 98,682 98,720 0,19

LPC 63,918 59,091 69,159 62,069 60,494 66,667 63,566 6,00

Таблица 4. Прецизионность между циклами

Table 4. Inter-day precision

Скрининг (Цикл №)
Screening (Run No.)

Образец
Sample

1 2 3 4 5 6
Среднее

Mean
S.D. CV, %

HPC 1,262 1,055 0,989 1,110 1,097 1,135 1,108 0,091 8,23

LPC 0,046 0,038 0,034 0,040 0,041 0,037 0,039 0,004 10,52

Подтверждающий анализ (Цикл №)
Confirmatory assay (Run No.)

Образец
Sample

1 2 3 4 5 6
Среднее

Mean
S.D. CV, %

HPC 98,720 98,502 98,667 98,755 98,566 98,567 98,629 0,099 0,10

LPC 63,566 59,494 64,185 65,123 67,429 61,268 63,511 2,813 4,43

Доклинические и клинические исследования
Preclinical and clinical study
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Полуколичественное определение проводилось ме-
тодом ИФА в сочетании с техникой ACE и использо-
ванием спектрофотометрического детектирования 
в видимом диапазоне спектра. Чувствительность 
методики и концентрация LPC были определены на 
уровне 99,5 нг/мл и 129 нг/мл антител к трастузума- 
бу, соответственно. Для этапа скрининга был выбран 
плавающий предел исключения со значением фак-
тора нормализации 0,004, а для этапа подтвержда-
ющего анализа фиксированный предел исключения – 
34,59 %. Толерантность методики к присутствию 
исходного биологического препарата была показа-
на вплоть до концентрации 50 мкг/мл (для трасту- 
зумаба на уровне 500 нг/мл антител, для Герцептина® 
на уровне 1000  нг/мл антител). Полученные значе-
ния пределов исключения, чувствительности и то-
лерантности методики к лекарственному препара-
ту позволяют применять валидированную методику  
для проведения аналитической части исследований 
безопасности препаратов трастузумаба.
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Таблица 5. Рассчитанные для образцов оценки стабильности значения коэффициентов вариации

Table 5. The CV, % values calculated for sample stability assessment

Краткосрочная («настольная») стабильность
Sample bench-top stability (BTS)

Образец
Sample

1 2 3
Среднее

Mean
S.D. CV, %

HPC_BTS24 1,360 1,254 0,952 1,188 0,211 17,79

LPC_BTS24 0,038 0,036 0,030 0,034 0,004 12,72

Стабильность при заморозке-разморозке
Sample freeze-thaw stability (F/T)

Образец
Sample

1 2 3
Среднее

Mean
S.D. CV, %

HPC_F/T 1,050 1,195 0,929 1,058 0,133 12,59

LPC_F/T 0,042 0,035 0,030 0,035 0,006 17,00

Долгосрочная стабильность
Sample long-term stability (LTS)

Образец
Sample

1 2 3
Среднее

Mean
S.D. CV, %

HPC_LTS 1,262 0,973 1,089 1,108 0,146 13,15

LPC_LTS 0,030 0,035 0,032 0,032 0,003 7,78
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Резюме
Введение. Уничтожение является одним из этапов обращения лекарственных средств. Этому этапу в отношении препаратов, относящихся 
к наркотическим средствам и психотропным веществам, придается особая значимость. Деятельность аптечных и медицинских 
организаций в отношении оборота этих средств строго регламентирована.
Цель. Целью исследования было изучение процедуры уничтожения наркотических средств и психотропных веществ, включенных 
в Списки II и III Перечня, как этапа обращения лекарственных средств, выявление тенденций назначения отдельных лекарственных 
препаратов для обезболивания на основании обобщения архивных данных комиссии по уничтожению, созданной на базе Пермской 
государственной фармацевтической академии. 
Материалы и методы. При выполнении работы были использованы архивные материалы комиссии по уничтожению за 2012–2021  гг. 
В состав каждой архивной папки за определенный месяц года входили следующие документы: приказ о проведении комиссии по 
уничтожению и приложения, комплект документов и акты уничтожения для каждого учреждения, которое предоставило лекарственные 
препараты. Использовались статистические и эмпирические методы, такие как наблюдение, описание, изучение, обобщение и 
группировка, сравнение,  доказательство. 
Результаты и обсуждение. Данные по назначению препаратов онкобольным и данные по сдаваемым на уничтожение препаратам 
коррелируют. Поэтому, ассортимент и количество передаваемых на уничтожение медицинскими учреждениями лекарственных 
препаратов позволяет увидеть тенденции в назначении и использовании их в медицинской практике. 
Заключение. Оптимизация деятельности, связанной с оборотом контролируемых веществ, может быть обеспечена построением четкого 
алгоритма действий в медицинской организации по каждому виду работ и услуг, указанному в лицензии, в том числе и по виду работ – 
уничтожение. Процедура уничтожения наркотических и психотропных лекарственных препаратов, которая сопровождается проверкой на 
заседаниях комиссии сопроводительных документов и объектов, позволяет осуществить контроль по использованию и учету препаратов 
в медицинских учреждениях.

Ключевые слова: уничтожение, наркотические средства, психотропные вещества, обращение лекарственных средств
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Abstract
Introduction. Destruction is one of the stages of the circulation of medicines. Special importance is attached to this stage in relation to drugs 
related to narcotic drugs and psychotropic substances. The activities of pharmacy and medical organizations in relation to the turnover of these 
funds are strictly regulated.
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Aim. The purpose of the study was to study the procedure for the destruction of narcotic drugs and psychotropic substances included in Lists II 
and III of the List, as a stage of the circulation of medicines, to identify trends in the appointment of individual drugs for pain relief based on the 
generalization of archival data of the commission on destruction established on the basis of the Perm State Pharmaceutical Academy.
Materials and methods. Archival materials of the destruction commission for 2012–2021 were used in the execution of the work. Each archive 
folder for a certain month of the year included the following documents: an order for the commission on destruction and appendices, a set of 
documents and acts of destruction for each institution that provided medicines. Statistical and empirical methods were used, such as observation, 
description, study, generalization and grouping, comparison, proof. Results and discussion. Data on prescribing drugs to cancer patients and data 
on drugs submitted for destruction correlate. Therefore, the range and quantity of medicines transferred for destruction by medical institutions 
allows us to see trends in their appointment and use in medical practice.
Conclusion. Optimization of activities related to the turnover of controlled substances can be ensured by building a clear algorithm of actions in 
a medical organization for each type of work and services specified in the license, including the type of work – destruction. The procedure for the 
destruction of narcotic and psychotropic drugs, which is accompanied by verification of accompanying documents and objects at the meetings of 
the commission, allows monitoring the use and accounting of drugs in medical institutions.

Keywords: destruction, narcotic drugs, psychotropic substances, circulation of medicines
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ВВЕДЕНИЕ
Проблемы, связанные с распространением нар-

комании и ростом наркопреступности, сегодня пред- 
ставляют реальную угрозу национальной безопасно-
сти России, здоровью нации и социальной стабиль-
ности в обществе [2, 4, 6]. Включение тех или иных ве-
ществ в соответствующие списки является правовым 
актом, который выполняется в соответствии с требо-
ваниями международного и национального права  [9, 
11, 12]. Следует отметить, что во всем мире сущест- 
вует ряд наркотических и психотропных средств, а 
также сильнодействующих и ядовитых веществ, ко-
торые официально разрешены для использования в 
медицинских целях. Это значит, что их можно законно 
производить, хранить, распределять, ввозить и выво-
зить из страны1. 

Обеспечение высокого уровня оказания лекарст- 
венной помощи, ее эффективность, непосредствен-
но влияет на  качество медицинской помощи в це- 
лом  [7, 8, 10]. Безусловно, огромная роль здесь при-
надлежит анальгезирующим эффектам наркотиче-
ских средств (НС) и психотропных веществ (ПВ). Од-
нако помимо данного положительного свойства эти 
вещества обладают и отрицательными эффектами, а 
именно  – эйфорией, привыканием, приводящим к  
наркотической зависимости [1, 5, 13].

1 О наркотических средствах и психотропных вещест- 
вах. Федеральный закон от 08.01.1998 № 3-ФЗ. Доступ-
но по: https://base.garant.ru/12107402/ Ссылка активна на 
21.10.2022.

Процедура уничтожения контролируемых групп 
веществ составляет один из этапов обращения ле-
карственных средств и имеет важное значение для 
обеспечения соблюдения требований по приобре-
тению, хранению и  использованию НС и ПВ, находя-
щихся в легальном обороте2 [3]. В  настоящее время  
действует новый нормативный документ, определя-
ющий эту процедуру  – приказ МЗ РФ от 22  октября 
2021 г. № 1004н3.

В Пермской государственной фармацевтической 
академии с 2005  года на базе Регионального испыта-
тельного центра «Фарматест» работает краевая ко-
миссия по уничтожению НС и ПВ, дальнейшее исполь-
зование которых в медицинской практике признано 
нерациональным. За этот период накоплен большой 
опыт взаимодействия с медицинскими учреждения-
ми, собран архивный материал по результатам еже-
месячных заседаний комиссии, проработаны методи-
ческие подходы к процедуре уничтожения, обобщены 
недостатки в деятельности отдельных учреждений.

2 Об обращении лекарственных средств. Федеральный 
закон от 12.04.2010 № 61-ФЗ. Доступно по: https://base.garant.
ru/12174909/ Ссылка активна на 21.10.2022.

3 Об утверждении инструкции по уничтожению наркоти-
ческих средств и психотропных веществ, входящих в списки  
и перечня наркотических средств, психотропных веществ 
и их прекурсоров, подлежащих контролю в Российской Фе-
дерации, дальнейшее использование которых в медицин-
ской практике признано нецелесообразным. Приказ МЗ 
РФ от 22.10.2021 № 1004н. Доступно по: https://base.garant.
ru/403136773/ Ссылка активна на 21.10.2022.
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Цель работы заключается в изучении процеду-
ры уничтожения НС и ПВ, включенных в Списки  II и  
III  Перечня1, как этапа обращения лекарственных 
средств, выявление тенденций назначения отдельных  
лекарственных препаратов для обезболивания на  
основании обобщения архивных данных Пермской 
краевой комиссии по уничтожению.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объекты исследования

При проведении исследования были использова-
ны архивы Пермской краевой комиссии по уничтоже-
нию НС и ПВ по субъектам и объектам уничтожения 
лекарственных препаратов, включенных в Списки  II 
и III Перечня, за период 2012–2021  гг. Изучены при-
казы академии по уничтожению, приложения к ним, 
акты уничтожения, а также все сопроводительные 
документы, предоставляемые учреждениями, вме-
сте с  объектами уничтожения. Материалы распреде-
лены по  юридическим лицам (медицинские и аптеч-
ные учреждения Пермского края), наименованию 
препаратов, форме выпуска, дозировке, причине 
уничтожения.

Используемые методы

При выполнении работы были использованы ста-
тистические и эмпирические методы: наблюдение, 
описание, изучение, обобщение и группировка, срав-
нение, доказательство и другие. Все этапы нашего  
исследования включали те или иные процедуры на-
блюдения за отдельными сторонами уничтожения ле-
карственных препаратов, изучение общего проте-
кания процесса, отдельных его деталей, выявления 
недостатков и анализа рисков, выделение и закрепле-
ние часто повторяющихся, устойчивых свойств, отно-
шений, обобщение и систематизация данных по всем 
объектам уничтожения с учетом наименований, до-
зировки, лекарственных форм, причин уничтожения, 
с учетом временного интервала проведения исследо-
вания по годам.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В ходе проведения работы было выявлено, что 

наиболее часто назначаемыми препаратами из Спи-
ска  II Перечня для обезболивания были морфин в  
ампулах (38145  штук) и  таблетках (9893  штуки), а так-
же трансдермальные терапевтические системы (ТТС) 
с фентанилом (4725  штук). Лекарственные препараты 
морфина в  виде таблеток начали активно применять- 
ся с 2016 года.

1 Об утверждении перечня наркотических средств, пси-
хотропных веществ и их прекурсоров, подлежащих контро-
лю в Российской Федерации. Постановление Правительства 
РФ от 30.06.1998 № 681. Доступно по: https://base.garant.
ru/12112176/ Ссылка активна на 21.10.2022.

С 2019  года на заседаниях комиссии стали рас-
сматриваться дела по уничтожению таблеток Таргин®, 
содержащих оксикодон (2340  таблеток за 3  года), что 
свидетельствует об увеличении их использования 
в медицинской практике.

Инъекционные растворы, содержащие «Омно-
пон», с 2017 года стали редко выписываться больным 
и не сдавались их родственниками в медицинские  
учреждения, а, значит, и не попадали в качестве объ-
ектов на уничтожение.

«Промедол» в форме ампульных растворов при-
меняется в медицинской практике регулярно, одна- 
ко в связи с использованием для обезболивания и  
других лекарственных препаратов (таблеток, транс- 
дермальных терапевтических систем) за последние 
6  лет количество промедола в обороте снизилось. 
Шприц-тюбики с промедолом, наоборот, с 2015  го-
да активно используются в аптечке военнослужащих, 
отправляющихся в «горячие точки». Поэтому, еже-
годно препарат попадает в комиссию по уничтоже-
нию и уничтожается в соответствии с действующим 
законодательством.

Архивные данные показали, что в течение всего 
исследуемого периода в  медицинской практике при-
менялись трансдермальные терапевтические систе-
мы с контролируемой скоростью высвобождения ве- 
щества. С 2012 по 2019  год преобладали импортные 
лекарственные препараты в форме ТТС. Однако с 
2020  года активно в медицинской практике стали при- 
меняться отечественные пластыри «Фентанил». Ис-
пользование импортных ТТС «Дюрогезик» практиче-
ски сошло на нет.

Инъекционные растворы кетамина ежегодно пе-
редавались медицинскими учреждениями на унич-
тожение (всего 4995  единицы). Отмечена тенденция 
к  снижению количества уничтоженных ампул в це- 
лом и объема оставшегося в ампулах раствора.

В ходе проведения исследований выявлено, что 
наиболее часто назначаемыми препаратами Спи-
ска  III Перечня были диазепам (105,95  г), фенобарби- 
тал (1857,32  г), натрия оксибутират (95,14  г), данные 
даны в граммах из расчета содержания действующих 
веществ. При этом все эти препараты в различных  
лекарственных формах уничтожались регулярно, 
данные имеются за каждый год периода.

Была, однако, замечена тенденция снижения ко-
личества вскрытых не  полностью использованных  
ампул диазепама (диазепам, релиум, седуксен, сиба-
зон, реланиум) от начала до конца исследуемого пе- 
риода: практически в 20  раз. Частично, это связано с 
тем, что в феврале 2013 года Список  III Перечня НС и 
ПВ значительно расширился, большое количество  
антидепрессантов, транквилизаторов оказались конт- 
ролируемыми. С другой стороны, многие из этих пре- 
паратов, имеющиеся на балансе медицинских учреж-
дений, не были востребованы в медицинской практи-
ке и уничтожались по причине истечения срока год- 
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ности, например, с 2016 по 2019  годы было уничто- 
жено 39 400 таблеток «Алпразолам».

Уничтожение многих психотропных препара-
тов в  таблетированной форме было эпизодическим. 
Больше всего препаратов было уничтожено из тех, 
которые содержали в качестве действующего ве- 
щества хлордиазепоксид и оксазепам. В течение 
многих лет периода регулярно уничтожались пре-
параты, содержащие клоназепам, нитразепам, окса-
зепам. Однако за последние 3  года ни один из этих 
препаратов, кроме клоназепама, не сдавался ЛПУ на  
уничтожение.

Интересна тенденция использования лекарствен-
ных препаратов фенобарбитала: порошки с 2014  го-
да не передавались в комиссию по уничтожению, 
что свидетельствует об ограничении их применения 
в медицинской практике, таблетки же фенобарби-
тала в период с 2014 по 2018  годы широко исполь-
зовались и, как следствие, становились объектами 
уничтожения.

На следующем этапе мы изучили причины, ко-
торые привели к необходимости уничтожения кон-
кретных наименований лекарственных препаратов, 
на основании которых они не могли в дальнейшем  
использоваться в медицинской практике. По каждому 
наименованию препарата мы обобщили эти причины.

Анализ данных за исследуемый период показал, 
что основной причиной уничтожения лекарствен-
ных препаратов Списка  II Перечня является переда-
ча родственниками умерших онкобольных. Для пре-
паратов морфина эта цифра составила 93,7 %, для 
раствора омнопона, таблеток «Таргин», «Просидол»  – 
100 %, для раствора промедола  – 64,6 %, для ТТС с 
фентанилом – 98,6 %.

Наибольшее число единиц лекарственных пре-
паратов, уничтоженных по причине истечения сро-
ка годности, а, значит, не востребованности в меди- 
цинской практике, дал ампульный раствор фента- 
нила – 97,1 %.

«Кетамин» широко применяется в детской прак- 
тике, о чем свидетельствует сдаваемое на уничто-
жение большое количество не полностью использо- 
ванных ампул, когда только часть ампулы расходует-
ся в соответствии с весом ребенка. Остатки раствора 
вместе с ампулой сдаются на уничтожение. Доля ке- 
тамина среди всех уничтоженных по причине меха- 
нического воздействия препаратов (вскрытые не пол-
ностью использованные ампулы) составила 85,6 %.

В качестве других причин уничтожения были вы-
явлены: прекращение действия лицензии у лечеб-
но-профилактического учреждения (ЛПУ), ликвида- 
ция подразделения ЛПУ, реорганизация ЛПУ, бой  
ампул, хранение с нарушением температурного ре-
жима. Последняя причина наиболее часто связана с 
использованием шприц-тюбиков с промедолом в пе- 
риод армейских учений или военных операций. Так 
как обеспечить требуемый режим хранения в эти пе-
риоды невозможно, по возвращении военнослужа- 

щих на базу, препарат подлежит уничтожению в соот-
ветствии с действующим законодательством.

Анализ данных за исследуемый период показал, 
что основными причинами уничтожения лекарствен-
ных препаратов Списка  III Перечня является истече- 
ние срока годности и механическое воздействие 
(вскрытые не полностью использованные ампулы). В 
этом основное отличие причин уничтожения от пре-
паратов Списка  II, где основной причиной является  
передача препаратов родственниками умерших онко- 
больных.

Причины уничтожения, связанные с истечением 
срока годности и механическим воздействием, мож- 
но отнести только к диазепаму, мидазоламу и натрию 
оксибутирату, которые выпускаются, в том числе, в  
виде инъекционных растворов. У подавляющего боль-
шинства препаратов в таблетированной форме ос-
новной причиной уничтожения было истечение сро- 
ка годности (тианептин, золпидем, нитразепам, ме-
пробамат, оксазепам, хлордиазепоксид, медазепам).

К другим редким причинам уничтожения препа-
ратов Списка  III можно отнести сдачу родственника-
ми онкобольных, бой, реорганизация подразделений 
ЛПУ, нереализованные остатки в связи с закрытием 
ЛПУ, отсутствием лицензии, невыясненные условия 
хранения или их нарушение, непригодность ЛС ввиду 
воздействия на него.

При изучении протоколов комиссии по уничто-
жению, а также информационных писем, которые 
рассылаются по итогам проведения заседаний ко-
миссии в ЛПУ Пермского края, выявлен ряд ошибок, 
допускаемых этими медицинскими учреждениями 
при оформлении документации и подготовке объек-
тов к уничтожению.

Основными группами таких нарушений являются 
следующие: некорректное оформление сопроводи-
тельных документов (заявителем не указываются или 
указываются с ошибками наименование препарата, в 
том числе международное непатентованное, серия,  
срок годности, дата производства для импортных  
препаратов, дата сдачи родственниками онкоболь-
ных, дозировка, объем), отсутствие необходимых 
документов в комплекте (акта о порче в случае ис-
течения срока годности, упаковочного вкладыша 
непосредственно в упаковке), нарушение сроков сда-
чи препаратов комиссию по уничтожению, несоот-
ветствие фактического наличия единиц препарата 
заявленному в сопроводительных документах.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Впервые систематизированы и обобщены данные  

за 2012–2021  гг. по уничтожению НС и ПВ, включен-
ных в Списки  II и  III Перечня НС и ПВ, произведенно-
му Пермской краевой комиссией по уничтожению,  
созданной на базе ФГБОУ ВО ПГФА Минздрава Рос-
сии. Изучен ассортимент и количество передаваемых 
на уничтожение медицинскими учреждениями ле- 
карственных препаратов, что позволило увидеть тен-
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денции в назначении и использовании их в меди-
цинской практике. Полученные результаты научного 
исследования переданы в Министерство здравоохра-
нения Пермского края.

Результатом работы с замечаниями в адрес от-
дельных юридических лиц является оформление ин-
формационных писем, составленных в обобщенном 
виде, и рассылка их во все медицинские учреждения 
Пермского края. Это позволяет оптимизировать ор-
ганизационные аспекты деятельности этих учреж-
дений, связанные с оборотом НС и ПВ, оказывать по- 
мощь в построении четкого алгоритма действий каж- 
дого из этапов, в том числе этапа уничтожения.
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Резюме
Введение. Новые требования к регистрации воспроизведенных лекарственных препаратов (ЛП) после вступления Российской Федерации 
(РФ) в Евразийский Экономический союз (ЕАЭС) и подписания Соглашения о единых принципах и правилах обращения лекарственных 
препаратов, определили ряд проблем и возможностей, с которыми столкнулись специалисты по регистрации ЛП и работе с регуляторными 
органами. Представленные перспективы по регистрации ЛП предопределяют перечень задач к реорганизации работы отдела по работе 
с регуляторными органами и необходимость повышения компетенции сотрудников организации-производителя с целью осуществления 
эффективной работы.
Цель. Установление критических процессов на этапе подготовки регистрационного досье и регистрации воспроизведенных 
лекарственных препаратов для определения направлений повышения эффективности и организации работы отдела по регистрации ЛП.
Материалы и методы. В качестве материалов исследования выступали доступные публикации в рецензируемых журналах по 
тематическим запросам, составленным по ключевым словам выбранной тематики, официальные интернет-сайты, нормативные-правовые 
акты (НПА), регламентирующие порядок регистрации ЛС в РФ, ЕАЭС и зарубежных странах.
Результаты и обсуждение. Представлен кратко обзор регуляторных вопросов по регистрации ЛП по требованиям Евразийского 
Экономического союза. Были определены критические этапы процесса регистрации ЛП и задачи, требующих решения с целью 
обеспечения эффективной работы отдела по работе с регуляторными органами при осуществлении процессов регистрации ЛП на 
территории РФ, ЕАЭС и других странах. Обозначена роль профессиональной квалификации специалистов, занимающихся вопросами 
подготовки регистрационного досье и процессами регистрации лекарственных препаратов. 
Заключение. Изменения нормативно-правового регулирования процесса регистрации и несовершенства требований к специалистам, 
осуществляющим процедуры подготовки регистрационного досье, определяют необходимость разработки организационных технологий 
и мероприятий на уровне организации, направленных на стандартизацию всех процессов и формированию профессиональных 
специализированных компетенций персонала.

Ключевые слова: процесс регистрации лекарственных препаратов, воспроизведённые лекарственные препараты, специалист по 
регистрации, регистрационное досье
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Abstract
Introduction. New requirements for the registration of generic drugs after the entry of the Russian Federation into the Eurasian Economic 
Union (EAEU) and the signing of the Agreement on Common Principles and Rules for the Circulation of Medicinal Products identified a number 
of problems and opportunities that specialists in drug registration and working with regulatory authorities. The presented prospects for drug 
registration predetermine the list of tasks for the reorganization of the work of the department for work with regulatory authorities and the need 
to improve the competence of the employees of the manufacturers in order to carry out effective work.
Aim. Assessing critical steps in the generic drug registration process to improve the efficiency and organization of the Regulatory Affairs 
department.
Materials and methods. The materials of the study were available publications in peer-reviewed journals on thematic queries compiled according 
to the keywords of the chosen subject, official websites, regulatory legal acts regulating the procedure for registering drugs in the Russian 
Federation, the EAEU and foreign countries.
Results and discussion. A brief overview of regulatory issues on drug registration according to the requirements of the Eurasian Economic Union 
is presented. The critical stages of the drug registration process and the tasks that need to be solved in order to ensure the effective work of the 
department for working with regulatory authorities in the implementation of drug registration processes in the Russian Federation, the EAEU and 
other countries were identified. The role of professional qualifications of specialists involved in the preparation of the registration dossier and the 
processes of registration of medicines is indicated.
Conclusion. Changes in the legal regulation of the registration process and the imperfection of the requirements for specialists who carry out the 
procedures for preparing the registration dossier determine the need to develop organizational technologies and measures at the organization 
level aimed at standardizing all processes and forming professional specialized competencies of personnel.

Keywords: registration process of medicines, generic drugs, registration specialist, registration dossier
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ВВЕДЕНИЕ
Новые требования к регистрации лекарствен-

ных препаратов (ЛП) после вступления Российской 
Федерации (РФ) в Евразийский Экономический союз  
(ЕАЭС) и подписания Соглашения о единых принци- 
пах и правилах обращения ЛП, определили ряд про-
блем и возможностей, с которыми столкнулись спе- 
циалисты по регистрации. Данные изменения пре- 
допределяют перечень новых задач к функциониро-
ванию отдела по работе с регуляторными органами  
и необходимость повышения компетенции сотрудни-
ков организации-производителя с целью осуществле-
ния эффективной работы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве материалов исследования выступа-

ли доступные публикации в  рецензируемых журна-
лах по тематическим запросам, составленным по клю-
чевым словам выбранной тематики, официальные  
интернет-сайты, нормативные-правовые акты (НПА), 
регламентирующие порядок регистрации ЛС в РФ,  
ЕАЭС и зарубежных странах.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Новый формат регистрации воспроизведенных  

ЛП на  территории Российской Федерации на сегод-
няшний день регулируется наднациональными нор-
мативно-правовыми актами Евразийского экономи-
ческого союза (далее – государства-члены, Союз) пяти 
стран (Российская Федерация, Республика Армения, 
Республика Беларусь, Кыргызская Республика, Респуб- 
лика Казахстан)1 [1, 2]. Одним из основных докумен-
том является Решение Совета Евразийской экономи-
ческой комиссии от 3  ноября 2016  г. №  78 «О Прави- 
лах регистрации и экспертизы лекарственных средств 
для медицинского применения» (далее  – Правила). 
В  Правилах установлены основные процессы регист- 
рации ЛП, подтверждение регистрации (перерегист- 
рация), внесение изменений в регистрационное до-
сье и  иные связанные с регистрацией ЛП для меди- 
цинского применения процедуры [3].

1 Соглашение о единых принципах и правилах обраще-
ния лекарственных средств в рамках Евразийского экономи-
ческого союза Доступно по: https://docs.eaeunion.org/docs/
ru-ru/0147061/itia_24122014 Ссылка активна на 20.10.2022.
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За период с 2018  года по  2022  год в Правила бы-
ли внесены 7  изменений. Все вносимые изменения в 
Правила подлежат обязательной имплементации Ми-
нистерством Здравоохранения Российской Федера-
ции совместно с  регуляторными органами других го- 
сударств-членов Союза  [4]. Одно из  последних изме-
нений Решение Совета Евразийской экономической 
комиссии от 17  марта 2022  г. №  36 «О внесении изме-
нений в Правила регистрации и экспертизы лекарст- 
венных средств для медицинского применения» (да-
лее  – Решение №  36) дает возможность подготовки  
и представление регистрационного досье в полно-
стью электронном формате, включая Модуль 1 с ис-
пользованием электронной подписи ряда докумен-
тов, что ранее не было доступно. Внесены изменения 
в сроки проведения регистрации ЛП, а именно сроки 
представлены в рабочих днях, что дает возможность 
уполномоченному органу (УО) осуществлять свое- 
временно экспертизу [5]. Для Заявителя учет экс-
пертизы в рабочих днях также дает преимущество, а  
именно при ответе на запрос УО срок предоставления 
увеличивается. Согласно Решению №  36, также опи- 
саны детализированные требования к регистрации  
ЛП в исключительных случаях (процессуальные осо-
бенности подробно описаны в Приложении №  25 к 
Правилам), условная регистрация ЛП (Приложение 
№  26 к Правилам), ускоренная экспертиза ЛП (При-
ложение №  27 к Правилам). Данные виды регистра- 
ции предоставляют возможность для организации- 
производителя регистрировать орфанные ЛП, ле- 
карственные препараты, предназначенные для лече- 
ния, диагностики и профилактики тяжелых (инвали-
дизирующих) заболеваний и т.  д. При условной ре- 
гистрации предоставляется возможность подачи ре- 
гистрационного досье с неполными данными об эф-
фективности и безопасности ЛП [6].

В изменениях к Правилам также уточнены усло-
вия получения бессрочного удостоверения. Это ка-
сается тех случаев, когда ЛП уже зарегистрирован на 
территории государств-членов ЕАЭС не менее пяти 
лет, за исключением случаев расширения географии. 
При включении стран признания, в которых ранее не 
было регистрации, предусмотрена замена бессрочно- 
го регистрационного удостоверения на срочное (сро-
ком на 5 лет) [5].

Внесение изменений в регистрационное досье, 
подтверждение государственной регистрации (пе-
ререгистрации) для ЛП, зарегистрированных по на-
циональной процедуре, продолжает регулироваться 
Федеральным законом «Об обращении лекарствен-
ных средств» от 12.04.2010 № 61-ФЗ (в редакции от 
26.03.2022  года) и  требует подготовки регистрацион-
ного досье в  соответствии с национальными требова-
ниями РФ1.

1 Федеральный закон "Об обращении лекарственных 
средств" от 12.04.2010 N 61-ФЗ Доступно по: http://www.
consultant.ru/ Ссылка активна на 20.10.2022.

Правилами также установлен исчерпывающий  
перечень документов, которые необходимо в обяза- 
тельном порядке представить в уполномоченный ор-
ган в соответствующем формате. Детализация комп- 
лекта документов, а именно представление доку-
ментов на бумажном и (или) электронном носителях 
должна быть одинаковой, степень такой детализации 
определяется и поддерживается заявителем (держа-
телем регистрационного удостоверения). Заявитель 
представляет в уполномоченный орган референтно-
го государства регистрационное досье в электрон- 
ном формате XML (R.022) в соответствии с приложе- 
ниями № 1–5 к Правилам регистрации2 [7] (таблица 1).

Ответственность при подготовке материалов ре-
гистрационного досье в данном формате лежит на 
специалисте по регистрации [8]. При некорректной 
загрузке файлов в формате XML, возникают сложно-
сти с валидностью комплекта документов регистра-
ционного досье на ЛП.

Для оценки эффективности деятельности отде-
ла по работе с регуляторными органами, можно вы-
делить две группы критических этапов в процессе 
подготовки регистрационного досье и регистрации 
ЛП, которые могут оказать значительное негатив-
ное влияние на результат подачи пакета документов 
регистрационного досье в уполномоченный орган 
(таблица 2).

Эффективное функционирование отдела по рабо-
те с регуляторными органами зависит от ряда факто-
ров, в том числе от профессиональной квалификации 
специалистов. Процессы подготовки регистрационно- 
го досье и  регистрации ЛП являются комплексными 
и разнонаправленными, требуют специальных на-
выков и умений специалиста, сформированных на 
знаниях:
 • формата документов регистрационного досье;
 • структуры и содержания материалов регистра- 

ционного досье в части аспектов фармацевтиче-
ской разработки (аналитические методики, техно-
логические подходы, обзоры доклинических ис-
следований и др.);

 • иных сопроводительных документов этапа фар-
мацевтической разработки ЛП.
Кроме этого, специалист по  регистрации (при на-

личии соответствующей квалификации) может быть 
также ответственен за  подготовку обобщенного до-
кумента регистрационного досье  – общего резюме  
по качеству (ОРК), формируемый на основе инфор-
мации Модуля 3. Качество регистрационного досье 
на ЛП, и представляемый в виде краткого резюме с 
обобщенными данными по качеству ЛП и активной 
фармацевтической субстанции.

2 Решение Совета Евразийской экономической комиссии 
от 3 ноября 2016 г. № 78 "О Правилах регистрации и экспер-
тизы лекарственных средств для медицинского применения" 
Доступно по: http://www.eurasiancommission.org/ Ссылка ак-
тивна на 20.10.2022.
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Таблица 1. Процедуры регистрации, возможные результаты и документы, выданные уполномоченным органом,  
завершающие процесс

Table 1. Registration procedures, possible outcomes and documents issued by the authorized body that complete the process

№ п/п
No. p/p

Процедура
Procedure

Результат
Result

Положительный
Positive

Отрицательный (отказ)
Negative (rejection)

1
Регистрация ЛП
LP registration

Регистрационное удостоверение (РУ), нормативная до-
кументация по  качеству, макеты, общая характеристика 
лекарственного препарата (ОХЛП), листок-вкладыш (ЛВ)
Marketing Authorization (MA), regulatory documentation 
on quality, layouts, general characteristics of the medicinal 
product (SmPC), package leaflet (PL)

Отрицательный экспертный отчет 
по оценке ЛП
Negative expert report on the eva- 
luation of drugs

2

Подтверждение регистрации (пе-
ререгистрация)
Registration confirmation (re-regist- 
ration)

РУ
RU

Отрицательный экспертный отчет 
по оценке ЛП
Negative expert report on the eva- 
luation of drugs

3

Внесение изменений в регистра- 
ционное досье
Making changes to the registration 
dossier

В зависимости от вносимых изменений РУ, нормативная 
документация по качеству, макеты, ОХЛП, ЛВ. По запросу 
заявителя возможно предоставление экспертного отчета 
(при необходимости)
Depending on the changes made, RC, regulatory quality do- 
cumentation, layouts, SmPC, PL. At the request of the appli-
cant, it is possible to provide an expert report (if necessary)

Отрицательный экспертный отчет 
по оценке ЛП
Negative expert report on the eva- 
luation of drugs

4

Приведение в  соответствие с тре-
бованиями ЕАЭС
Bringing into compliance with the 
requirements of the EAEU

РУ, нормативная документация по качеству, макеты, 
ОХЛП, ЛВ. По запросу заявителя возможно предоставле-
ние экспертного отчета (при необходимости)
RU, regulatory documentation for quality, layouts, SmPC, PL. 
At the request of the applicant, it is possible to provide an 
expert report (if necessary)

Отрицательный экспертный отчет 
по оценке ЛП
Negative expert report on the eva- 
luation of drugs

Таблица 2. Критические процессы подготовки регистрационного досье и регистрации лекарственных препаратов

Table 2. Critical processes for preparation of a registration dossier and registration of medicinal products

Документальная часть
Documentary

Техническая часть
Technical part

Оформление документов регистрационного досье 
в соответствие с требованиями Решений ЕАЭС
Preparation of registration dossier documents in  
accordance with the requirements of the EAEU Deci-
sions

Оформление документов регистрационного досье в  формате 12.pdf (для Модулей 
2–5 текст документа должен иметь возможность копирования (читаемая подложка).
Загрузка документов регистрационного досье в соответствии с Классификатором1 в 
программе с возможностью преобразования файлов в формат XML.
Валидация комплекта документов регистрационного досье в формате XML в личном 
кабинете ФГБУ НЦЭСМП c последующей выгрузкой подтверждения успешной загруз-
ки досье2

Preparation of registration dossier documents in 12.pdf format (for Modules 2–5, the text of 
the document must be able to be copied (readable background)
Uploading registration dossier documents in accordance with Classifier1 in a program with 
the ability to convert files to XML format.
Validation of a set of documents of the registration dossier in XML format in the personal 
account of the Federal State Budgetary Institution SCESMP, followed by uploading 
confirmation of successful upload of the dossier2

Примечание. 1 Решение Коллегии Евразийской экономической комиссии от 17 сентября 2019 г. № 159 "О классификаторе видов до-
кументов регистрационного досье лекарственного препарата и справочнике структурных элементов регистрационного досье ле-
карственного препарата" (в ред. Решения Коллегии Евразийской экономической комиссии от 21.12.2021 № 179) Доступно по: http://www.
eurasiancommission.org/ Ссылка активна на 20.10.2022.

2 Федеральное государственное бюджетное учреждение «Научный центр экспертизы средств медицинского применения» Минздрава 
России Доступно по: https://www.regmed.ru Ссылка активна на 20.10.2022.

Note. 1 Decision of the Board of the Eurasian Economic Commission dated September 17, 2019 No. 159 "On the classifier of types of documents 
of the registration dossier of a medicinal product and the reference book of structural elements of the registration dossier of a medicinal product" 
(as amended by the Decision of the Board of the Eurasian Economic Commission dated December 21, 2021 No. 179) Available at: http://www.
eurasiancommission.org/ Accessed: 20.10.2022.

2 Federal State Budgetary Institution "Scientific Center for Expertise of Medicinal Products" of the Ministry of Health of the Russian Federation 
Available at: https://www.regmed.ru. Accessed: 20.10.2022.
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Результатом эффективной и правильно органи-
зованной работы специалиста является минималь-
ное количество запросов к заявителю по документам 
со  стороны регуляторного органа и как итог работы 
положительное решение по любой из процедур с по-
лучением комплекта утверждаемых регуляторным ор-
ганом документов.

Таким образом, профессиональная подготовка 
специалиста по регистрации должна быть разносто-
ронней и учитывать то, что регистрационное досье 
включает в себя документы фармацевтической разра-
ботки ЛП, производственного процесса ЛП, докумен-
ты по  качеству ЛП, материалы доклинических и кли-
нических исследований ЛП и т.  д., которые подлежат 
анализу и обработке специалистом по регистрации.

Несмотря на вызовы развития отечественной 
фармацевтической промышленности, современным 
образованием уделяется недостаточное внимание 
(уровень подготовки специалитета и бакалавриата) 
формированию компетенций по данным вопросам. 
Исключением являются специализированные про-
граммы магистратуры по отдельным направлениям 
подготовки [9].

При этом быстро меняющиеся требования нор-
мативно-правового регулирования данных вопро- 
сов определяют с одной стороны сложность подго-
товки таких специалистов (не соответствие образо-
вательной практики регулярно обновляемым пра-
вилам), с другой стороны актуальность регулярного 
обучения [10].

Необходимо отметить, что на сегодняшний день 
отдельно не регламентированы профессиональные 
требования к специалисту отдела по работе с регуля-
торными органами, а именно к образованию по уров-
ню, квалификации и специализации. Действующими 
документами утвержден профессиональный стандарт 
«Специалист по промышленной фармации в области 
исследований», где среди трудовых функций пред-
усмотрено проведение работ по государственной 
регистрации и пострегистрационному мониторин-
гу ЛП, включая руководство этими работами. Кроме  
этого, обозначены необходимые умения и знания та- 
кого специалиста, для осуществления следующих тру-
довых функций:
 • подготовка и представление в уполномоченный  

орган исполнительной власти регистрацион-
ного досье на ЛП и изменений в него, материа-
лов и образцов в соответствии с установленными 
требованиями;

 • разработка документации по работам, касающим-
ся государственной регистрации ЛП;

 • проведение оценки состояния процессов разра-
ботки ЛС и предлагаемых изменений в зарегист- 
рированные препараты на соответствие установ-
ленным требованиями и процедурам;

 • проведение работ по защите интеллектуальной 
собственности на разрабатываемые и производи-
мые лекарственные средства;

 • подготовка ответов на запросы уполномочен-
ных федеральных органов исполнительной вла-
сти в ходе государственной регистрации ЛП, под-
тверждения государственной регистрации ЛП, 
внесения изменений в регистрационное досье;

 • мониторинг прохождения экспертиз в уполномо-
ченных экспертных организациях;

 • мониторинг регуляторной информации и регуля-
торных прецедентов для решения профессиональ-
ных задач по государственной регистрации ЛП;

 • распространение регуляторной информации о ЛС 
по структурным подразделениям фармацевтиче-
ского производства1.
Учитывая обозначенные выше трудовые функции 

и критичные процессы для обеспечения эффектив-
ной работы отдела по работе с регуляторными орга-
нами на уровне отдельной организации необходимо 
решения ряда вопросов:
 • систематизировать процессы подготовки регист- 

рационного досье и регистрации ЛП с целью эф-
фективной регистрации ЛП в РФ, на территории 
ЕАЭС и зарубежных странах;

 • сформировать перечень процедур, подлежащих 
стандартизации, и разработать организационные 
технологии для эффективной организации про-
цесса регистрации ЛП;

 • предложить эффективную структуру отдела по 
работе с регуляторными органами;

 • разработать проекты форм документального  
сопровождения осуществления процессов;

 • определить порядок взаимодействия персонала 
отдела как с внутренними подразделениями, так 
и внешними партнерами (заказчиками, регуля-
торными органами и др.);

 • предложить технологии формирования профес-
сиональных специализированных компетенций 
специалистов по регистрации.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Обеспечение эффективности работы фармацев-

тической организации на примере отдела по работе 
с регуляторными органами можно достигнуть за счет 
комплексного подхода к организации и стандартиза-
ции деятельности отдела по работе с регуляторными 
органами фармацевтической компании с учетом по-
ставленных задач организацией-производителем в 
части фармацевтической разработки и последующей 

1 Приказ от 22 мая 2017 г. № 432н об утверждении про-
фессионального стандарта "Специалист по промышленной 
фармации в области исследований лекарственных средств" 
Доступно по: http://www.consultant.ru/ Ссылка активна на 
20.10.2022.
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регистрацией ЛП, а также, требований внутренних 
и внешних нормативно-правовых актов Российской  
Федерации, Евразийского Экономического союза и 
зарубежных стран.
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Резюме
Введение. Ключевую роль в организации системы фармаконадзора занимает держатель регистрационного удостоверения (ДРУ), 
осуществляющий мониторинг безопасности и эффективности на всех этапах жизненного цикла ЛС, необходимость которого 
определена нормативными документами в области фармаконадзора. Возможность обеспечения требуемого качества выполнения 
процессов и получаемых результатов в системе фармаконадзора ДРУ непосредственно связана с наличием достаточного количества 
компетентного, квалифицированного и обученного персонала в подразделениях, тесно взаимодействующих в системе фармаконадзора 
ДРУ, что обуславливает необходимость формирования соответствующих компетенций по выполнению процедур, предусмотренных при 
выявлении изменений профиля безопасности ЛС. Неотъемлемой частью формирования компетенций сотрудников и подразделений, 
вовлеченных в систему фармаконадзора ДРУ, является обучение по специально разработанной программе и оценка его эффективности. 
Цель. Обоснование формирования профессионально-специализированных компетенций и обучение сотрудников в системе 
фармаконадзора ДРУ. 
Материалы и методы. В качестве материалов исследования выступали результаты трудов отечественных ученых, данные собственных 
исследований и нормативные правовые акты, регламентирующие фармаконадзор в РФ, ЕАЭС. В качестве методов исследования 
использованы методы социологического, логического анализа, интерактивного обучения. 
Результаты и обсуждение. Установлена необходимость и сформированы профессионально-специализированные компетенции 
руководителей и специалистов держателя регистрационного удостоверения в системе фармаконадзора, для овладения которыми 
разработана образовательная программа и проведено обучение. Внедрено информационное и методическое обеспечение персонала. 
Заключение. В ходе проведенного исследования установлено, что обучение является неотъемлемой частью организации 
самостоятельного рабочего процесса сотрудника. Для достижения качественного выполнения процессов и задач, связанных с 
фармаконадзором, в ДРУ необходимо иметь достаточное количество компетентного и обученного персонала. С целью актуализации 
полученных знаний по фармаконадзору целесообразно осуществлять внутрикорпоративное обучение с определенной периодичностью.
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Abstract
Introduction. The key role in the organization of the pharmacovigilance system is played by the Marketing Authorization Holder (MAH), who 
monitors the safety and effectiveness at all stages of the life cycle of drugs, the need for which is determined by regulatory documents in the field 
of pharmacovigilance. The possibility of ensuring the required quality of the processes and the results obtained in the pharmacovigilance system 
of the MAH is directly related to the availability of a sufficient number of competent, qualified and trained personnel in the units that closely 
interact in the pharmacovigilance system of the MAH, which necessitates the formation of appropriate competencies for the implementation of 
procedures provided for when identifying changes in the safety profile of drugs. An integral part of the formation of competencies of employees 
and departments involved in the pharmacovigilance system of the MAH is training according to a specially developed program and evaluation of 
its effectiveness.
Aim. Substantiation of the formation of professionally specialized competencies and training of employees in the pharmacovigilance system of 
the MAH.
Materials and methods. The research materials were the results of the works of domestic scientists, data from their own research and regulatory 
legal acts regulating pharmacovigilance in the Russian Federation, the EAEU. Methods of sociological, logical analysis, and interactive learning 
were used as research methods.
Results and discussion. The necessity has been established and the professionally specialized competencies of managers and specialists of the 
MAH in the pharmacovigilance system have been formed, for the mastery of which an educational program has been developed and training has 
been conducted. Information and methodological support of personnel has been introduced.
Conclusion. In the course of the conducted research, it was found that training is an integral part of the organization of an employee's independent 
workflow. In order to achieve high-quality performance of processes and tasks related to pharmacovigilance, it is necessary to have a sufficient 
number of competent and trained personnel in the MAH. In order to update the acquired knowledge on pharmacovigilance, it is advisable to carry 
out intra-corporate training with a certain frequency.
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ВВЕДЕНИЕ
Ключевую роль в  организации системы фармако-

надзора занимает держатель регистрационного удо-
стоверения (ДРУ), осуществляющий мониторинг без- 
опасности и эффективности на всех этапах жизнен-
ного цикла ЛС, необходимость которого определена 
нормативными документами в области фармаконад- 
зора1, 2, 3. Возможность обеспечения требуемого ка- 
чества выполнения процессов и получаемых резуль-

1 Федеральный закон от 12.04.2010 № 61-ФЗ «Об обра-
щении лекарственных средств». Доступно по: https://docs.
cntd.ru/document/902209774. Ссылка активна на 20.10.2022.

2 Решение № 87 «Об утверждении Правил надлежащей 
практики фармаконадзора Евразийского экономического 
союза» от 03. 11. 2016 г. Доступно по: https://docs.cntd.ru/
document/456026106. Ссылка активна на 20.10.2022.

3 Приказ Федеральной службы по надзору в сфере 
здравоохранения от 15.02.2017 г. № 1071 «Об утверждении 
порядка осуществления фармаконадзора». Доступно по: 
https://docs.cntd.ru/document/420394411. Ссылка активна на 
20.10.2022.

татов в системе фармаконадзора ДРУ непосредствен- 
но связана с наличием достаточного количества ком-
петентного, квалифицированного и обученного пер-
сонала в подразделениях, тесно взаимодействую-
щих в  системе фармаконадзора ДРУ [1, 2]. Проблема 
низкой вовлеченности специалистов обуславливает  
необходимость формирования соответствующих ком-
петенций по  выполнению процедур, предусмотрен-
ных при выявлении изменений профиля безопасно-
сти ЛС [3–5]. Помимо сбора спонтанных сообщений  
от потребителей специалистам необходимо прово-
дить мониторинг научной и не научной литерату-
ры, социальных сетей, сайтов регуляторных органов 
и  международных организаций  [6–8]. Также являет- 
ся важным обеспечивать сбор и обработку информа-
ции по безопасности и эффективности, полученной  
в ходе клинических исследований [9].

Неотъемлемой частью формирования компетен-
ций сотрудников и  подразделений, вовлеченных в 
систему фармаконадзора ДРУ, является обучение по 
специально разработанной программе и оценка его 
эффективности.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследование проводилось в  несколько этапов. 

На  первом этапе нами проведено методическое обо-
снование формирования профессионально  – специа-
лизованных компетенций (ПСК) для ДРУ, включающее:
 • нормативно-правовое обоснование необходимо-

сти разработки ПСК по фармаконадзору;
 • формулирование ПСК и индикаторов их дости- 

жения;
 • обоснование содержания образовательных про-- 

грамм;
 • оценку информированности специалистов и ру- 

ководителей;

 • разработку информационного и методического 
обеспечения специалистов, участвующих в сборе, 
анализе и передаче информации по безопасно-
сти и эффективности ЛП;

 • проведение обучения специалистов и определе-
ние его эффективности (рисунок 1).
На первом этапе проводимого нами исследова-

ния были проанализированы основные нормативные  
правовые документы по фармаконадзору в части фор-
мирования профессионально-специализированных 
компетенций руководителей и специалистов ДРУ (ри- 
сунок 2).

Рисунок 1. Методическое обоснование формирования профессионально-специализированных компетенций

Figure 1. Methodological justification of the formation of the professional and specialized competencies
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Рисунок 2. Нормативные документы, используемые держателем регистрационного удостоверения в части фармаконадзора

Figure 2. Regulatory documents used by the Marketing Authorization Holder in terms of pharmacovigilance
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Так, в соответствии с п.  2.4  Решения №  87 («Об 
утверждении Правил надлежащей практики фарма-
конадзора Евразийского экономического союза»), 
«Обучение должно быть направлено на повышение 
соответствующих профессиональных навыков, внед- 
рение научных достижений в практику и выполня-
емые процедуры, обеспечение соответствия всех 
специалистов требованиям к квалификации, профес-
сиональным навыкам, знаниям и пониманию выпол-
няемых процедур, связанных с фармаконадзором»1. 
Для формирования компетенций руководителей и 
специалистов ДРУ, осуществляющих деятельность 
по фармаконадзору, следует учитывать требования 
профессионального стандарта «Специалист по про-
мышленной фармации в области исследования ле-
карственных средств» (вид деятельности «Организа-
ционное и регуляторное сопровождение прикладных 
исследований в области разработки новых ЛС и усо-
вершенствования промышленно производимых ЛС»)2. 
В профстандарте фармаконадзору посвящены две  
трудовые функции: проведение мониторинга без- 
опасности ЛП (для специалистов) и руководство ра-
ботами по мониторингу безопасности ЛП (для руко- 
водителей).

Учитывая требования НД и профстандарта, на 
следующем этапе исследования мы установили це-
ли формирования профессионально-специализиро-
ванных компетенций ДРУ и сформулировали профес-
сионально-специализированные компетенции (ПСК) 
и  индикаторы достижения компетенций (ИДК) для 
работников ДРУ, задействованных в осуществлении 
фармаконадзора.

Так, для организации и ведения системы фарма-
конадзора на предприятии ДРУ должен назначить и 
иметь в постоянном распоряжении уполномоченное 
лицо по фармаконадзору (УЛФ), обладающее знани-
ями, навыками и соответствующей квалификацией.  
Одной из основных задач УЛФ является организация 
работы с информацией о нежелательных реакциях  
ЛС (проведение сбора и упорядочение сообщений 
о подозреваемых нежелательных реакциях, связы-
ваемых с применением лекарственных препаратов, 
полученных из различных источников без предва-
рительного запроса и поступивших по запросу, их  
научно-обоснованная оценка) [10, 11]. Для организа-
ции и развития системы фармаконадзора ДРУ целе-

1 Решение № 87 «Об утверждении Правил надлежащей 
практики фармаконадзора Евразийского экономическо-
го союза» от 03.11.2016 г. Доступно по: https://docs.cntd.ru/
document/456026106. Ссылка активна на 20.10.2022.

2 Приказ Минтруда и социальной защиты РФ от 
22.05.2017  г. № 430н  «Об утверждении профессионально-
го стандарта «Специалист по промышленной фармации в 
области производства лекарственных средств». Доступ-
но по: https://base.garant.ru/71692422/ Ссылка активна на 
20.10.2022.

сообразно выделить отдел фармаконадзора и ме- 
дицинской информации, возглавляемый УЛФ и име-
ющий в составе специалистов, осуществляющих не- 
обходимые функции по ФН  [12]. В качестве дополни-
тельных инструментов, обеспечивающих эффектив-
ную работу системы фармаконадзора ДРУ могут вы-
ступать различные современные технологические 
решения в сфере мониторинга информации по без- 
опасности и эффективности [13, 14].

В этой связи для отдела фармаконадзора и меди-
цинской информации нами сформулированы ПСК и 
индикаторы их достижения раздельно для должно-
стей руководителя отдела/УЛФ и специалиста отде- 
ла, которые приведены в таблице 1.

Как видно из таблицы, для руководителя отдела/ 
УЛФ нами сформулированы 3 ПСК и 11 индикаторов  
их достижения. Для специалиста отдела нами предла-
гаются 3 ПСК и 7 индикаторов их достижения.

Успех работы в системе фармаконадзора в зна-
чительной степени зависит от слаженной работы со-
трудников и подразделений, вовлеченных в систему 
фармаконадзора. К отделам и работникам ДРУ, тесно 
взаимодействующим в системе фармаконадзора ДРУ, 
нами отнесены, наряду с работниками отдела фар- 
маконадзора и медицинской информации: руково- 
дители и специалисты службы качества, отделов мар-
кетинга и продаж и управления персоналом. Без- 
условно, слаженная работа сотрудников и подраз-
делений, вовлеченных в систему фармаконадзора,  
является важным принципом работы в данной обла-
сти, что требует для этих работников разработки со- 
ответствующих ПСК и индикаторов их достижения. 
Для руководителей и специалистов отделов, вовле-
ченных в систему ФН, нами также разработаны также 
ПСК и индикатор ее достижения (таблица 1).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ.
На следующем этапе нашего исследования мы 

провели анкетирование и оценили знания сотрудни-
ков ДРУ по вопросам фармаконадзора до проведе-
ния обучения. В анкетировании принимали участие 
респонденты, имеющие высшее образование по раз-
личным направлениям  – фармация, экономика, хи-
мия, биотехнология. Из 58 респондентов лишь 15,5 % 
ранее встречались с понятием фармаконадзор, при 
этом 51,7 % опрошенных хотя бы раз в жизни встре- 
чались с нежелательными реакциями на лекарствен-
ный препарат.

Мы предложили респондентам оценить свои 
знания по вопросам нормативных документов по 
фармаконадзору и сбора и передачи спонтанных  
сообщений по безопасности и эффективности ЛС. 
Результаты оказались неутешительными, 74,1 % ре-
спондентов оценили свой уровень как низкий, 19 % 
как, скорее низкий, чем средний и 6,9 % как средний 
(рисунок 3).
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Респондентам было предложено отметить, ку-
да необходимо передавать сообщение по безопас-
ности и  эффективности ЛС. Судя по ответам, 10,3 %  
респондентов считают, что сообщение по безопас-
ности и эффективности ЛС необходимо передавать 
в Росздравнадзор, 20,7 % респондентов считают, что 
эту информацию следует передать врачу, 19 % – ра-
ботнику аптеки, 15,5 % респондентов  – в отдел фар-
маконадзора или качества производителя, 34,5 % 
респондентов никому бы не передали полученное 
сообщение о НР.

Результаты изучения позволяют сделать вывод о 
низкой информированности по вопросам фармако-
надзора вновь принятых сотрудников, необходимо-
сти проведения обучения и разработки информаци-
онного и методического обеспечения специалистов.

Для формирования навыков и умений, необходи-
мых для соблюдения требований GVP в части работы 
с индивидуальными сообщениями по безопасности и 
эффективности руководителей и специалистов ДРУ,  
на следующем этапе нашего исследования нами раз-
работана обучающая программа «Основы надлежа-
щей практики фармаконадзора».

Программа самостоятельной подготовки руково-
дителей и специалистов «Основам надлежащей прак-
тики фармаконадзора (GVP)» включает в себя 8  те-
матических блоков: введение; нормативную базу, 
регламентирующую фармаконадзор; методы фарма-
конадзора; типы индивидуальных сообщений и навы-
ки распознавания нежелательных реакций; правила 
общения с потребителем; источники получения ин-
формации по безопасности и эффективности лекарст- 

венных препаратов; формы документации; контроль 
полученных навыков (рисунок 4).

В процессе обучения по программе обучающи- 
еся знакомятся с целями и задачами GVP, основными 
терминами и понятиями, нормативными правовыми 
документами, типами сообщений по безопасности и 
эффективности, нормами общения с потребителями, 
видами источников и каналами получения информа-
ции, порядком действий при получении спонтанных 
сообщений. Все это формирует представление о ра- 
боте системы фармаконадзора ДРУ.

Так, в результате изучения основ GVP обучающи- 
еся должны знать:
 • признаки индивидуального сообщения по без- 

опасности и эффективности;
 • основные принципы и требования сбора инфор-

мации об индивидуальном сообщении в соответст- 
вии с нормативными документами;

 • риски для фармаконадзора, фармацевтической 
компании/ДРУ, потребителей при не соблюдении 
правил GVP;

 • типы и формы внутренней документации по сбо-
ру и регистрации спонтанных сообщений;

 • порядок действий при выявлении спонтанного 
сообщения.
Должны понимать:

 • важность соблюдения правил GVP;
 • значение проводимых в компании мероприятий 

по сбору и регистрации сообщений;
 • важность четкого следования установленным 

внутренним инструкциям и процедурам;
 • свою ответственность за безопасность и эффек-

тивность производимых ЛС.

Рисунок 3. Распределение респондентов по самооценке уровня знаний по вопросам знания нормативных документов и сбора и пе-
редачи спонтанных сообщений

Figure 3. Distribution of respondents on self-assessment of the level of knowledge on the issues of knowledge of regulatory documents and 
the collection and transmission of spontaneous messages
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По окончании обучения все задействованные со-
трудники проходят проверку знаний в формате тесто-
вого контроля и ситуационных задач, позволяющих 
оценить уровень овладения соответствующими ком-
петенциями. Результаты обучения документируются 
надлежащим образом с помощью протокола прове- 
дения теоретических занятий, который хранится в  
архиве ДРУ.

Повторное обучение и внеочередная проверка 
знаний, независимо от срока предыдущей проверки, 
проводится в случае выявления ненадлежащего ис-
полнении обязанностей по сбору, регистрации и пе- 
редаче сообщений.

Внеплановое обучение и проверка знаний прово-
дится в случае внесения изменений в нормативные 
документы по фармаконадзору, определяющие поря-
док работы с сообщениями, а также возникновение 
экстренных ситуаций в здравоохранении.

Разработанная нами программа «Основы надле-
жащей практики фармаконадзора» была внедрена 
на фармацевтическом предприятии ДРУ. На послед-
нем этапе нашего исследования в качестве апроба- 
ции программы проведено обучение и оценка компе-
тентности руководителей и специалистов ДРУ мето-
дом анкетирования.

После обучения 37,9 % респондентов оцени-
ли уровень своих знаний по вопросам сбора и пере-
дачи спонтанных сообщений по безопасности и эф-
фективности ЛС выше среднего, 5,2 % – как высокий, 
27,6 % – средний, 13,8 % – скорее низкий, чем средний 
и 15,5 % – как низкий.

На вопрос о  передаче сообщений по безопас-
ности и эффективности 89,7 % респондентов отме-
тили, что будут передавать полученное спонтанное 
сообщение в отдел фармаконадзора и медицинской 
информации.

Нами были предложены несколько способов пе-
редачи спонтанных сообщений внутри компании. В 
качестве наиболее удобного способа 67,2 % респон-
дентов выбрали передачу сообщений по электронной 
почте ответственным лицам, на втором месте (46,6 %), 
был выделен протокол передачи данных в электрон-
ном виде, наименьшее количество респондентов 
(12,1 %), отдали свой голос в пользу бумажного про-
токола передачи данных. При этом 96,5 % респонден-
тов будут использовать на рабочем месте краткую  
памятку о порядке действий при получении спон-
танного сообщения, которая была предусмотрена в  
программе обучения. При высоком потоке ежеднев-
ной информации, внутренняя памятка для сотрудни-
ков поможет четко и грамотно оформить и передать 
информацию по спонтанным сообщениям ответст- 
венным лицам по фармаконадзору ДРУ. Результаты  
анкетирования позволили сделать вывод об эффек-
тивности разработанной системы внутреннего обу-
чения сотрудников и достижении цели обучения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Подводя итоги исследования, необходимо отме-

тить, что для достижения качественного выполнения 
процессов и задач, связанных с фармаконадзором, в 
ДРУ необходимо иметь достаточное количество пер-

Рисунок 4. Схема потоков данных получения профессиональ-
но-специализированных компетенций у держателя регистра-
ционного удостоверения, согласно программе обучения

Figure 4. Data flow diagram of obtaining professional and specialized 
competencies from the Marketing Authorization Holder, according 
to the training program
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сонала, обладающего соответствующими компетен-
циями. С целью актуализации полученных знаний по 
фармаконадзору целесообразно осуществлять внут- 
рикорпоративное обучение с определенной перио-
дичностью, в соответствии с правилами надлежащей 
практики фармаконадзора. Дополнительными ме- 
рами повышения эффективности работы руководите-
лей и специалистов на местах могут служить памятки, 
курсы, семинары, круглые столы и конференции.
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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 науки:
 • 3.3.6. Фармакология, клиническая фармаколо- гия (медицин-

ские науки);
 • 3.4.1. Промышленная фармация и технология получения ле-

карств (фармацевтические науки);
 • 3.4.2. Фармацевтическая химия, фармакогнозия (фармацевти-

ческие 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 предоставляет приоритет для аспирантских и доктор-
ских работ, срок их публикации зависит от предполагаемой 
даты защиты, которую авторы должны указать в первичных 
документах, 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 

структурированным:
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».



150 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2022. Т. 11, № 4, приложение 1
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2022. V. 11, No. 4, supplement 1

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 ле-
карс твен ных пре пара тов.

При опи сании ис поль зу емых об ще лабо ратор ных ре ак ти вов 
сле ду ет при водить их на име нова ние, класс чис то ты, фир му-про-
из во дитель и стра ну про ис хожде ния [При мер: хло рис то водо род-
ная кис ло та, х.ч. (Сиг ма Тек, Рос сия)]. При опи сании спе цифи чес ких 
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-про изо дитель, 
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 об ра зов 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-про из во дитель 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-про изо дитель, 
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 психо-

фармакогенетику. СПб.: Издательский центр СПб НИПНИ им. В. М. 
Бехтерева; 2015. 272 с. 

References
Nasyrova R. F., Ivanov M. V., Neznanov N. G. Vvedenie v 

psikhofarmakogenetiku [Introduction to psychophar-macogenetics]. St. 
Petersburg: 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
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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 
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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.
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оригинальный источник представить письменное разрешение на 
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Список подрисуночных подписей на русском и английском 
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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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