




РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ
Научно-производственный журнал

DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION
Research & production journal

2023. Том 12, № 4

2023. Volume 12, No. 4



Главный редактор 
Шохин И. Е., д. фарм. н., генеральный директор ООО «Центр Фарма-
цевтической Аналитики», Москва, Россия

Заместители главного редактора
Хуторянский В. В., к. х. н., Prof., BSc MSc PhD MRSC, School of 
Pharmacy, University of Reading, Рединг, Великобритания
Мустафин Р. И., к. фарм. н., директор Института фармации  
ФГБОУ ВО Казанский государственный медицинский университет 
Минздрава России, Казань, Республика Татарстан 
Скорик Ю. А., доц., к. х. н., руководитель лаборатории природных 
полимеров Института высокомолекулярных соединений РАН, 
Санкт-Петербург, Россия

Редакционная коллегия
Аммур Ю. И., к. биол. н., зав. лабораторией экспериментальной 
иммунологии ФГБНУ Научно-исследовательский институт вакцин 
и сывороток им. И. И. Мечникова, Москва, Россия
Белобородов В. Л., д. фарм. н., профессор кафедры химии Инсти-
тута фармации им. А. П. Нелюбина Сеченовского университета, 
Москва, Россия
Белоусов М. В., профессор, д. фарм. н., заведующий кафедрой фар-
мации ФПК и ППС ГБОУ ВПО Сибирский государственный медицин-
ский университет Минздрава России, Томск, Россия
Ваизова О. Е., доцент, д. м. н., профессор кафедры фармакологии 
ФГБОУ ВО СибГМУ Минздрава России, Томск, Россия
Василенко И. А., проф., д. х. н., профессор Института биохими-
ческой технологии и нанотехнологии ФГАОУ РУДН, Москва, Россия
Гузев К. С., д. ф. н., уполномоченное лицо АО Фармацевтическое 
научно-производственное предприятие «Ретиноиды», Москва, 
Россия
Демина Н. Б., проф., д. фарм. н., профессор кафедры фармацевти-
ческой технологии ФГАОУ ВО Первый МГМУ им. И. М. Сеченова, 
Москва, Россия
Джупарова И. А., доцент, д. фарм. н., заведующий кафедрой управ-
ления и экономики фармации, медицинского и фармацевтическо-
го товароведения  ФГБОУ ВО «Новосибирский государственный 
медицинский университет»,  Новосибирск, Россия
Емшанова С. В., д. фарм. н., начальник отдела научных разработок 
ЦКП (НОЦ) ФГАОУ РУДН, Москва, Россия
Ивкин Д. Ю., к. б. н., доцент, начальник центра эксперименталь-
ной фармакологии, доцент кафедры фармакологии и клинической 
фармакологии. ФГБОУ ВО  Санкт-Петербургский государственный 
химико-фармацевтический университет, Санкт-Петербург, Россия
Каленикова Е. И., проф., д. фарм. н., зав. кафедрой фармацевти-
ческой химии, фармакогнозии и организации фармацевтического 
дела факультета фундаментальной медицины МГУ им. М. В. Ломо-
носова, Москва, Россия
Каракулова Е. В., д. фарм. н., профессор кафедры управления и 
экономики фармации ФБГОУ ВО Сибирский государственный ме-
дицинский университет, Томск, Россия
Комаров Т. Н., к. фарм. н., заведующий лабораторией биоаналити-
ческих исследований № 2, ООО «ЦФА», Москва, Россия

Куркин В. А., д. фарм. н., профессор, заведующий кафедрой фар-
макогнозии с ботаникой и основами фитотерапии ФГБОУ ВО «Са-
марский государственный медицинский университет» Минздра-
ва России, Самара, Россия
Лаврентьева Л. И., доцент, д. фарм. н., заведующий кафедрой 
управления и экономики фармации ФГБОУ ВО Ярославский госу-
дарственный медицинский университет Минздрава России, Ярос-
лавль, Россия
Макеев О. Г., проф., д. м. н., зав. кафедрой биологии и медицин-
ской генетики УГМУ, Екатеринбург, Россия
Малашенко Е. А., к. фарм. н., ст. преп. кафедры фармацевтической 
и токсикологической химии ФГАОУ ВО Первый МГМУ им. И. М. Се-
ченова, Москва, Россия
Медведев Ю. В., к. фарм. н., доц. кафедры фармацевтической и 
токсикологической химии ФГАОУ ВО Первый МГМУ им. И. М. Сече-
нова, Москва, Россия
Мельников Е. С., к. фарм. н., старший научный сотрудник 
ЦКФ ФГБУ НЦЭСМП Минздрава России, Москва, Россия
Мирошниченко И. И., д. м. н., заведующий лабораторией фарма-
кокинетики ФГБНУ Научный центр психического здоровья (НЦПЗ), 
Москва, Россия
Оборотова Н. А., проф., д. фарм. н., НИМЦ онкологии им. Н.Н. Бло-
хина, Москва, Россия 
Попов В. В., проф., д. м. н., зав. лабораторией профессиональ-
ной клинической фармакодинамики НУЗ «Научный клинический 
центр ОАО «РЖД», Москва, Россия
Русинов В. Л., чл. корр. РАН, д. х. н., директор Химико-техноло-
гического института ФГАОУ ВО УрФУ имени первого Президента 
России Б. Н. Ельцина, Екатеринбург, Россия
Селезнева А. И., к. м. н., заместитель начальника управления по 
исследованиям и развитию ФБУ «ГИЛС и НП», Москва, Россия
Сливкин А. И., проф., д. фарм. н., зав. кафедрой фармацевтичес- 
кой химии и фармацевтической технологи ФГАОУ ВО Воронежс- 
кий государственный университет, Воронеж, Россия
Смехова И. Е., профессор кафедры технологии лекарственных 
форм. ФГБОУ  ВО Санкт-Петербургский государственный хими-
ко-фармацевтический университет, Санкт-Петербург, Россия 
Станишевский Я. М., д. х. н., проф., директор Института биохими-
ческой технологии и нанотехнологии ФГАОУ РУДН, Москва, Россия
Сукоян Г. В., д. б. н., Международный центр внедрения новых био-
медицинских технологий, Тбилисский государственный универ-
ситет имени Иванэ Джавахишвили, Тблисии, Грузия 
Сысуев Б. Б., доц., д. фарм. н., ФГАОУ ВО Первый МГМУ им. И. М. Се-
ченова, Москва, Россия
Ташлицкий В. Н., к. х. н., старший научный сотрудник кафедры 
химии природных соединений химического факультета МГУ 
им. М. В. Ломоносова, Москва, Россия
Тринеева О. В., д. фарм. н., доцент кафедры фармацевтической 
химии и фармацевтической технологи ФГАОУ ВО Воронежский 
государственный университет, Воронеж, Россия
Чучалин В. С., д. фарм. н., заведующий кафедрой фармацев-
тической технологии, декан фармацевтического факультета  
ФГБОУ ВО СибГМУ Минздрава России, Томск, Россия
Эпштейн Н. А., к. х. н., зав. лабораторией Центра регистрации и 
разработки лекарственных средств ООО «Ирвин 2», Москва, 
Россия

Цели и задачи журнала

Научно-производственный рецензируемый журнал «Разработка и регистрация лекарственных средств» – актуальное бесплатное 
ежеквартальное прикладное издание и информационный портал для специалистов, задействованных в сфере обращения лекарственных 
средств. Журнал предназначен для фармацевтических предприятий-производителей и их сотрудников из отделов разработки, контроля ка-
чества, регистрации, производства и развития; сотрудников лабораторных центров, контрактно-исследовательских организаций, научных и 
образовательных учреждений. Основная цель журнала – обобщение научных и практических достижений в сфере разработки и регистрации 
лекарственных средств, повышение научной и практической квалификации специалистов сферы обращения лекарственных средств. Основ-
ные пять тематических разделов журнала «Разработка и регистрация лекарственных средств» включают цикл развития лекарственного 
средства от его создания до получения регистрационного удостоверения. 

Первый раздел посвящен поиску и разработке новых лекарственных средств.
Второй раздел – фармацевтической технологии и рассматривает научные и практические направления, от разработки и производства 

исходных фармацевтических ингредиентов, технологий и оборудования до создания стандартных и терапевтически эффективных ле-
карственных препаратов. 

Третий раздел описывает аналитические методики контроля качества. 
Четвертый раздел посвящен подходам к оценке эффективности и безопасности лекарственных средств, проведению доклинических и 

клинических исследований. 
В пятом разделе рассматриваются вопросы валидации методик, подготовки регистрационного досье, жизненный цикл лекарственного 

препарата в GxP-окружении. Журнал принимает к рассмотрению обзорные и экспериментальные статьи по данной тематике. К публикации 
в журнале приглашаются как отечественные, так и зарубежные исследователи в области разработки и регистрации лекарственных средств.



Журнал входит в Перечень рецензируемых научных изданий, в которых должны быть опубликованы 
основные научные результаты диссертаций на соискание ученой степени кандидата наук, на соискание 
ученой степени доктора наук

Учредители печатной версии

Общество с ограниченной ответственностью «Центр Фармацевтической Аналитики» (ООО «ЦФА»)
Адрес: 117246, Россия, Москва, Симферопольский, д. 8, пом. 1/1

Федеральное государственное автономное образовательное учреждение высшего образования 
Первый Московский государственный медицинский университет имени И. М. Сеченова Министерства 
здравоохранения Российской Федерации (Сеченовский Университет)
Адрес: 119991, Россия, Москва, ул. Трубецкая, д. 8, стр. 2

Федеральное государственное бюджетное образовательное учреждение высшего образования 
«Сибирский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения 
Российской Федерации
Адрес: 634050, Россия, г. Томск, Московский тракт, д. 2

Учредители онлайн версии Общество с ограниченной ответственностью «Центр Фармацевтической Аналитики» (ООО «ЦФА»)
Адрес: 117246, Россия, Москва, Симферопольский, д. 8, пом. 1/1

Издатель Общество с ограниченной ответственностью «Центр Фармацевтической Аналитики» (ООО «ЦФА»)
Адрес: 117246, Россия, Москва, Симферопольский, д. 8, пом. 1/1

Директор журнала Кульджанова Н. В.

Заведующий редакцией Михайлова Н. С.

Основан Журнал издается с ноября 2012 г. 

Периодичность 4 выпуска в год

Префикс DOI 10.33380

ISSN print 2305-2066

ISSN online 2658-5049

Адрес редакции

Общество с ограниченной ответственностью «Центр Фармацевтической Аналитики» (ООО «ЦФА»)
Россия, 117246, Россия, Москва, Симферопольский, д. 8, пом. 1/1 
www.pharmjournal.ru
e-mail: info@pharmjournal.ru

Адрес типографии ООО «МАКС ПРЕСС» 
Россия, 141092, Московская область, г. Королев, микрорайон Юбилейный, ул. Парковая, д. 2, кв. 103

Копирайт © Разработка и регистрация лекарственных средств, 2023

Условия распространения 
материалов Контент доступен под лицензией Creative Commons Attribution 4.0 License

Тираж 999 экземпляров

Цена Свободная



Editor-in-Chief 
Igor E. Shohin, Dr. of Sci. (Pharm.), CEO in LLC "Center of Pharmaceutical 
Analytics" (LLC "Center of Pharmaceutical Analytics" / LLC "CPHA"), 
Moscow, Russia

Deputy Editor-in-Chief
Vitaliy V. Khutoryanskiy, Prof., Dr. of Sci. (Chem.) (UK), University of 
Reading, Reading, United Kingdom 
Rouslan I. Moustafine, Cand. of Sci. (Pharm.), Kazan State Medical 
University, Kazan, Republic of Tatarstan
Yury A. Skorik, Cand. of Sci. (Chem.), Institute of Macromolecular 
Compounds, Saint-Petersburg, Russia

Editorial board
Yulia I. Ammour, Cand. of Sci. (Biol.), Mechnikov Scientific Research 
Institute of Vaccines and Sera of RAMS, Moscow, Russia
Vladimir L. Beloborodov, Dr. of Sci., Institute of Pharmacy named after 
A. P. Nelyubina Sechenov University, Moscow, Russia
Mikhail V. Belousov, Prof., Dr. of Sci. (Pharm.), Siberian State Medical 
University, Tomsk, Russia
Olga E. Vaizova, as. Prof., Dr. of Sci., Siberian State Medical University, 
Tomsk, Russia
Ivan A. Vasilenko, Prof., Dr. of Sci. (Chem.), RUDN University, Moscow, 
Russia
Konstantin S. Guzev, Retinoidy Company, Dr. of Sci. (Pharm.), Moscow, 
Russia
Natalia B. Diomina, Prof., Dr. of Sci. (Pharm.), Sechenov First Moscow 
State Medical University, Moscow, Russia
Irina A. Dzhuparova, as. Dr. of Sci., Novosibirsk State Medical 
University, Novosibirsk, Russia
Svetlana V. Emshanova, Dr. of Sci. (Pharm.), RUDN University, Moscow, 
Russia 
Dmitry Yu. Ivkin, Cand. of Sci, Saint-Petersburg State Chemical 
Pharmaceutical University, Saint-Petersburg, Russia
Elena I. Kalenikova, Prof., Dr. of Sci., Lomonosov Moscow State 
University, Moscow, Russia
Elena V. Karakulova, Dr. of Sci., Siberian State Medical University, Tomsk, 
Russia 
Timofey N. Komarov, Cand. of Sci. (Chem.), Center of Pharmaceutical 
Analytics, Moscow, Russia 
Vladimir A. Kurkin, Dr. of Sci., Samara State Medical University, Samara, 
Russia
Larisa I. Lavrenteva, as. Dr. of Sci., Yaroslavl State Medical University, 
Yaroslavl, Russia
Oleg G. Makeev, Prof., Dr. of Sci. (Med.), The Central Research Laboratory 
of the Ural Medical University, Yekaterinburg, Russia
Evgeniya A. Malashenko, Cand. of Sci. Pharm., Sechenov First Moscow 
State Medical University, Moscow, Russia 
Yury V. Medvedev, Cand. of Sci. (Pharm.), Center of Pharmaceutical 
Analytics, Moscow, Russia

Evgeny S. Melnikov, Cand. of Sci. (Pharm.), FSBI "Scientific Centre for 
Expert Evaluation of Medicinal Products" of the Ministry of Health of 
the Russian Federation, Moscow, Russia
Igor I. Miroshnichenko, Dr. of Sci., Federal State Budget Scientific 
Institution "Scientific Center of Mental Health", Moscow, Russia
Natalia A. Oborotova, Prof., Dr. of Sci. (Pharm.), N.N. Blokhin Russian 
Cancer Research Center, Moscow, Russia 
Vladimir V. Popov, Prof., Dr. of Sci. (Med.), Joint Stock Company 
"Russian Railways", Moscow, Russia 
Vladimir L. Rusinov, RAS c.-m., Dr. of Sci. (Chem.), Ural Federal 
University, Yekaterinburg, Russia
Arina I. Selezneva, Cand. of Sci., State Institute of Drugs and Good 
Practices, Moscow, Russia
Aleksei I. Slivkin, Prof., Dr. of Sci. (Pharm.), Voronezh State University, 
Voronezh, Russia
Irina E. Smekhova, Dr. of Sci. (Pharm.), Saint-Petersburg State Chemical 
Pharmaceutical University, Saint-Petersburg, Russia
Yaroslav M. Stanishevskiy, Prof., Dr. of Sci. (Chem.), RUDN University, 
Moscow, Russia
Galina V. Sukoyan, Dr. of Sci. (Biol.) (Georgia), International Centre of 
Introduction of New Biomedical Technology, Tbilisi, Georgia
Boris B. Sysuev, as. Prof., Dr. of Sci. (Pharm.), Sechenov First Moscow 
State Medical University, Moscow, Russia 
Vadim N. Tashlitsky, Cand. of Sci. (Chem.), Lomonosov Moscow State 
University, Moscow, Russia
Olga V. Trineeva, Dr. of Sci. (Pharm.), Voronezh State University, 
Voronezh, Russia
Vladimir S. Chuchalin, Dr. of Sci. (Pharm.), Siberian State Medical 
University, Tomsk, Russia
Naum A. Epshtein, Cand. of Sci. (Chem.), Irvin-2 Company, Moscow, 
Russia

Focus and Scope of the journal

Research and production peer-reviewed journal "Drug Development & Registration" (Razrabotka i registraciâ lekarstvennyh sredstv) is 
an up-to-date quarterly free application publication and information portal for Professionals involved in the circulation of medicines. Journal 
is designed for pharmaceutical manufacturers and their employees from the departments of development, quality control, registration, 
production and development; employees of laboratory centers, contract research organizations, scientific and educational institutions. The 
main focus of the journal is to summarize scientific and practical achievements in the field of drug development and registration, to increase 
the scientific and practical qualifications of specialists in the field of drug circulation. The main five thematic sections of the journal "Drug 
development & registration" (Razrabotka i registraciâ lekarstvennyh sredstv) include the development lifecycle of a drug product from its 
creation to obtaining a marketing authorization. 

The first section is devoted to the research and development of new medicines.
The second section one provides information about pharmaceutical technology, pharmaceutical ingredients, and equipment for drug 

development. 
The third section describes analytical quality control methods. 
The fourth section is devoted to approaches to evaluating the efficacy and safety of medicines, conducting clinical and preclinical 

studies. 
The fifth section deals with the validation of methods, preparation of the registration dossier, the life cycle of the drug product in the 

GxP environment. Journal accepts for consideration both review and original papers. Both domestic and foreign researchers in the field of 
drug development and registration are invited to publication in the journal.



The journal is included in the List of peer-reviewed scientific publications, in which the main scientific results of 
dissertations for the degree of candidate of science, for the degree of doctor of sciences should be published

Print version founders

LLC "Center of Pharmaceutical Analytics" (LLC "CPHA")
Address: room 1/1, 8, Simferopol Boulevard, Moscow, 117246, Russia

I. M. Sechenov First Moscow State Medical University (Sechenov University) 
Address: 8, Trubetskaya str., Mosсow, 119991, Russia

Siberian State Medical University 
Address: 2, Moscowskiy Trakt, Tomsk, 634050, Russia

Online version founders LLC "Center of Pharmaceutical Analytics" (LLC "CPHA")
Address: room 1/1, 8, Simferopol Boulevard, Moscow, 117246, Russia

Publisher LLC "Center of Pharmaceutical Analytics" (LLC "CPHA")
Address: room 1/1, 8, Simferopol Boulevard, Moscow, 117246, Russia

Journal director Natalia V. Kuldjanova

Managing Editor Nadezhda S. Mikhaylova

Founded: The journal has been published since November 2012.

Frequency Quarterly

DOI Prefix 10.33380

ISSN print 2305-2066

ISSN online 2658-5049

Editorial office address

LLC "Center of Pharmaceutical Analytics" (LLC "CPHA")
Address: room 1/1, 8, Simferopol Boulevard, Moscow, 117246, Russia
www.pharmjournal.ru
e-mail: info@pharmjournal.ru

Printing house address LLC "MAX PRESS" 
2/103, Parkovaya str., Yubileyny microdistrict, Korolev, Moscow region, 141092, Russia

Copyright © Drug development & registration, 2023

Content distribution terms Content is distributed under Creative Commons Attribution 4.0 License

Circulation 999 copies

Price Free



6 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2023. Т. 12, № 4
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2023. V. 12, No. 4

СОДЕРЖАНИЕ

От редакции .....................................................................................................................................................................................................	 10

Мероприятия ..................................................................................................................................................................................................	 11

Поиск и разработка новых лекарственных средств 

Выбор и применение антиоксидантов-радиопротекторов в составе 
терапевтических радиофармпрепаратов (обзор)
Е. П. Павленко, А. А. Ларенков, Ю. А. Митрофанов ............................................................................................................................	 27

Каллусная культура аралии сердцевидной (Aralia cordata Thunb.): получение, 
подбор условий культивирования, индукция соматического эмбриогенеза
Д. А. Некрасова, М. Н. Повыдыш, Н. С. Пивоварова, К. О. Сидоров ............................................................................................	 40

Применение термодинамических моделей для прогнозирования растворимости
биологически активных веществ
К. С. Степанов, Г. Н. Турманидзе, В. В. Сорокин, А. Д. Сахаров ......................................................................................................	 46

Лекарственные перспективы ретиноидов (обзор)
Л. В. Коваленко, А. Г. Поливанова, А. П. Ильин, И. Н. Соловьева, Е. И. Горбачева, М. С. Ощепков .................................	 54

Могут ли биолюминесцентные бактерии быть использованы для поиска
новых антибактериальных веществ растительного происхождения?
А. М. Кацев, С. Л. Сафронюк, Е. В. Бурцева, С. Я. Османова ............................................................................................................	 63

Фармацевтическая технология

Совершенствование технологий выделения и очистки биологически активных веществ
из растительного сырья
Г. Н. Турманидзе, В. В. Сорокин, К. С. Степанов, М. А. Игнатенко .................................................................................................	 71

Разработка оптимальной технологии сушки лекарственного растительного сырья 
из полыни осенней (Artemisia serotina Bunge) на основе сравнительного анализа
А. Кадырбай, З. Б. Сакипова, Н. А. Криштанова, Л. Н. Ибрагимова, М. Б. Ибраева, А. Е. Сакипов, 
Э. Н. Бекболатова, Ч. Ридванов, О. В. Сермухамедова, Е. Адилбек, Т. Е. Сейдуали, 
А. Х. Анартаева, А. Ю. Казим .........................................................................................................................................................................	 80

Изучение влияния матрицеобразующих полимеров на скорость высвобождения
4,4’-(пропандиамидо)дибензоата натрия из таблеток
Ю. М. Коцур, Е. В. Флисюк, К. О. Сидоров, И. А. Титович, И. А. Наркевич ..................................................................................	 91

Роль геометрической конфигурации производного диэтиламиноэтанола
в фармацевтической разработке готовой лекарственной формы на его основе
Ю. М. Коцур, К. М. Церковная, Е. В. Флисюк, И. А. Титович, К. О. Сидоров, И. А. Наркевич ..............................................	 96

Разработка технологии получения фитосубстанции расторопши пятнистой плодов
(Silybum marianum L.) в качестве компонента комплексной терапии заболеваний печени
Б. А. Перес, А. П. Процюк, А. Б. Зеленцова, И. Е. Каухова, М. В. Ароян, Е. К. Новикова .......................................................	 101

Скрининг противомикробной и антиоксидантной активности шляпочных грибов, 
произрастающих в Ленинградской области
А. К. Уэйли, А. О. Уэйли, В. В. Новикова, В. О. Васильев, А. В. Клемпер, Р. И. Лукашов, Н. И. Мандрик, 
Н. С. Гурина, Г. П. Яковлев, В. Г. Лужанин .................................................................................................................................................	 111

Разработка состава и технологии получения аморфной твердой дисперсной системы эбастина
методом экструзии горячего расплава для увеличения скорости растворения
К. А. Гусев, А. Р. Алиев, Ю. Э. Генералова, Н. А. Аксенова, Г. В. Речкалов, Д. Н. Маймистов, 
Г. М. Алексеева, Е. В. Флисюк ........................................................................................................................................................................	 126

Об эффективности эмпаглифлозина в терапии экспериментального инфаркта миокарда
Д. Ю. Ивкин, М. В. Краснова, С. В. Оковитый, А. А. Карпов, А. Н. Куликов, Е. И. Елецкая ...................................................	 136

Содержание номера 2023. Т. 12, № 4
The contents of the issue 2023. V. 12, No. 4



7РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2023. Т. 12, № 4
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2023. V. 12, No. 4

Влияние параметров технологического процесса на микрокапсулирование субстанций
с неудовлетворительными технологическими свойствами
И. Д. Касымов, А. Л. Марченко, А. В. Басевич, М. Е. Валеева ..........................................................................................................	 146

Разработка мини-таблеток амлодипина как компонента полипилла 
для персонализированной терапии артериальной гипертензии
К. М. Церковная, Е. В. Флисюк, Ю. М. Коцур, И. А. Наркевич, И. Е. Смехова, Д. Ю. Ивкин, Н. В. Филимонова ...........	 155

Критерии выбора технологии получения таблеток ребамипида, покрытых пленочной оболочкой
Г. В. Трусов, Б. В. Бровченко, Ж. М. Козлова, И. И. Краснюк .............................................................................................................	 165

Разработка технологии сухого экстракта на основе биомассы 
каллусных культур Scutellaria baicalensis
А. А. Данилова, Н. С. Пивоварова, Е. В. Флисюк ...................................................................................................................................	 173

Разработка лиофилизатов на основе полимер-лекарственного 
и интерполиэлектролитного комплексов: фармакокинетическая оценка
В. Р. Тимергалиева, А. Ю. Ситенков, А. В. Ситенкова (Буховец), Е. С. Елизарова, Д. С. Гордеева, 
И. И. Сёмина, Р. И. Мустафин ........................................................................................................................................................................	 181

Разработка состава таблетированной лекарственной формы индуктора
монооксигеназной системы гепатоцитов на основе 
6,8-диметил-2-пиперидинометил-2,3-дигидротиазоло[2,3-F]ксантина
А. И. Петраков, В. В. Шейкин, С. В. Кривощёков, Е. А. Безверхняя,
А. М. Гурьев, М. В. Белоусов .........................................................................................................................................................................	 189

Методы анализа лекарственных средств

Изучение химического состава и биологического действия ароматных вод 
в сравнительном аспекте
Е. В. Бурцева, А. М. Кацев, Е. В. Кулдыркаева, И. С. Мехоношина, Л. А. Тимашева, О. А. Пехова ....................................	 197

Сквозная стандартизация оригинальных лекарственных средств 
при определении родственных примесей
Ю. Э. Генералова, И. И. Тернинко, А. Б. Зеленцова .............................................................................................................................	 209

Рекомендации по валидации методик автоматического подсчета жизнеспособных клеток (обзор)
М. А. Водякова, Н. С. Покровский, Е. В. Мельникова, В. А. Меркулов ........................................................................................	 217

Доклинические и клинические исследования

Флавоноиды из недотроги железистой (Impatiens grandulifera) и их антиоксидантная активность
А. К. Уэйли, Р. И. Лукашов, А. О. Уэйли, Е. В. Жохова, Н. С. Гурина, М. Ю. Гончаров, Г. П. Яковлев, 
В. А. Терлецкая ...................................................................................................................................................................................................	 223

Нейропротекторная активность 5-этокси-2-этилтиобензимидазола (этомерзола)
и 2-этилтиобензимидазола (бемитила) на модели окклюзии среднемозговой артерии
Е. Ю. Заварина, Е. К. Красова, И. А. Титович, А. Н. Кимаев ...............................................................................................................	 231

Изучение эффектов агониста α2-адренорецепторов мафедина
на поведение белых беспородных мышей при однократном введении
Н. С. Курмазов, С. А. Червонецкий, В. А. Приходько, Ю. И. Сысоев, С. В. Оковитый ............................................................	 239

Холеотропная активность экстракта ладанника шалфеелистного
Е. Д. Семивеличенко, А. С. Ивкина, А. В. Караваева, А. Ю. Гришина, Е. И. Елецкая, М. В. Краснова, 
К. О. Сидоров, И. А. Титович, Д. Ю. Ивкин ...............................................................................................................................................	 247

Содержание номера 2023. Т. 12, № 4
The contents of the issue 2023. V. 12, No. 4



8 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2023. Т. 12, № 4
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2023. V. 12, No. 4

CONTENTS

Introduction ........................................................................................................................................................................................................	 10

Events .....................................................................................................................................................................................................................	 11

Research and development of new drug products 

Selection and Use of Antioxidants-radioprotectors in the Composition 
of Therapeutic Radiopharmaceuticals (Review)
Ekaterina P. Pavlenko, Anton A. Larenkov, Iurii A. Mitrofanov ............................................................................................................	 27

Callus Culture of Aralia cordata Thunb.: Obtaining, Selection of Cultivating Conditions, 
Somatic Embryogenesis Induction
Daria A. Nekrasova, Maria N. Povydysh, Nadezhda S. Pivovarova, Kirill O. Sidorov ...................................................................	 40

Application of Thermodynamic Models to Predict the Solubility of Biologically Active Substances
Konstantin S. Stepanov, Georgii N. Turmanidze, Vladislav V. Sorokin, Artem D. Sakharov ......................................................	 46

Medicinal Perspectives of Retinoids (Review)
Leonid V. Kovalenko, Anna G. Polivanova, Aleksey P. Ilyin, Inna N. Solovieva, Evgenia I. Gorbacheva, 
Maxim S. Oshchepkov ......................................................................................................................................................................................	 54

Could Bioluminescent Bacteria be Used in the Search for New Plant-derived Antibacterial Substances?
Andrei M. Katsev, Sergey L. Safronyuk, Yelena V. Burtseva, Selina Y. Osmanova ........................................................................	 63

Pharmaceutical Technology

Improvement of Technologies for Isolation and Purification of Biologically Active Substances 
from Plant Raw Materials
Georgii N. Turmanidze, Vladislav V. Sorokin, Konstantin S. Stepanov, Maxim A. Ignatenko ...................................................	 71

Development of Optimal Technology for Drying Herbal Medicinal Raw Materials 
from Autumn Wormwood (Artemisia serotina Bunge) Based on Comparative Analysis
Arshyn Kadyrbay, Zuriyadda B. Sakipova, Nadezhda A. Krishtanova, Liliya N. Ibragimova, Mariyam B. Ibrayeva, 
Asanali E. Sakipov, Elmira N. Bekbolatova, Chakho Ridvanov, Olga V. Sermukhamedova, 
Yernur Adilbek, Temirlan Y. Seiduali, Akida K. Anartayeva, Aidyam U. Kazim ..............................................................................	 80

Study of the Effect of Matrix-forming Polymers on the Release Rate of Sodium
4,4'-(propanediamido)dibenzoate from Tablets
Yulia M. Kotsur, Elena V. Flisyuk, Kirill O. Sidorov, Irina A.Titovich, Igor A. Narkevich .................................................................	 91

The Role of the Geometric Configuration of Diethylaminoethanol Derivative
in the Pharmaceutical Development of a Dosage Form Based on It
Yulia M. Kotsur, Kseniya M. Tserkovnaya, Elena V. Flisyuk, Irina A.Titovich, Kirill O. Sidorov, Igor A. Narkevich ...............	 96

Development of Technology of Phytosubstantiation of Silybum marianum L. Fruits as a Component
of Complex Therapy of Liver Diseases
Bajron A. Peres, Anastasiya P. Procyuk, Anna B. Zelencova, Irina E. Kauhova, Mariya V. Aroyan, 
Ekaterinа K. Novikova .......................................................................................................................................................................................	 101

Antimicrobial and Antioxidant Activity Screening of Mushrooms Growing in the Leningrad Region
Andrei K. Whaley, Anastasiia O. Whaley, Valentina V. Novikova, Vitaly O. Vasiliev, Alexey V. Klemper, 
Raman I. Lukashov, Natalia I. Mandrik, Natalia S. Gurina, Gennadi P. Yakovlev, Vladimir G. Luzhanin ................................	 111

Composition and Technology Development for Obtaining Amorphous Solid Dispersion of Ebastine
by Hot Melt Extrusion to Increase Dissolution Rate
Konstantin A. Gusev, Andrey R. Aliev, Yuliya E. Generalova, Nadezhda А. Aksenova, Georgij V. Rechkalov, 
Denis N. Maimistov, Galina M. Alekseeva, Elena V. Flisyuk ..................................................................................................................	 126

Efficacy of Empagliflozin in the Treatment of Experimental Myocardial Infarction
Dmitry Yu. Ivkin, Marina V. Krasnova, Sergey V. Okovity, Andrey A. Karpov, Alexander A. Kulikov, 
Elizaveta I. Yeletskaya .......................................................................................................................................................................................	 136

Содержание номера 2023. Т. 12, № 4
The contents of the issue 2023. V. 12, No. 4



9РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2023. Т. 12, № 4
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2023. V. 12, No. 4

Influence of Technological Process Parameters on Microcapsulation of Substances
with Unsatisfactory Technological Properties
Ilya D. Kasymov, Alexei L. Marchenko, Anna V. Basevich, Mariya E. Valeeva .................................................................................	 146

Development of Amlodipine Mini-tablets as a Polypill-component for the Personalized Therapy 
of Arterial Hypertension
Ksenia M. Tserkovnaya, Elena V. Flisyuk, Julia M. Kotsur, Igor A. Narkevich, Irina E. Smekhova, 
Dmitry Yu. Ivkin, Natalya V. Filimonova ......................................................................................................................................................	 155

Technology Criteria for the Manufacturing of Rebamipide Film-coated Tablets
German V. Trusov, Bogdan V. Brovchenko, Zhanna M. Kozlova, Ivan I. Krasnyuk ........................................................................	 165

The Development of Dry Extract Technology from Callus Culture Biomass of Scutellaria baicalensis
Alexandra A. Danilova, Nadezhda S. Pivovarova, Elena V. Flisyuk ....................................................................................................	 173

Development of Lyophilisates Based on Polymer-drug and Interpolyelectrolyte Complexes: 
Pharmacokinetic Assessment
Venera R. Timergalieva, Alexander Yu. Sitenkov, Aleksandra V. Sitenkova (Bukhovets), Elizabeth S. Elizarova, 
Daria S. Gordeeva, Irina I. Semina, Rouslan I. Moustafine ....................................................................................................................	 181

Development of the Tablet Dosage Form Composition for the Inductor 
of Hepatocytes Monooxygenase System Based 
on 6,8-dimethyl-2-piperidinomethyl-2,3-dihydrothiazolo[2,3-F]xanthine
Aleksandr I. Petrakov, Vladimir V. Sheikin, Sergei V. Krivoshchekov, Ekaterina A. Bezverkhniaia, 
Artem M. Guryev, Mikhail V. Belousov ........................................................................................................................................................	 189

Analytical Methods

Study of the Chemical Composition and Biological Effects of Aromatic Waters in a Comparative Aspect
Yelena V. Burtseva, Andrey M. Katsev, Ekaterina V. Kuldyrkaeva, Irina S. Mekhonoshina, Lidiya A. Timasheva, 
Olga A. Pekhova ..................................................................................................................................................................................................	 197

End-to-end Standardization of Original Medicines when Determining Related Impurities
Yulia E. Generalova, Inna I. Terninko, Anna B. Zelentsova ...................................................................................................................	 209

Recommendations for Validation of Automated Viable Cell Counting Methods (Review)
Marina A. Vodyakova, Nikita S. Pokrovsky, Ekaterina V. Melnikova, Vadim A. Merkulov ..........................................................	 217

Preclinical and clinical study

Flavonoids from Impatiens grandulifera and Their Antioxidant Activity
Andrei K. Whaley, Raman I. Lukashov, Anastasiia O. Whaley, Elena V. Zhokhova, Natalia S. Gurina, 
Mikhail U. Goncharov, Gennadi P. Yakovlev, Victoria A. Tsiarletskaya .............................................................................................	 223

Neuroprotective Activity of 5-ethoxy-2-ethylthiobenzimidazole (Etomerzol)
and 2-ethylthiobenzimidazole (Bemitil) in a Model of Middle Cerebral Artery Occlusion
Ekaterina Yu. Zavarina, Elena K. Krasova, Irina A. Titovich, Aleksandr N. Kimaev .......................................................................	 231

Evaluation of the α2-adrenergic Agonist Mafedine Effects on White Outbred Mouse 
Behaviour Following Acute Administration
Nikita S. Kurmazov, Sergey A. Chervonetskiy, Veronika A. Prikhodko, Yuriy I. Sysoev, Sergey V. Okovityi ........................	 239

Choleotropic Activity of Cistus salviifolius Extract
Evgenii D. Semivelichenko, Arina S. Ivkina, Anna V. Karavaeva, Anna Yu. Grishina, Elizaveta I. Eletskaya, 
Marina V. Krasnova, Kirill O. Sidorov, Irina A. Titovich, Dmitry Yu. Ivkin ..........................................................................................	 247

Содержание номера 2023. Т. 12, № 4
The contents of the issue 2023. V. 12, No. 4



10 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2023. Т. 12, № 4
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2023. V. 12, No. 4

От редакции
Introduction

Редакционная статья / Editorial article

Лучшие из лучших!
«Центр Фармацевтической Аналитики» получил статус-награду «Лидер отрасли 2023» и 
соответствующий сертификат от Всероссийского бизнес-рейтинга. 

The best of the best!
"Center for Pharmaceutical Analytics" received the status award "Industry Leader 2023" and 
the corresponding certificate from the All-Russian Business Rating.

ЦФА был награжден за весомый вклад в развитие 
российской экономики, добросовестную уплату на-
логов, достижение высоких экономических показа-
телей. Это позволило компании занять лидирующее 
место в отраслевом рейтинге на основании отчет- 
ности Федеральной статистической службы Россий-
ской Федерации ОКВЭД 72.19 «Научные исследова-
ния и разработки в области естественных и техни- 
ческих наук прочие».

Всероссийский бизнес-рейтинг – это обществен-
ная организация, которая на протяжении многих 
лет определяет лучшие компании на рынке путем 
независимого ранжирования по экономическим 
показателям.

Сертификат от Всероссийского бизнес-рейтинга  –  
очередное подтверждение того, что ЦФА несет со-
циальную ответственность и добропорядочность пе-
ред государством, клиентами, партнерами и потре- 
бителями.

Статус-награду «Лидер Отрасли» могут получить 
«только лучшие предприятия Российской Федера-
ции», – отмечается на официальном сайте Всероссий-
ского бизнес-рейтинга, где в открытом доступе раз- 
мещены данные отбора.

Известный факт, что достойная компания не мо-
жет существовать без достойного лидера. Генераль-
ный директор «Центра Фармацевтической Аналити- 
ки» Шохин Игорь Евгеньевич стал «Руководите-
лем года 2023» за профессиональное и эффективное 
управление предприятием, занявшим лидирующее  
место в отраслевом финансово-экономическом рей-
тинге по виду экономической деятельности «Науч- 
ные исследования и разработки в области естествен-
ных и технических наук прочие».

Награда «Руководитель года 2023» отображает  
высокий профессионализм руководителя в управле-
нии компанией, демонстрирует в совокупности все 
достоинства управленца, подчеркивает неизменный 
статус лидера. 

Нельзя не отметить командую работу в достиже-
нии почетной награды. В команде ЦФА все решения 
принимаются быстро и оперативно. Каждый сотруд-
ник – профессионал в своем деле. Сотрудники дове- 
ряют и поддерживают друг друга, что является осно-
вой эффективного управления предприятием. 

За 2023 год компания «Центр Фармацевтической 
Аналитики» проделала большой путь, чтобы стать 
лидером. Мы гордимся нашей командой и высокой  
оценкой нашей работы. 

«Лидер отрасли 2023» теперь становится марки-
ровкой наших услуг. Это надежное подтверждение 
экономического успеха и авторитета компании «ЦФА» 
на российском рынке. Мы будем продолжать следо-
вать намеченному пути. Доказав свою качественную 
работу, мы продолжим ее выполнять на столь же вы-
соком уровне!

Шохин Игорь Евгеньевич
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Мероприятия
Events

Информационная статья / Informational article

Конгресс «Разработка и регистрация лекарственных средств» 
пройдет в Москве 27 и 28 февраля
Конгресс «Разработка и регистрация лекарственных средств» пройдет в Москве в гибридном формате 27 и 28 февраля 2024 г. 
Программа конгресса состоит из нескольких секций, где мы поговорим про фармацевтическую разработку оригинальных и 
воспроизведенных ЛС, доклинические и клинические исследования, проводимые в соответствии с требованиями Решений ЕЭК. 
Также будут представлены секции, рассматривающие вопросы технологий получения лекарственных средств,
трансфера технологий и регуляторные вопросы.

Congress "Drug development & registration" 
will be held in Moscow on February 27 and 28
The Congress "Drug development & registration" will be held in Moscow in a hybrid format on February 27 and 28, 2024. The congress 
program consists of several sections, where we will talk about the pharmaceutical development of original and generic drugs, non-
clinical and clinical studies conducted in accordance with the EAEU rules. Also we will talk about technology transfer as well as drugs' 
manufacturing technologies and regulatory rules.

Конгресс проводится ежегодно, начиная с 2012 го-
да, и за годы своего существования превратился в  
уважаемое и ожидаемое отраслевое мероприятие.

Организаторы конгресса – научно-производст- 
венный журнал «Разработка и регистрация лекарст- 
венных средств» и ООО «Центр Фармацевтической 
Аналитики».

Двухдневный конгресс «Разработка и регистра-
ция лекарственных средств» пройдет 27 и 28 февра-
ля 2024 года в гибридном формате, предполагающем 
как очное, так и онлайн участие в зале. Место прове- 
дения – конгресс-центр Сеченовского Университе-
та в Москве.

Программа конгресса состоит из нескольких сек-
ций, где мы поговорим про фармацевтическую разра-
ботку оригинальных и воспроизведенных ЛС, докли-
нические и клинические исследования, проводимые  
в соответствии с требованиями Решений ЕЭК. Также 
будут представлены секции, рассматривающие во-
просы технологий получения лекарственных средств, 
трансфера технологий и регуляторные аспекты.

В рамках предстоящего конгресса планируется 
проведение круглых столов, посвященных вопросам 
надлежащей публикационной практики, цифровым 
решениям в сфере оснащения лабораторий, вопросам 
валидации аналитических методик на разных этапах 

разработки и регистрации ЛС, а также фармакокине-
тическим исследованиям.

Слушатели конгресса: фармацевтические пред-
приятия-производители и их сотрудники из отделов 
разработки, контроля качества, регистрации, произ-
водства и развития; сотрудники лабораторных цент- 
ров, контрактно-исследовательских организаций, на-
учных и образовательных учреждений.

Докладчики конгресса: ведущие ученые, специ-
алисты и лидеры мнений, представляющие фарма- 
цевтическую отрасль, академическую общественность 
и регуляторные органы в сфере обращения лекарст- 
венных средств.

Информацию о прошедшем мероприятии Вы 
можете прочесть на стр. 15.

Регистрация доступна на сайте конгресса https://
www.rrls-congress.ru/ 

https://www.rrls-congress.ru/
https://www.rrls-congress.ru/
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Организаторами семинара выступили Консор-
циум «Биоорганика» Центра компетенций НТИ ГНЦ 
Института биоорганической химии им. академиков 
М. М.  Шемякина и Ю. А. Овчинникова РАН (ЦК НТИ  
ИБХ РАН) и научный журнал «Разработка и регистра-
ция лекарственных средств» при поддержке Мини-
стерства здравоохранения Российской Федерации, 
Министерства промышленности Российской Феде-
рации, Евразийской экономической комиссии и Тор-
гового представительства Российской Федерации в  
Исламской Республике Иран. 

Индустриальными партнерами семинара вы-
ступили научные организации ООО «Статэндокс»  
(https://statandocs.com), OOO «ИСМАР» (https://
esmarcro.com) и ООО «ЦФА» (https://cpha.ru).

С иранской стороны в семинаре приняли уча-
стие 20  слушателей, которые представляли Ми-
нистерство здравоохранения и медицинского об-
разования Исламской Республики Иран, CPDI 
(Президентский центр прогресса и развития), Те-
геранский медицинский университет, а также ком-
пании Ronak Pharmaceutical  Co, Zima World Wide, 
Darou Darman Arang Co., Sina Darou Co., Avita Zist 
Pharmed  Co., Rayan Pharmed Co., Parsian Co., Sina 
Robotics & Medical Innovators, Maad Pharma Co.

С приветственными словами выступили Рустам 
Жиганшин, торговый представитель Российской Фе-
дерации в Исламской Республике Иран; Александр 
Исаев, заместитель директора по науке Государст- 
венного научного центра ФГБУН Институт биоорга-
нической химии им. академиков М. М. Шемякина и 
Ю. А.  Овчинникова Российской академии наук; Вла- 
димир Попов, доктор медицинских наук, профессор 
Медицинского института непрерывного образования 
ФГБОУ ВО «РОСБИОТЕХ».

В своем приветствии Рустам Жиганшин подчер-
кнул важность укрепления взаимовыгодных торго- 
вых и научных связей между научными, образова-
тельными и коммерческими организациями России  

и Ирана в области разработки, регистрации и торгов- 
ли лекарственными средствами. Александр Исаев 
рассказал о Консорциуме «Биоорганика» Центра ком-
петенций НТИ ИБХ РАН, ведущихся научных разра-
ботках инновационных лекарственных препаратов и 
существующих возможностях выхода иранских ком- 
паний на рынок РФ.

В регуляторном блоке семинара выступили  
Алла Трапкова, заместитель генерального директора  
ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России, и Дмитрий Рож-
дественский, начальник отдела координации работ  
в сфере обращения лекарственных средств и меди-
цинских изделий Департамента технического регу-
лирования и аккредитации Евразийской экономиче- 
ской комиссии. В своих сообщениях докладчики рас-
сказали иранским коллегам и о нормативно-право- 
вой базе, регламентирующей экспертизу и регистра-
цию лекарственных препаратов в Евразийском эко- 
номическом союзе и России. Были рассмотрены зада- 
чи, стоящие перед ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава Рос-
сии, и показана его роль в решении этих задач. 

Мероприятия
Events

Информационная статья / Informational article

Семинар «Разработка и регистрация лекарственных средств  
в ЕАЭС и РФ – текущие достижения и стратегический взгляд в будущее»
Москва, 07 сентября 2023 г. состоялся семинар «Разработка и регистрация лекарственных средств в ЕАЭС и РФ – текущие 
достижения и стратегический взгляд в будущее». 

Seminar "Drug development and registration  
in the EAEU and the Russian Federation – Current Achievements  
and a Strategic View to the Future"
Moscow, September 7, 2023, the seminar "Drug development and registration in the EAEU and the Russian Federation – current 
achievements and a strategic view to the future" was held.

Дмитрий Рождественский

https://statandocs.com
https://esmarcro.com
https://esmarcro.com
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В дальнейшем иранским коллегам были пред-
ставлены практические кейсы и рекомендации от  
российских экспертов. Теймур Алиев, заместитель 
по науке руководителя Центра компетенций НТИ  
ИБХ РАН, рассказал о практическом опыте по разра-
ботке инновационных биологических препаратов  
для диагностики и лечения социально значимых за-
болеваний. Александр Солодовников, кандидат ме-
дицинских наук, заместитель директора по проект- 
ной работе ООО  «Статэндокс», рассказал об особен- 
ностях проведения исследований биологических ле-
карственных средств в ЕАЭС.

Владимир Попов, доктор медицинских наук,  
ФГБОУ ВО «РОСБИОТЕХ», представил последние дан-
ные по динамике рынка клинических исследований в 
Российской Федерации, рассказал об исследователь-
ских центрах и о существующих для иранских про-
изводителей возможностях в области проведения 
многоцентровых клинических исследований и иссле- 
дований ранних фаз. Российская Федерация являет-
ся одним из наиболее привлекательных регионов для 
проведения клинических исследований ввиду высо-
кой численности населения, развитой инфраструкту-
ры для клинических исследований, наличия совре-
менных медицинских технологий и возможностей 
изучения лекарственных препаратов, высокого ка-
чества работы исследователей и возможности при-
влечения большого количества пациентов с разны- 
ми нозологиями.

Игорь Шохин, доктор фармацевтических наук,  
генеральный директор Центра фармацевтической 
аналитики, в своем докладе раскрыл роль теста «Раст- 
ворение» в разработке и регистрации лекарственных 
средств.

Аркадий Мурашев, профессор, доктор наук,  
руководитель Центра биологических испытаний  
ГНЦ ИБХ РАН, рассказал о роли Центра доклиниче-
ских исследований лекарственных средств в системе 
экспертизы и регистрации лекарственных средств по 
правилам Евразийского экономического союза. 

В разделе семинара «Вопросы/Ответы» приняли 
участие все докладчики, а также заместитель дирек-
тора по науке ГНЦ ФГБУН Институт биоорганической 
химии им. академиков М. М. Шемякина и Ю. А.  Овчин- 
никова РАН доктор химических наук Алексей Бело-
гуров. Иранские партнеры рассказали о своем опы-
те выхода на рынок Российской Федерации, сложно-
стях и барьерах, которые встретились на их пути. В то 
же время было подчеркнуто, что семинар позволил  
иранской стороне получить из первых рук инфор-
мацию о регуляторных требованиях и практическом 
опыте разработки и регистрации лекарственных 
средств в ЕАЭС и РФ.

В ходе семинара участники обменялись пред-
ложениями по решению проблем на пути сотрудни- 
чества в сфере разработки и регистрации инноваци-
онных российских и иранских препаратов. 

«Объединение компетенций Консорциума «Био-
органика», российских индустриальных партнеров 
дает возможность интегрировать опыт международ-
ного научного сообщества в решение задач, как по-
ставленных перед Центром НТИ ИБХ РАН, так и отно-
сящихся к выходу на рынок Российской Федерации 
фармпрепаратов Исламской Республики Иран, стра- 
ны с развитой фармацевтической и биотехнологиче-
ской промышленностью, что может стать реальной 
альтернативой западноевропейским компаниям»,  – 

Владимир Попов

Игорь Шохин

Мероприятия
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заявил руководитель Центра компетенций НТИ ИБХ 
РАН Александр Исаев.

В своих выступлениях ученые, дипломаты, пред-
ставители фармацевтической промышленности отме-
тили важность проведения семинара в контексте раз-
вития торгового и академического сотрудничества 
между Россией и Ираном, которое будет способство-
вать не только прогрессу в области медицины, фар-
макологии и биотехнологии, но также укреплению 
дружественных отношений между двумя странами и 
реализации концепции многополярного мира.

По итогам семинара стороны достигли догово-
ренностей о начале прямых контактов заинтересо-
ванных сторон по проектам, связанным с разработ-
кой и регистрацией инновационных лекарственных 
препаратов. Запланировано расширение состава 
участников в рамках конференции на 2024 год. 

ИНФОРМАЦИЯ ОБ ОРГАНИЗАТОРАХ
Центр компетенций Национальной технологи-

ческой инициативы (НТИ) (https://www.cnti-ibch.ru) 
на базе ГНЦ ФГБУН Институт биоорганической химии 
имени академиков М. М. Шемякина и Ю. А.  Овчинни-
кова  – один из 24 центров компетенций НТИ, создан- 
ных в России в рамках нацпроекта «Наука». Каждый 
из них объединяет университеты, исследовательские 

центры и инновационные предприятия для созда-
ния сквозных технологий, которые будут востребова-
ны на новых глобальных рынках через 15–20 лет. Кон-
сорциум «Биоорганика» Центра компетенций НТИ  
ИБХ РАН  – партнерство образовательных и научных 
организаций, а также высокотехнологичных пред-
приятий и компаний. В настоящее время Консорциум 
«Биоорганика» объединяет 33 организации, в числе 
которых 14 вузов и научных организаций, 18 коммер- 
ческих организаций, 1 некоммерческая организация.

Научно-производственный рецензируемый жур- 
нал «Разработка и регистрация лекарственных 
средств» (https://www.pharmjournal.ru/)  – актуальное 
бесплатное прикладное издание и информационный 
портал для специалистов, задействованных в сфере 
обращения лекарственных средств. Журнал предна-
значен для фармацевтических предприятий-произ-
водителей и их сотрудников из отделов разработ-
ки, контроля качества, регистрации, производства и 
развития; сотрудников лабораторных центров, конт- 
рактно-исследовательских организаций, научных и 
образовательных учреждений. Включен в Перечень 
рецензируемых научных изданий, в которых долж-
ны быть опубликованы основные научные результа-
ты диссертаций на соискание ученой степени канди-
дата наук, на соискание ученой степени доктора наук, 
с 2015 года.
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Информационная статья / Informational article

Конгресс «Химико-фармацевтические и биологические препараты:  
фармацевтическая и клиническая разработка согласно правилам ЕАЭС»  
прошел в Москве
22 сентября состоялся конгресс «Химико-фармацевтические и биологические препараты: фармацевтическая и клиническая 
разработка согласно правилам ЕАЭС» в здании конгресс-центра Сеченовского Университета в Москве. Организаторами 
конференции традиционно выступают ООО «Центр фармацевтической аналитики» и журнал «Разработка и регистрация 
лекарственных средств». Мероприятие посетило 149 человек.

Congress "Chemical-Pharmaceutical and Biological Drugs:  
pharmaceutical and clinical development in accordance  
with the rules of the EAEU" took place in Moscow
On September 22, the congress “Chemical-pharmaceutical and biological preparations: pharmaceutical and clinical development 
according to the rules of the EAEU” was held in the building of the congress center of Sechenov University in Moscow. The conference is 
traditionally organized by the Center for Pharmaceutical Analytics LLC and the journal Drug development & registration. The event was 
attended by 149 visitors.

Спикеры конгресса – представители Минздра-
ва РФ, ЕЭК, ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России, Се- 
ченовского Университета, Пермской государственной  
фармацевтической академии Минздрава РФ, компа-
ний «Статэндокс» и «Герофарм», Санкт-Петербург-
ского государственного химико-фармацевтического 
университета, Учебного центра GxP и другие уважае- 
мые участники.

Открывала мероприятие Наталья Вячеславов-
на Кульджанова, директор журнала «Разработка и 
регистрация лекарственных средств». Далее с при-
ветственной речью выступил генеральный директор  
Центра фармацевтической аналитики, главный ре-
дактор журнала «Разработка и регистрация лекарст- 
венных средств» Игорь Евгеньевич Шохин. Орга-
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низаторы поприветствовали слушателей и пожелали 
продуктивной работы в рамках конгресса.

Программа мероприятия состояла из 5 секций. 
Первая секция была посвящена разработке лекарст- 
венных средств и регуляторным вопросам. Откры-
вал секцию Лужанин Владимир Геннадьевич, Перм-
ская государственная фармацевтическая академия. 
Доклад был посвящен поиску новых природных со- 
единений для фармацевтической разработки. Следом 
выступил Макаренко Игорь Евгеньевич (компания 
«Герофарм») с докладом о клинической разработке 
биосимиляров орфанных препаратов. Спикер под-
черкнул, что на данный момент существуют трудно-
сти при клинической разработке биосимиляров ор-
фанных препаратов в виде избыточных требований 
третьих фаз. В заключение было отмечено, что важ-
но создать отдельные руководства для регистрации 
биосимиляров орфанных препаратов. Еременко На-
талья Николаевна, ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрав Рос- 
сии, рассказала про экспертную оценку отчета по  
биоэквивалентности при регистрации и приведении 
досье в соответствие с правилами ЕАЭС. Доклад Ека-
терины Юрьевны Сорокиной («Статэндокс») был  
посвящен в ЕАЭС при проведении клинических иссле-
дований. В докладе спикер разобрала организацион- 
ные подходы и практический опыт реализации прове-
дения биофармацевтических и международных мно-
гоцентровых исследований в ЕАЭС. Также обсуждались 
вопросы проведения клинической, биоаналитиче- 
ской и статистической части исследования, особен-
ности формирования пакета документов для раз-
ных стран  – членов Союза. Александр Геннадьевич  
Солодовников («Статэндокс») рассказал про обоб-
щенный мировой опыт и познакомил с практически-
ми кейсами разработки и регистрации лекарствен- 
ных форм для накожного применения с местным  
действием. Особое внимание было уделено иннова- 
ционным методикам проведения сравнительных ис-
следований для гибридных лекарственных препара-

тов, предполагающих исследования in vitro без исполь-
зования биоматериалов человека.

Вторая секция конгресса была направлена на ла-
бораторное оборудования и химические реактивы, 
переживающие сложные времена из-за событий в  
мире. В первую очередь дискомфорт испытывают на-
ши исследователи вследствие срывов сроков поста- 
вок и недостатка информации о достойных анало-
гах из Азии. Проблема в наше время стоит остро. Ра-
зобраться в данном вопросе помогли эксперты из  
компании «ХИММЕД». Компания является лидером в 
сфере оснащения лабораторий. Также мы узнали о  
новых IT-решениях для химической и фармацевтиче-
ской отраслей. 

Третью секцию, посвященную вопросам докли- 
нических, клинических исследований, открывал до-
клад Шарафетдинова Азата Хайдеровича (Депар-
тамент регулирования обращения лекарственных 
средств и медицинских изделий Минздрава РФ). В до-
кладе было отмечено, что важнейшим звеном оценки 
эффективности и безопасности новых лекарственных  
препаратов являются клинические исследования.  
Спикер поделился и некоторой статистикой. Так, ко- 
личество ЛС, доведенных до стадии клинических ис-
следований в 2022 году, составило 26. Спикер расска-
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зал о современном состоянии регуляторной практи- 
ки – от разработки до регистрации. 

Енгалычева Галина Нинелевна (ФГБУ «НЦЭСМП»  
Минздрава России) кратко обсудила следующие во-
просы: какие необходимы доклинические исследо-
вания на разных этапах клинической разработки 
лекарственных препаратов, как оценивать факто-
ры риска при интерпретации полученных резуль-
татов. Было предложено использовать метод WOE 
(Weight of evidence) для оценки токсического потен-
циала и необходимости проведения дополнитель-
ных исследований. Галина Нинелевна подчеркну-
ла, что вывод о безопасности препарата возможен 
только на основании комплексной оценки факторов 
риска, результатов доклинических и клинических 
исследований.

Нельзя не отметить доклад Комарова Тимо-
фея Николаевича (Центр фармацевтической ана-
литики). Спикер подробно рассказал про исследо-
вательский центр ООО «ЦФА», а также поделился 
перспективами развития научного центра. Одним 
из направлений является новая обучающая про-
грамма на тему «Надлежащее обращение с биооб- 
разцами».

В секции «Вопросы химико-аналитических ис- 
следований» Рождественский Дмитрий Анатолье-
вич (Департамент технического регулирования и 
аккредитации ЕЭК) выступил с докладом о новых 
подходах к применению процедуры «биовейвер». 
Докладчик отметил, что были изменены требования 
к пределам изменений в содержании вспомогатель- 
ных веществ при проведении процедуры «биовей-
вер» для лекарственных препаратов в зависимости 
от степени подобия по составу референтному пре-
парату. Допустимые границы изменений увеличены 
в два раза для веществ, не влияющих на абсорбцию 
препарата, а для веществ, влияющих на абсорбцию, 
введено дополнительное требование отличия не бо-
лее чем 10 % от абсолютного их содержания в ре- 
ферентном препарате.

Екимов Антон Анатольевич (ООО «Глювекс»)  
выступил с докладом, посвященным целостности дан-
ных при разработке лекарственных препаратов. В  
докладе обсуждались основные вопросы целостно- 
сти данных и решения от компании SOTAX (швейцар-
ский производитель фармакопейных тестеров). Было 
отмечено, что программное обеспечение q-doc ми- 
нимизирует рутинные процессы и  разработано для 
эффективной работы в полном соответствии с раз- 
делом 21 части 11 свода федеральных правил.

Шохин Игорь Евгеньевич (Центр фармацевти-
ческой аналитики) выступил с докладом на тему «Ис-
следование фармакокинетики и иммуногенности 
препаратов из группы ингибиторов ГПП-1». Ингиби-
торы ГПП-1 (глутиды) применяются для лечения диа-
бета. Игорь Евгеньевич в своей презентации отме- 

тил, что Novo Nordisk уведомила о прекращении по-
ставок «Оземпика» (семаглутид) в Россию, что повлек- 
ло за собой появление острой потребности в импор-
тозамещении в рамках обеспечения технологическо- 
го суверенитета страны.

В заключительной секции конгресса, посвящен-
ной технологии лекарственных средств и надлежа- 
щим практикам, были представлены доклады спике-
ров из Сеченовского Университета, Учебного центра 
GxP, центра метрологии и консалтинга «Поверие».

Шохин Игорь Евгеньевич
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Так, Сысуев Борис Борисович (Сеченовский Уни-
верситет) рассказал о фармацевтической разработ-
ке с точки зрения ответственного подхода к созда- 
нию эффективных и безопасных лекарственных пре- 
паратов в РФ.

Тихонова Анна Эдуардовна, директор по раз-
витию Учебного центра GxP, провела лекцию на те-
му  «Валидация, верификация и трансфер аналити-
ческих методик: регуляторные аспекты». В своем 
выступлении Анна Эдуардовна подробно рассмотре- 
ла роль и значимость валидации, верификации и 
трансфера аналитических методик с точки зрения ре- 
гуляторных требований. В ходе лекции Анна Тихо-
нова также осветила важный аспект различия между  
валидацией, верификацией и трансфером аналитиче- 
ских методик. Она помогла аудитории разобраться  
в сути каждого из этих процессов и объяснила, как  
они взаимосвязаны и одновременно различаются по 
своему назначению и целям. Это позволило слушате-
лям более глубоко понять и оценить регуляторные 
аспекты, связанные с аналитическими методиками в 
фармацевтической индустрии.

Партнерами конгресса «Химико-фармацевтиче-
ские и биологические препараты: фармацевтическая  
и клиническая разработка согласно правилам ЕАЭС» 
выступили: Сеченовский Университет, ФГБУ «НЦЭСМП» 
Минздрава России, ЕЭК, СПХФУ, ПГФА, «Статэндокс», 
НПО «ДОМ ФАРМАЦИИ», «Поверие», «Герофарм»,  
ТД «ХИММЕД», «Лабконцепт», «Глювекс», ЦВТ «Хим- 
Рар», X7 Research, Учебный центр GxP, NPJ, сообщест- 
во «Фарма РФ», PCR.NEWS, «Фарммедпром».

Благодарим слушателей и докладчиков конгрес- 
са за участие, проявленный интерес и хорошее наст- 
роение!

До встречи на наших следующих мероприятиях! 
Следите за новостями в нашем телеграм-канале. 
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Информационная статья / Informational article

VIII Всероссийская GMP-конференция с международным участием.  
«GMP: надлежащее качество в современных условиях»
Главными темами деловой программы стали подходы к регулированию обращения лекарственных средств, отраслевое 
образование, межведомственное взаимодействие, научно обоснованный подход при производстве лекарственных средств, 
лицензирование производства, особенности обеспечения соответствия требованиям правил GMP, фармацевтический 
инжиниринг, типичные несоответствия при фарминспекциях.

VIII All-Russia GMP Conference with International Participation.  
"GMP: Proper Quality in Modern Conditions"
The main topics of the business program were approaches to regulating of drug circulation, industry education, interdepartmental 
interaction, a scientifically based approach to the drug manufacturing, licensing, ensuring compliance with the requirements of GMP 
rules, pharmaceutical engineering, and typical nonconformities during pharmaceutical inspections.

На протяжении 3 дней на мероприятии обсужда-
лись самые актуальные вопросы обеспечения качест- 
ва при производстве лекарственных средств. 

Главными темами деловой программы стали под-
ходы к регулированию обращения лекарственных 
средств, отраслевое образование, межведомствен-
ное взаимодействие, научно обоснованный подход 
при производстве лекарственных средств, лицензи-
рование производства, особенности обеспечения со-
ответствия требованиям правил GMP, фармацевти-
ческий инжиниринг, типичные несоответствия при 
фарминспекциях.

В конференции приняло участие 800 человек,  
из которых очно площадку посетило порядка 600  гос- 
тей. На форум в Екатеринбурге съехались предста-
вители отрасли от Калининграда до Владивостока.  
За дискуссиями наблюдали зрители из Казахстана, 
Белоруссии, Перу, Черногории, Алжира, Египта, Со- 
единенных Штатов Америки, Германии, Чехии и дру-
гих стран. 

Шестаков Владислав Николаевич, директор 
ФБУ  «ГИЛС и НП» Министерства промышленности и 
торговли Российской Федерации, отметил, что тема 

конференции «GMP: надлежащее качество в совре-
менных условиях» отражает актуальную для участников 
фармотрасли повестку. 

Всероссийская GMP-конференция проводится с  
2016  года и ежегодно собирает ведущих междуна- 
родных и российских экспертов фармацевтической 
отрасли, представителей органов государственной 

Шестаков Владислав Николаевич
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власти, руководителей и специалистов фармацевти- 
ческих производств, представителей профессиональ-
ных объединений и сообществ, экспертов в области 
систем менеджмента качества и надлежащих произ-
водственных практик (GMP). 

В первый день конференции состоялось 4 панель-
ных сессии. Открывала конференцию сессия «Лучшие 
подходы к регулированию обращения лекарственных 
средств в условиях многополярного мира». На сес- 
сии обсуждались следующие вопросы: 
•• Снижение зависимости от импорта и наращива-

ние собственного экспортного потенциала. 
•• Вопросы взаимного признания. Международный 

опыт. 
•• Взаимодействие регуляторных органов в совре-

менных условиях. Площадки для международного 
сотрудничества и другие. 
Второй день конференции открывала панельная 

 сессия «Научно обоснованный подход в вопросах  
производства лекарственных средств». В рамках сес-
сии обсуждались следующие темы: 
•• Цели, задачи и промежуточные результаты рабо- 

ты экспертного совета Евразийской академии над-
лежащих практик.

•• Подходы к микробиологическому мониторингу  
производственной среды при осуществлении про- 
изводства лекарственных средств. Требования и 
практика применения.

•• Научные данные токсикологической оценки для 
подтверждения возможности совмещения произ-
водства лекарственных средств.

•• Токсикологическая оценка лекарственных средств 
для целей надлежащей производственной прак- 
тики.

•• Проект приложения № 1 «Требования к произ- 
водству стерильных лекарственных средств».

•• Уполномоченные лица.
•• Требования к производству высокотехнологичных 

лекарственных средств. 
Открывала секцию Соттаева Мадина Магоме-

товна, начальник управления инспектирования про-
изводителей лекарственных средств ФБУ «ГИЛС и 
НП» Министерства промышленности и торговли Рос-
сийской Федерации. Мадина Магометовна предста-
вила рабочие группы экспертного совета Евразий-
ской академии надлежащих практик и рассказала о 
целях и задачах.

Архипова Надежда Валентиновна, заместитель 
начальника управления инспектирования производи- 
телей лекарственных средств ФБУ «ГИЛС и НП» Ми-
нистерства промышленности и торговли Российской 
Федерации, представила рабочую группу, задачей ко-
торой является адаптация перевода на русский язык 
Приложения 1 «Требования к производству стериль-
ных лекарственных средств». Данное приложение 
описывает стерильность лекарственных средств. Спи-
кер напомнила, что в 2023 году в ЕАЭС вышла новая 
версия Приложения. 

Причины внесения изменений в Приложение 1: 
99 Глобализация требований к производству сте-

рильных ЛС. 
99 Доступность ЛС для пациентов. 
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99 Рост доли стерильных лекарственных средств в 
общем количестве производимых ЛС.

99 Появление новых технологий.
99 Многие другие. 

Также было отмечено, что новая версия Прило-
жения 1 стала более обширной и появились новые 
разделы.

Следом выступила Бурлакина Наталья Влади-
мировна, заместитель начальника отдела эксперти-
зы ФБУ «ГИЛС и НП» Министерства промышленности 
и торговли Российской Федерации. Спикер предста-
вила рабочую группу, которая занимается частью  IV 
GMP «Требования к производству высокотехнологич-
ных лекарственных препаратов». Данная часть бы-
ла разработана EMA еще в 2017 году и выведена из 
Приложения 2 в отдельную полноценную часть  IV 
GMP. Участники данной рабочей группы: сотрудни-
ки фармацевтических компаний, сотрудники пред-
ставительств иностранных компаний в РФ, предста-
вители подведомственных уполномоченным органам 
государств – членов ЕАЭС учреждений, представите- 
ли международных организаций в РФ.

Рабочей группой были выделены основные мо- 
менты: 

99 Применение рискориентированного подхода. 
99 В части IV приведены ссылки на нормативные до-

кументы Европейского союза, аналогов которым  
нет на территории ЕАЭС. 

Маклакова Ольга Валентиновна, директор по 
корпоративному качеству евразийской экономиче-
ской зоны компании «Акрихин», в своем выступлении 
представила рабочую группу «Уполномоченные ли- 
ца, евразийская экономическая зона». Цели данной 
рабочей группы: 

99 Повышение роли уполномоченного лица. 
99 Профессиональное развитие уполномоченных 

лиц.
99 Усиление коммуникации в сфере работы упол-

номоченных лиц между странами – участниками 
ЕАЭС. 
Одна из задач рабочей группы заключается в со- 

здании единой цифровой платформы для общения 
уполномоченных лиц на территории стран – участ- 
ников ЕАЭС. Также группа занимается работой с  
Приложением 16. Докладчик подробно осветила де- 
ятельность группы в 2023 году и поделилась планами 
на 2024 год. 

Продолжил секцию доклад Чернявской Аси Ана-
тольевны, руководителя испытательного центра кон-
троля качества лекарственных средств ООО  ИЦ  «МЛ- 
СТАНДАРТ». Спикер представила рабочую группу на-
учно-методического подхода к вопросам контроля 
качества по профилю «микробиология». Цель данной 
группы заключается в разработке отраслевых реко- 
мендательных документов и обеспечении единого  
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похода к надлежащей практике микробиологическо- 
го контроля в актуальных вопросах, требующих выра-
ботки решений. 

Спикер отметила, что в едином правовом поле  
Евразийского экономического союза отсутствует  
единый документ, регулирующий единообразный 
подход к микробиологическому мониторингу. Что и 
привело к необходимости разработки научно-мето-
дических рекомендаций по микробиологическому 
мониторингу производственной среды для произво-
дителей стерильных и нестерильных лекарственных 
средств. 

Вязьмина Татьяна Михайловна, директор по 
качеству ГК «Р-Фарм», поделилась итогами рабо-
ты группы «Научные данные токсикологической 
оценки для подтверждения возможности совмеще-
ния продуктов на одной производственной линии».  
Цель данной группы заключается в разработке ме-
тодических рекомендаций в области проведения 
и применения токсикологической оценки для про-
изводства лекарственных средств в соотношении 
с требованиями надлежащей производственной 
практики. В основе разработки научно-методиче-
ских рекомендаций для отрасли лежит международ-
ный опыт и документы. Также спикер отметила, что 
для методических рекомендаций уже подготовлен 
проект документов. Были подведены итоги рабочей 
группы: 
•• Проанализирована текущая ситуация в отрасли.
•• Определены направления для улучшения: 

а) гармонизация законодательных актов; 
б) разъяснение законодательных актов; 
в) восполнение пробелов между законодательны-

ми актами; 
г) восполнение отсутствующих баз качества и на-

дежных исходных данных;
д) подготовка специалистов. 
Ориентировочно в конце 2024 года методиче-

ские указания и приложения будут представлены для 
обсуждения в ЕАЭС.

Гузеватых Людмила Сергеевна, руководитель 
группы токсикологии GMP-процессов ГК «Р-Фарм»,  
освещала тему токсикологической оценки в произ- 
водственной практике.

При регистрации лекарственного препарата про- 
водится оценка безопасности и токсичности для 
определения мероприятий по снижению рисков для 
здоровья пациентов. Эти мероприятия указывают-
ся в инструкции по медицинскому применению. При 
производстве же лекарственного препарата про-
водится токсикологическая оценка для измерения 
риска для здоровья пациентов при непреднамерен- 
ном ежедневном пожизненном действии лекарст- 
венного средства, которая заключается в определе-
нии безопасных доз для всей популяции при приме-
нении лекарственного препарата не по показаниям 
в инструкции по медицинскому применению. Ток-
сикологическая оценка для целей GMP – это общая 
оценка рисков для здоровья человека или животно-
го при непреднамеренном действии лекарственно-
го средства. 

Спикер Е Сиао, GMP-инспектор, Центр инспекти-
рования пищевых продуктов и лекарственных средств 
CFDI (Китай), поделилась опытом предотвращения  
перекрестной контаминации при производстве не-
скольких лекарственных средств на одном участке,  
а также проведения мероприятий по управлению  
рисками для качества. 

Участникам GMP-конференции представилась 
возможность посетить мастер-класс «Использова-
ние VR-технологий в преподавании промышленной 
технологии лекарственных средств» с выдачей сер-
тификатов. Участники мастер-класса смогли озна-
комиться с возможностями симуляционного учеб-
ного комплекса «Виртуальный завод для вузов», 
разработанного Евразийской академией надлежащих  
практик совместно с Государственным институтом 
лекарственных средств и надлежащих практик. Инно-
вационный VR-продукт предназначен для прохож- 
дения производственной практики по промышлен-
ной фармации студентами фармацевтического, биотех-
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нологического и химического направлений. Комплекс 
содержит уникальное лицензионное программное 
обеспечение и учебно-методические материалы для 
преподавателей, в том числе не имеющих опыта ра- 
боты на фармпредприятии.

В завершение второго дня конференции про-
шла пленарная сессия «Фармацевтический инжини-
ринг. Начальные этапы приемки и квалификации как 
часть жизненного цикла валидации систем и обору- 
дования. Взгляд с позиции требований Приложения 
№ 15 GMP и отраслевой опыт». Вопросы и темы для 
обсуждения: 

•• Практическое применение принципов Руководст- 
ва ISPE Baseline Guide Vol 5: Commissioning & Qua- 
lification 2nd Edition.

•• Взаимосвязь различных этапов квалификации в  
V-образной модели «жизненного цикла» вали- 
дации.

•• URS как точка отсчета для валидационных меро- 
приятий.

•• Значимость этапа DQ для новых и реконструи- 
руемых систем; применение анализа рисков на 
этапе DQ с учетом положений обновленной вер-
сии руководства ICH Q9 (R1).
Ежегодно GMP-конференция проводится в раз-

ных городах, что позволяет представителям отрасли 
познакомиться как с фармацевтической промышлен-
ностью регионов, так и с богатой культурой Рос-
сии. Информация о месте проведения и темах меро-
приятия следующего года будет размещена на сайте  
https://gosgmp.ru/.

Организаторы конференции – Министерство про- 
мышленности и торговли Российской Федерации со-
вместно с ФБУ «Государственный институт лекарст- 
венных средств и надлежащих практик», оператор  –  
ЦКК «С-ГРУП». 

Партнерами выступают крупнейшие российские и 
международные компании, ведущие отраслевые из-
дания и профессиональные сообщества.
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Информационная статья / Informational article

Форум «БИОТЕХМЕД-2023»
Представители профильных министерств и эксперты отрасли обсудили готовность российской промышленности к обеспечению 
потребностей системы здравоохранения.

Forum "BIOTECHMED-2023"
Representatives of relevant ministries and industry experts discussed the readiness of Russian industry to meet the needs of the 
healthcare system.

В Сочи завершился форум «БИОТЕХМЕД-2023». 
Мероприятие посетило около 1000 участников из 
6  регионов России, на сессиях выступило более 
100  спикеров. Представители профильных мини-
стерств и эксперты отрасли обсудили готовность рос- 
сийской промышленности к обеспечению потреб-
ностей системы здравоохранения. В мероприятии 
приняли участие заместитель председателя Пра- 
вительства Российской Федерации – министр про-
мышленности и торговли Российской Федерации 
Денис Мантуров, министр здравоохранения Рос-
сийской Федерации Михаил Мурашко, губернатор 
Краснодарского края Вениамин Кондратьев, а так- 
же ключевые представители фармацевтической и 
медицинской промышленности. Главным меропри-
ятием первого дня стала пленарная сессия «Обес- 
печение системы здравоохранения: от задач к реа-
лизации», на которой выступили заместитель пред-
седателя Правительства Российской Федерации  – 
министр промышленности и торговли Российской 
Федерации Денис Мантуров и министр здравоох- 

ранения Российской Федерации Михаил Мурашко. 
«С 2014–2015 года мы начали фокусироваться на раз- 
работке собственных инновационных препаратов, 
кроме того, в рамках нового этапа Стратегии мы ра-
ботаем не только по инновационным разработкам, 
но и по субстанциям и малотоннажной химии. Се- 
годня мы ставим перед собой задачу и цель обеспе-
чить себя собственными компонентами, собствен-
ными субстанциями из своего сырья, – отметил ви-
це-премьер – глава Минпромторга России. – Все то, 
что представлено на выставке «БИОТЕХМЕД», отве- 
чает задаче технологической независимости в обла-
сти фармацевтики, медицинских изделий и медицин-
ской техники».

В рамках дискуссионной сессии «Инновационные 
лекарственные препараты: скорость и доступность» 
были раскрыты следующие темы: 
•• Каким образом формируется цена на инноваци- 

онные лекарственные препараты, зарегистриро-
ванные на условиях?
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•• Стоит ли более быстрый выход на рынок значи-
тельного снижения цены?

•• Нужно ли что-то менять в действующем законо- 
дательстве и как обеспечить баланс между до- 
ступностью инноваций и их стоимостью?
Модератор сессии Торгов Алексей Владимиро-

вич (заместитель генерального директора по корпо-
ративным связям и коммуникациям АО «БИОКАД»)  
открыл сессию интересным фактом: аспирин был 
разработан фармацевтической компанией Bayer в 
1897  году и стал первым в истории фармацевтики  
синтетическим лекарственным препаратом, не встре- 
чающимся в природе. Через 125 лет, 24 августа  
2022  года, EMA одобрило препарат для генной те-
рапии гемофилии  А «Роктавиан». Его цена состави-
ла 1  млн долларов за один клинический случай. Уже 
через год FDA одобрило «Роктавиан» уже по цене 
2,9  млн долларов за один клинический случай. Меж-
ду этими событиями и разницей в 2 раза лежит одно 
крайне важное отличие – в Европе препарат был за- 
регистрирован на условиях, а в США – по полным  
клиническим данным.

Вторым модератором выступил Тарасов Вадим 
Владимирович (руководитель направления инно- 
вационной фармацевтики, директор Института 
трансляционной медицины и биотехнологии Се-
ченовского Университета). Вадим Владимирович 
также привел интересную статистику: «С 2007 по  
2021  год FDA зарегистрировало препараты по 
146  показаниям, а EMA – по 58 показаниям. При  
этом важно отметить, что большинство из этих пре-
паратов находились на II фазе КИ. Согласно стати-
стике, только один из этих препаратов был отозван 
по причине недостаточной эффективности и ни у  
одного препарата не было проблем с безопасно-
стью. Мы можем с уверенностью сказать, что этот 
механизм позволил большому количеству пациен-
тов получить доступ к прорывной терапии, что, не-
сомненно, является большой заслугой как регуля- 
торов, так и фармацевтических компаний».

В рамках сессии у слушателей была возможность 
также принять участие в дискуссии путем интерактив-
ного голосования. 

Глаголев Сергей Владимирович (заместитель 
министра здравоохранения РФ) помог разобраться  
с определением условной регистрации, привел не- 
которую статистику регистраций на условиях, а так- 
же выразил позицию Минздрава относительно по-
требности в условной регистрации в нашей стране. 
Спикер прокомментировал приведенную модерато-
рами статистику количества условных регистраций 
в США и Европе. По мнению спикера, это глобальный 
тренд и он практически везде связан с изменением 
стратегии поиска лекарственных препаратов – сме-
щением в сторону нишевых орфанных и конгруэнт-
ных определенному кругу терапевтических мишеней, 
т.  е. онкологии, иммунологии и так далее. «Сегодня 
около 30 % всех расходов здравоохранения касают- 
ся высокотехнологичных препаратов, и значитель- 
ная часть из них была впервые зарегистрирована 

на основе ограниченных данных. Это данность, это 
тренд», – отметил спикер. 

Приезжева Екатерина Геннадьевна (замести-
тель министра промышленности и торговли РФ) рас-
сказала, как стратегия «Фарма-2030» будет поддер-
живать оригинальные разработки и инновационные 
лекарственные препараты. Разработка инноваци-
онных препаратов – один из приоритетов стратегии 
«Фарма-2030». У таких препаратов большие риски. 
Главный из них – нереализация проекта. По статисти- 
ке, на разборку одного проекта уходит 10–15 лет. А 
стоимость новой молекулы может исчисляться мил-
лиардами долларов. В русле стратегии «Фарма-2020» 
с 2016 года по настоящее время на рынок вышло 
12  препаратов в рамках реализации механизмов гос- 
поддержки. На разработку этих 12 препаратов было  
затрачено 2,5 млрд рублей, при этом объем продаж 
составил свыше 43 млрд рублей. Это показывает, что 
препараты востребованны. Именно поэтому одна из 
задач стратегии «Фарма-2030» – поддержка разрабо-
ток ЛС, и прежде всего речь идет именно об иннова- 
ционных препаратах. Для поддержки будут использо-
ваны уже существующие и внедрены новые механиз-
мы. Один из механизмов – поддержка на ранних ста-
диях разработки. Этот механизм будет адаптирован  
и дополнен функционалом. 

Приезжева Екатерина Геннадьевна

Глаголев Сергей Владимирович
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Старых Дарья Александровна (ФАС России) 
рассказала про участие ФАС России в деятельно-
сти фонда «Круг добра». Ведомство участвует в пе-
реговорах с производителями о поставках лекарст- 
венных препаратов и медицинских изделий, не за-
регистрированных в России. По результатам пере-
говоров удалось достичь снижения цены поставок 
почти в 2 раза. 

Итоги проведения переговоров в 2021–2022 годах: 
•• всего проведено переговоров в отношении бо- 

лее чем 50 наименований лекарственных препа-
ратов и медицинских изделий;

•• в отношении 30 лекарственных препаратов и 
9  медицинских изделий удалось договориться о 
существенном снижении цен поставок для нужд 
фонда. 
Омельяновский Виталий Владимирович (гене-

ральный директор ФГБУ «Центр экспертизы и конт- 
роля качества медицинской помощи» Минздрава  
России) затронул тему трендов с условной регистра-
цией препаратов с учетом международного опыта,  
обсудил, каким образом устанавливаются цены на 
препараты, которые находятся в условной регистра-
ции. Спикер отметил, что основным критерием инно-
вационности ЛС следует считать именно пользу для 
пациента и системы здравоохранения, а не техноло-
гичность инноваций. 

Власов Ян Владимирович (сопредседатель Все-
российского союза общественных объединений па-
циентов) рассказал об отношении пациентов к инно-
вационным препаратам, готовности пациентов ждать 
инновационную терапию на несколько лет дольше, а 
также об отношении пациентов в целом к отечествен-
ным препаратам. Спикер отметил, что готовы про-
бовать новую терапию те пациенты, у кого заболева-
ние тяжело прогрессирует. В случае, когда у пациента  
есть выбор, ему важно, насколько препарат клиниче-
ски эффективен. Спикер поделился и некоторой ста-
тистикой: доверие пациентского сообщества к оте-
чественному производителю выросло до 56 %, а по 
некоторым сегментам составило до 75 %.

Филатова Ирина Анатольевна (депутат Госу- 
дарственной думы Федерального собрания Россий-
ской Федерации) раскрыла тему инноваций с точ-
ки зрения законодательства. Говоря про инновации,  
спикер отметила наличие проблем на разных этапах: 
от поиска мишеней до вывода инновационных препа-
ратов на рынок. Также была приведена статистика: 
в 2023  году приобретение иностранных препаратов  
выросло на 5 % в упаковках, в рублях рост соста-
вил 12 %, если сравнивать с аналогичным периодом 
2021  года. Расходы на онкопрепараты: 31 % приоб- 
ретаемых препаратов в упаковках – это иностранные 
лекарства, а в рублях это 75 %. Спикер отметила, что, 
как только запустится процесс выпуска отечествен- 
ных инновационных препаратов, мы сможем гово- 

рить о технологическом суверенитете нашей страны. 
На сегодняшний день основная задача социальных 
программ государства – увеличение продолжитель- 
ности и улучшение качества жизни. 

Также спикер поделилась информацией, что в Го-
сударственной думе разрабатывается законопроект  
о создании специализированных фондов с видом  
деятельности НИОКР по фармацевтическому направ-
лению, которые будут заниматься разработкой ЛС. 
Предусмотрены различные налоговые и прочие пре-
ференции со стороны государства. На сегодняш-
ний день механизм находится на начальной стадии 
реализации.

Кудлай Дмитрий Анатольевич (вице-президент 
по внедрению новых медицинских технологий АО  «Ге- 
нериум») поделился своим видением оптимального  
пути внедрения инноваций и обеспечения доступа  
пациентов к ним. 

Следом выступил Драй Роман Васильевич (ди-
ректор R&D-центра ООО «Герофарм»). Спикер по-
делился взглядом на инновации с точки зрения 
разработчика. Он отметил, что определение «инно- 
вационный препарат» очень усложнено в нашей 
стране. Это усложнение нашло отражение и в регу- 
ляторном определении. В России термин «неудов-
летворенная медицинская потребность» – это от-
сутствие доступной терапии. В настоящее время для  
большинства заболеваний терапия есть, и мы бо-
ремся уже за качество жизни пациентов, увеличение 
эффективности, повышение безопасности. В зару-
бежном определении инновационной терапии есть 
небольшая сноска: «или разрабатываемая терапия 
будет иметь существенные преимущества по отно- 
шению к тому, что уже есть». Спикер отметил, что в 
данный момент необходимо уточнить термин, что  
позволит реализовать план к 2030 году и разработать 
иное количество инновационных препаратов. 

Форум «БИОТЕХМЕД» прошел при поддержке  
Министерства промышленности и торговли Россий-
ской Федерации, Министерства здравоохранения  
Российской Федерации, администрации Краснодар-
ского края. 

Мероприятия
Events
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Резюме
Введение. Применение радиофармацевтических препаратов для таргетной радионуклидной терапии (РНТ), эффективность которых 
была установлена в ходе клинических исследований, является безопасным и эффективным методом терапии различных патологических 
состояний, в том числе онкологических заболеваний. Основной особенностью терапевтических радиофармацевтических лекарственных 
препаратов (РФЛП) является использование β–- и α-излучающих радионуклидов (РН) в готовой лекарственной форме (ГЛФ). Среди 
радионуклидов, используемых для радионуклидной терапии, лютеций-177 на сегодняшний день является одним из наиболее популярных 
в клинической практике, что обусловлено его химическими и ядерно-физическими характеристиками. Список разрабатываемых РФЛП на 
основе лютеция-177 постоянно расширяется, а препараты Lutathera® ([177Lu]Lu-DOTA-TATE) и Pluvicto™ ([177Lu]Lu-PSMA-617) уже одобрены 
для применения в клинической практике ряда стран. 
Текст. Ввиду высокой активности РН в одной дозе терапевтического РФЛП (до 8 ГБк в монодозе для 177Lu) ионизирующее излучение 
используемых РН приводит к снижению качества РФЛП из-за радиолитической деградации векторной молекулы. Это приводит к снижению 
специфичного накопления радиоактивности в очагах патологии, снижению терапевтического эффекта и потенциально увеличивает 
риск радиотоксичности для нецелевых органов и тканей. Степень и интенсивность радиолитической деградации векторной молекулы, а 
следовательно и срок хранения ГЛФ РФЛП, зависят от многих факторов, среди которых объемная активность радионуклида в препарате, его 
период полураспада и энергия испускаемых частиц являются наиболее весомыми. Для подавления эффектов радиолиза в составы готовых 
лекарственных форм вводят различные вспомогательные вещества, проявляющие антиоксидантные (радиопротекторные) свойства. Среди 
используемых и исследуемых веществ наиболее популярными являются гентизиновая и аскорбиновая кислоты, а также этанол. В данной 
работе на примерах препаратов лютеция-177 рассмотрены преимущества и недостатки различных антиоксидантов и их комбинаций, 
используемых в составе терапевтических РФЛП. 
Заключение. Подбор оптимального состава лекарственной формы является актуальной задачей, так как позволит обеспечить высокое 
качество РФЛП как на момент приготовления, так и в течение срока хранения и поставки конечному потребителю, что существенно 
облегчит применение и централизованную поставку терапевтических РФЛП. Показана необходимость создания унифицированного 
подхода к подбору антиоксидантов на стадии фармацевтической разработки радиофармпрепаратов. Для достижения этой цели весьма 
перспективным и доказавшим свою эффективность представляется подход, объединяющий исследования кинетики радикальных реакций с 
исследованиями радиационно-химических выходов продуктов радиолиза в одинаковых или максимально близких условиях с последующей 
проверкой стабильности ГЛФ РФЛП. Напротив, эмпирический подход, подразумевающий подбор радиопротекторов на основе прямого 
исследования их влияния на сохранение уровня радиохимической чистоты, является неоптимальным ввиду высокой рыночной стоимости 
как радионуклидов, так и нерадиоактивных прекурсоров.

Ключевые слова: радиофармпрепараты, радиопротекторы, антиоксиданты, лютеций-177, ПСМА-617, радиолиз
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Abstract
Introduction. The use of radiopharmaceuticals for targeted radionuclide therapy (TRT), the efficacy of which was established during clinical trials, 
is safe and effective for various pathological conditions, including cancer. The main feature of therapeutic radiopharmaceuticals (RPs) is the use 
of β–- and α-emitting radionuclides (RNs) in the finished dosage form (FD). Among the radionuclides used for radionuclide therapy, lutetium-177 
is currently one of the most popular in clinical practice because of its chemical and nuclear characteristics. The list of RPs based on lutetium-177 
is constantly expanding, and Lutathera® ([177Lu]Lu-DOTA-TATE) and Pluvicto™ ([177Lu]Lu-PSMA-617) have been approved for clinical use in several 
countries. 
Text. Because of the high activity of RNs in a single dose of therapeutic RPs (up to 8 GBq in a monodose for 177Lu), ionizing radiation of the used 
RNs leads to a decrease in RPs quality owing to radiolytic degradation of the vector molecule. This leads to a decreased specific accumulation of 
radioactivity in the foci of pathology, reduced therapeutic effect, and potentially increases the risk of radiotoxicity to non-target organs and tissues. 
The degree and intensity of radiolytic degradation of the vector molecule and, consequently, the shelf life of RPs depend on many factors, among 
which the activity concentration of the radionuclide in the preparation, its half-life, and the energy of the emitted particles are the most important. 
To suppress the effects of radiolysis, various excipients with antioxidant (radioprotective) properties were introduced into the compositions of the 
finished dosage forms. Among the substances studied, the most popular were gentisic acid, ascorbic acid, and ethanol. In this work, the advantages 
and disadvantages of various antioxidants and their combinations used in therapeutic RPs were considered in lutetium-177 preparations.
Conclusion. Selection of the optimal composition of the dosage form is an urgent task, as it will ensure high-quality RPs both at the time of 
preparation and during the shelf life and delivery to the end user, which will greatly facilitate the use and centralized supply of therapeutic RPs. 
The necessity of creating a unified approach for the selection of antioxidants at the pharmaceutical development stage of radiopharmaceuticals is 
shown. For this purpose, an approach combining studies of radical reaction kinetics with studies of radiation-chemical yields of radiolysis products 
under identical or maximally similar conditions with subsequent verification of the stability of RPs dosage form seems to be very promising and has 
proven to be effective. In contrast, the empirical approach, which implies the selection of radioprotectors based on a direct study of their influence 
on the preservation of the level of radiochemical purity, is suboptimal because of the high market value of both radionuclides and non-radioactive 
precursors.

Keywords: radiopharmaceuticals, radioprotectors, antioxidants, lutetium-177, PSMA-617, radiolysis
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ВВЕДЕНИЕ
Радионуклидная терапия (РНТ) – это метод лече-

ния различных патологических состояний, в том чис-
ле онкологических заболеваний, с применением ра-
диофармацевтических лекарственных препаратов 
(РФЛП). РНТ обладает преимуществом по сравнению 
с существующими терапевтическими подходами (хи-
миотерапия, лучевая терапия) [1], так как терапевти-
ческий эффект при применении РФЛП достигается за 
счет избирательного облучения опухолевых тканей 
корпускулярным ионизирующим излучением радио- 
нуклида, входящего в его состав. Это обусловлено 
сродством молекулярного вектора, в структуру кото-
рого инкорпорирован радионуклид, к специфичным 
эндогенным мишеням (главным образом клеточным 
рецепторам)  [2]. В качестве молекулярных векторов  
в структуре РФЛП выступают различные лиганды к  
рецепторам, такие как моноклональные антитела и  

их фрагменты, а также пептиды, пептидомиметики,  
витамины и др. [3–6].

Для таргетного воздействия на очаг патологии в 
составе терапевтических РФЛП используют радионук- 
лиды с различными ядерно-физическими свойства-
ми, в первую очередь β−-излучатели. Этот тип излу- 
чения наиболее часто используется в радионуклид- 
ной терапии ввиду относительно высокой проника-
ющей способности β−-частиц (порядка 1–5 мм). Кро-
ме того, достаточно широкая номенклатура β−-из-
лучающих радионуклидов надлежащего качества 
сегодня широко доступна и многие из них также из-
лучают γ-кванты в диапазоне энергий, подходящих 
для контроля распределения препарата методом од-
нофотонной эмиссионной компьютерной томогра-
фии (ОФЭКТ)  [1]. Поэтому такие β−-излучатели, как 
самарий-153, лютеций-177, иттрий-90 и иод‑131, се-
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годня успешно используют в мировой клинической 
практике.

Популярность 177Lu при РНТ основывается на ря-
де его преимуществ по сравнению с другими радио-
нуклидами. Так, например, при терапии 177Lu по-
вреждение нецелевых клеток будет значительно 
меньшим по сравнению с 90Y, глубина проникнове- 
ния β−-частиц которого в биологическую ткань со-
ставляет 2,8–4,1  мм (таблица 1). Применение препа- 
ратов 177Lu эффективно при воздействии на не- 
большие опухоли, а также метастатические пораже-
ния (обычно менее 3  мм в диаметре) [7]. Помимо это- 
го, испускаемые лютецием-177 γ-кванты [Eγ = 113 
(6,4 %) и 208 кэВ (11 %)] позволяют проводить эффек-
тивный мониторинг фармакокинетики радиофарм-
препаратов на его основе с использованием клини-
ческих ОФЭКТ-камер [8–11], а длительный период 
полураспада радионуклида обеспечивает логистиче-
ские преимущества для транспортировки РФЛП в  
лечебные учреждения. Особенно стоит подчеркнуть 
возможность наработки больших количеств 177Lu без 

носителя по схеме 
1,9 ч176 177 177Yb(n, γ) Yb Lu,β −→  ко-

торая позволяет изготавливать РФЛП с высокой мо-
лярной активностью [12].

Таблица 1. Физические свойства  
некоторых терапевтических радионуклидов

Table 1. Physical properties of some therapeutic radionuclides

Радионуклид
Radionuclide

T½, сутки [11]
T½, days [11]

Тип распада  
[1, 5, 13]

Decay type  
[1, 5, 13]

Средний 
диапазон 

проникновения
β-частиц в ткани 

(мм) [13–15]
β-particle range 

in tissue (mm) 
[13–15]

177Lu 6,7

β–; γ

0,28–0,67

131I 8,04 0,4–0,9

153Sm 1,95 0,53–1,2

188Re 0,708 2,43–3,8

90Y 2,67 β– 2,8–4,1

Все это привело к тому, что за последние не-
сколько лет 177Lu привлек значительное внимание 
исследовательских групп, занимающихся разработ-
кой радиофармпрепаратов. Список РФЛП на основе 
177Lu постоянно расширяется. Некоторые из них уже 
прошли регистрацию и были одобрены для клиниче-
ского применения или находятся на последних эта- 
пах клинических исследований. Антагонисты рецеп- 
торов соматостатина, меченные лютецием-177, эф- 
фективно применяют для РНТ нейроэндокринных  
опухолей (НЭО). Одним из препаратов лютеция-177 
на основе антагонистов рецепторов соматостатина 
является [177Lu-DOTA0,Tyr3]октреотат ([177Lu]Lu-DOTA-
TATE или 177Lu-оксодотреотид), используемый для ле-
чения гастроэнтеропанкреатических НЭО [16]. Дан- 
ные клинических исследований показали, что ста-

билизация заболевания была обнаружена у 28–46 %  
пациентов [16–18]. В ходе клинических исследова-
ний III фазы1 [177Lu][Lu-DOTA0,Tyr3]октреотат проде- 
монстрировал свою эффективность в лечении гаст- 
роэнтеропанкреатических нейроэндокринных опухо-
лей. В 2017  году препарат был зарегистрирован под 
коммерческим именем Lutathera® (AAA, компания 
Novartis®) и одобрен для лечения онкологических за-
болеваний Европейским агентством лекарственных 
средств (ЕМА)2. В январе 2018 года препарат получил 
одобрение Управления по контролю качества пище-
вых продуктов и лекарственных средств США (FDA),  
а в 2019 году – Canada Health [19].

Для терапии рака предстательной железы успеш-
но применяют меченные 177Lu низкомолекулярные 
ингибиторы простат-специфического мембранного  
антигена (PSMA). PSMA  – трансмембранный белок, 
сверхэкспрессируемый на раковых клетках при пер- 
вичном и метастатическом раке предстательной же- 
лезы. На данный момент компания Advanced Ac-
celerator Applications (дочерняя компания Novartis) 
разрабатывает препарат 177Lu випивотида тетрак-
сетан (PLUVICTO™, ранее известный как [177Lu]Lu-
PSMA-617)  [20]. Разработка [177Lu]Lu-PSMA-617 для  
лечения пациентов с метастатическим раком про- 
статы была начата в 2015 году немецким центром  
исследования рака «Deutsches Krebsforschungszen-
trum» (DKFZ) в сотрудничестве с университетской 
клиникой Гейдельберга  [21]. По данным исследова-
ния, у пациента, получавшего 7,4  ГБк препарата, уро-
вень PSA снизился с 38,0 до 4,6  нг/мл. В последую- 
щих клинических исследованиях 2015–2016 годов 
также сообщается о безопасности и эффективности 
препарата при снижении PSA у пациентов в сред-
нем на 30–70 %  [22–28]. Сравнительные исследова-
ния [177Lu]Lu-PSMA-617 и стандартных методов хи-
миотерапии показали, что РНТ [177Lu]Lu-PSMA-617 
характеризуется меньшей частотой проявления не-
желательных побочных явлений и большей эффек-
тивностью по отношению к ингибированию экспрес-
сии PSMA [28, 29]. Поэтому в мае 2018 года компания 
Novartis® начала третью фазу клинических исследо-
ваний для изучения эффективности и токсичности  
терапии [177Lu]Lu-PSMA-6173  [30, 31]. Первое одобре- 
ние Управления по санитарному надзору за качест- 
вом пищевых продуктов и медикаментов (FDA, США) 
PLUVICTO™ получил 23  марта 2022  года для лечения 

1 Study Record | ClinicalTrials.gov. A Study Comparing 
Treatment With 177Lu-DOTA0-Tyr3-Octreotate to Octreotide 
LAR in Patients With Inoperable, Progressive, Somatostatin 
Receptor Positive Midgut Carcinoid Tumours (NETTER-1). 
Available at: https://clinicaltrials.gov/study/NCT01578239. 
Accessed: 15.08.2023.

2 Lutathera | European Medicines Agency. Available at: 
https://www.ema.europa.eu/en/medicines/human/EPAR/
lutathera. Accessed: 15.08.2023.

3 Study Record | ClinicalTrials.gov. Study of 177Lu-PSMA-617 
In Metastatic Castrate-Resistant Prostate Cancer in Japan. 
Available at: https://clinicaltrials.gov/study/NCT05114746. 
Accessed: 15.08.2023.
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взрослых пациентов с метастатическим кастраци-
онно-резистентным раком предстательной железы 
(мКРРПЖ), которые уже получали терапию таксаном1.

Исследования препарата лютеция-177 на осно-
ве молекулы PSMA-I&T, которая также является лиган- 
дом к PSMA, показали, что [177Lu]Lu‑PSMA‑I&T в боль-
шей степени накапливался в нецелевых органах  [32]. 
Поглощенная почками доза для [177Lu]Lu‑PSMA‑I&T 
примерно в 1,5 раза больше, чем [177Lu]Lu‑PSMA‑617, 
однако разница поглощенной дозы в клинических  
исследованиях значительно меньше, чем в доклини- 
ческих [33]. В недавних исследованиях говорится о 
низкой степени нефротоксичности и гематотоксич-
ности препарата [34], даже для пациентов, у которых 
уже отмечались нарушения функции почек, анемия и 
снижение количества лейкоцитов [35]. Эффективность 
терапии [177Lu]Lu‑PSMA‑I&T, сравнимая с эффектив-
ностью [177Lu]Lu-PSMA-617 [36–40], послужила толч-
ком к полноценной разработке готовой лекарствен-
ной формы (ГЛФ). В декабре 2020 года компания Point 
Biopharma начала третью стадию клинических испы- 
таний препарата [177Lu]Lu-PSMA-I&T под названием 
[177Lu]Lu-PNT2002 [23, 41]2.

Для лечения мКРРПЖ методом радиоиммунотера-
пии разработан препарат на основе деиммунизиро-
ванного моноклонального антитела [177Lu]Lu-TLX591 
([177Lu]Lu-J591), с высокой специфичностью связыва-
ющегося с PSMA [42]. Исследования фазы I и фазы II  
показали, что при терапии [177Lu]Lu-TLX591 снижение 
уровня PSA у пациентов составило более 45 % в сред-
нем за два месяца [4, 43]. Опубликованы результаты 
последующих исследований, где была изучена ток- 
сичность препарата, а также возможность комбиниро-
вания радионуклидной терапии и химиотерапии  [44, 
45]. В марте 2021 года компания Telix® начала пер-
вую фазу клинических исследований для оценки без-
опасности и переносимости, определения фармако-
кинетики и биораспределения препарата, а также 
дозиметрии3. Сообщается, что компания в мае 2021 го-
да уже получила одобрение HREC (Human Research 
Ethics Committees) и разрешение CTN (Clinical Trial 
Notification) от TGA (Therapeutic Goods Administration) 
на начало исследования фазы III препарата [177Lu]Lu-
TLX5914 (таблица 2).

1 FDA approves Pluvicto for metastatic castration-resistant 
prostate cancer | FDA. Available at: https://www.fda.gov/drugs/
resources-information-approved-drugs/fda-approves-pluvicto-
metastatic-castration-resistant-prostate-cancer. Accessed: 
15.08.2023.

2 Study Record | ClinicalTrials.gov. Study Evaluating mCRPC 
Treatment Using PSMA [Lu-177]-PNT2002 Therapy After Se- 
cond-line Hormonal Treatment (SPLASH). Available at: https://
clinicaltrials.gov/study/NCT04647526. Accessed: 15.08.2023.

3 Study Record | ClinicalTrials.gov. 177Lu-DOTA-TLX591 Safe-
ty, Biodistribution and Dosimetry Study (ProstACTSelect). Avai- 
lable at: https://clinicaltrials.gov/study/NCT04786847. Accessed: 
15.08.2023.

4 Telix Commences Phase III Clinical Trial of Prostate Cancer 
Therapy – Telix Pharmaceuticals. Available at: https://telixpharma.
com/news-views/telix-commences-phase-iii-clinical-trial-of-
prostate-cancer-therapy/. Accessed: 15.08.2023.

Радиационно-химические аспекты химии  
терапевтических РФЛП

Поскольку в случае терапевтических радиофар-
мацевтических препаратов активность радионуклида  
в одной дозе достигает от 3,7 до 7,4 ГБк [46], влияние 
процессов радиолитического разложения компо- 
нентов препарата под действием ионизирующего из-
лучения становится важным (в определенной мере 
критическим) фактором. Под действием ионизирую-
щего излучения в водных растворах образуется ряд 
активных частиц: •OH, •H, e–

a  q, H2O2 – свободных ради-
калов  [47, 48]. Свободные радикалы проявляют высо-
кую реакционную способность по отношению к раз-
личным молекулам, в частности к молекуле-вектору 
в РФЛП  [49]. Поскольку накопление в целевом очаге 
в значительной степени зависит от связывания мече-
ной молекулы с рецептором, радиолитическая транс-
формация и деструкция векторной молекулы может 
привести к снижению или полной потере ею аффин-
ности и, как следствие, терапевтической эффективно-
сти, а также изменению фармакокинетики с повыше- 
нием риска радиотоксичности для нецелевых орга- 
нов и тканей. Чтобы уменьшить радиолиз и стабили- 
зировать препарат во время синтеза, а также в соста- 
ве готовой лекарственной формы, необходимо ис-
пользовать эффективный и фармацевтически прием-
лемый акцептор свободных радикалов – антиокси-
дант, он же радиопротектор.

Радиопротекторы в составе РФЛП

Этанол. Для подавления радиолиза в радиофар-
мпрепаратах широко используют этанол [50], кото-
рый зарекомендовал себя как эффективный радио- 
протектор [51, 52]. В исследовании [53] изучено вли-
яние этанола на снижение радиолиза диагностиче-
ского препарата [68Ga]Ga‑DOTA‑TATE: без добавле-
ния радиопротекторов РХЧ образца с активностью  
650  МБк/мл составила 76 % после синтеза, а при со-
держании этанола 10  об.% РХЧ готового препарата  
составила 99 %. В ряде работ представлены резуль- 
таты, доказывающие влияние этанола на стабиль-
ность РХЧ широко применяемого в ПЭТ-диагности-
ке препарата 18F-FDG [54–57]. Так, например, в рабо- 
те  [54] наглядно показано, что РХЧ препарата с са-
мой высокой исследованной объемной активностью 
14  ГБк/мл в отсутствие этанола в течение 10 часов  
снижается до 86 % и более, а в присутствии 0,3  об.% 
этанола – всего до 94 %. 

Зачастую этанол используют совместно с дру-
гими радиопротекторами для повышения стабиль-
ности РФЛП. Например, при содержании 10  об.% 
этанола в смеси гентизиновой и одновременно 
аскорбиновой кислот (по 3,5  мМ) в составе препа-
рата [177Lu]Lu‑PSMA‑617 с активностью 571  МБк/мл 
спустя 24  часа после приготовления РХЧ состав-
ляла более 95 %, тогда как без добавления этанола –  
75 %  [58]. Аналогичные результаты представлены 
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в патенте1. Исследование стабильности препарата 
[177Lu]Lu-DOTA-октреотата (600  МБк/мл, 1  мМ генти-
зиновой и аскорбиновой кислот) показало, что через 
7  дней после приготовления РХЧ препарата при от-
сутствии этанола составила 75 %, а при добавлении 
10 об.% этанола сохранялась на уровне >94 %.

Важно отметить, что этанол относится к органи-
ческим растворителям 3 класса токсичности (низкой 
токсичности). В РФ содержание остаточного этанола  
в инъекционных растворах регламентируется в со-
ответствии с ОФС.1.1.0008.15 «Остаточные органиче- 
ские растворители» Государственной фармакопеи 
XIV  издания. При содержании этанола в ГЛФ выше 
0,5  об.% он подлежит нормированию и должен быть 
определен количественно. В исследовании [54] ре-
зультаты газовой хроматографии выявили содержа-
ние остаточного этанола на уровне 0,0032  об.% даже 
тогда, когда этанол не добавляли в качестве радио-
протектора: в случае терапевтических РФЛП этанол 
(0,1  об.%) присутствует в составе после твердофазной 
очистки реакционной смеси. При добавлении 0,1 об.% 

1 Erion J. L. Use of ethanol for stabilizing a single-
vial liquid formulation of a radiolabeled peptide. Panent 
WIPO №  WO2008009444 A1. 24.01.2008. Available at:  
h t t p s : / / p a t e n t i m a g e s . s t o r a g e . g o o g l e a p i s . c o m / f 7 /
c7/20/8d3d3ec8475e19/WO2008009444A1.pdf. Accessed: 
15.08.2023.

этанола его остаточный уровень достигал 0,23  об.%, 
что не превышает установленных норм в 0,5  об.% в 
соответствии с требованиями Американской фарма-
копеи (USP), на которую ссылаются авторы исследо-
вания. При увеличении концентрации этанола в ГЛФ 
необходимо подвергать препарат испытаниям в соот-
ветствии с ОФС.1.1.0008.15 Государственной фарма- 
копеи РФ XIV издания.

Гентизиновая кислота. Одним из наиболее ча-
сто используемых радиопротекторов в составе тера- 
певтических радиофармпрепаратов является 2,5-ди-
гидроксибензойная (гентизиновая) кислота  [23, 59–
61]. Гентизиновая кислота имеет две группы —ОН, 
которые находятся в пара-положении друг к другу, 
за счет чего она активно проявляет антиоксидант- 
ные свойства в большей степени, чем моногидрокси-
фенольные кислоты [62]. Радиопротекторные свойст- 
ва гентизиновой кислоты наглядно показаны на при-
мере результатов исследования in vitro по γ-облуче-
нию эритроцитов и клеток печени: при облучении 
клеток в среде, содержащей 100 мкМ гентизиновой 
кислоты, наблюдается значительное подавление ге-
молиза и повреждение мембран митохондрий [63].  
В исследовании так же подробно изучены механиз- 
мы реакций гентизиновой кислоты со свободными 
радикалами и показана способность к деактивации 
физиологически значимых гидроксильных и перок-

Таблица 2. Перечень зарегистрированных препаратов лютеция-177 и препаратов,  
находящихся на последних стадиях клинических исследований 

Table 2. List of registered drugs of lutetium-177 and drugs in the last stages of clinical trials

Название РФЛП
Name of RPs

Варианты названия РФЛП
Name variations RPs

Назначение
Prescribing

Стадия разработки
Development stage

Lutathera® [19]

[177Lu][Lu-DOTA0,Tyr3]октреотат
[177Lu]Lu-DOTA-TATE
177Lu-оксодотреотид
[177Lu][Lu-DOTA0,Tyr3]octreotate
[177Lu]Lu-DOTA-TATE
177Lu-oxodotreotide

ГЭП-НЭО
GEP-NETs

Зарегистрирован (AAA, Novartis®)
Registered (AAA, Novartis®)

Pluvicto™ 1 [177Lu]Lu-PSMA-617
мКРРПЖ
mCRPC

Зарегистрирован (AAA, Novartis®)
Registered (AAA, Novartis®)

[177Lu]Lu-PNT20022 [177Lu]Lu-PSMA-I&T
III фаза клинических исследований 
Phase III clinical trials

[177Lu]Lu-TLX5913 177Lu-DOTA-TLX591, 177Lu-J591
мКРРПЖ
mCRPC

III фаза клинических исследований 
Phase III clinical trials

Примечание. 1 Novartis Pluvicto™ approved by FDA as first targeted radioligand therapy for treatment of progressive, PSMA positive 
metastatic castration-resistant prostate cancer | Novartis. Available at: https://www.novartis.com/news/media-releases/novartis-pluvictotm-
approved-fda-first-targeted-radioligand-therapy-treatment-progressive-psma-positive-metastatic-castration-resistant-prostate-cancer. Accessed: 
15.08.2023.

2 Study Record | ClinicalTrials.gov. Study Evaluating mCRPC Treatment Using PSMA [Lu-177]-PNT2002 Therapy After Second-line Hormonal 
Treatment (SPLASH). Available at: https://clinicaltrials.gov/study/NCT04647526. Accessed: 15.08.2023.

3 Telix Commences Phase III Clinical Trial of Prostate Cancer Therapy – Telix Pharmaceuticals. Available at: https://telixpharma.com/news-
views/telix-commences-phase-iii-clinical-trial-of-prostate-cancer-therapy/. Accessed: 15.08.2023.

Note. 1 Novartis Pluvicto™ approved by FDA as first targeted radioligand therapy for treatment of progressive, PSMA positive metastatic 
castration-resistant prostate cancer | Novartis. Available at: https://www.novartis.com/news/media-releases/novartis-pluvictotm-approved-fda-
first-targeted-radioligand-therapy-treatment-progressive-psma-positive-metastatic-castration-resistant-prostate-cancer. Accessed: 15.08.2023.

2 Study Record | ClinicalTrials.gov. Study Evaluating mCRPC Treatment Using PSMA [Lu-177]-PNT2002 Therapy After Second-line Hormonal 
Treatment (SPLASH). Available at: https://clinicaltrials.gov/study/NCT04647526. Accessed: 15.08.2023.

3 Telix Commences Phase III Clinical Trial of Prostate Cancer Therapy – Telix Pharmaceuticals. Available at: https://telixpharma.com/news-
views/telix-commences-phase-iii-clinical-trial-of-prostate-cancer-therapy/. Accessed: 15.08.2023.
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сидных радикалов, а также преобладание вторичных 
радикалов гентизиновой кислоты, имеющих восста-
новительную природу.

Эффективность гентизиновой кислоты для пред- 
отвращения радиолиза была продемонстрирова-
на для различных радиофармацевтических препа-
ратов лютеция-177, таких как [177Lu]Lu-PSMA-617,  
[177Lu]Lu-PSMA-I&T и [177Lu]Lu-DOTA-TATE [40,64–66]. В 
работе  [67] наиболее показательными являются дан-
ные, полученные при ВЭЖХ-анализе спустя 7  суток 
после приготовления препарата [177Lu]Lu-PSMA-617 с 
добавлением гентизиновой кислоты. Препарат был 
получен после очистки на колонке C18: в конечном  
растворе содержится не более 5  об.% этанола (ис-
пользуемого для десорбции радиоконьюгата) и 100– 
200  мг/мл гентизиновой кислоты (элюат с C18-карт- 
риджа разбавляли физиологическим раствором, со-
держащим гентизиновую кислоту). Активность во всех 
образцах составляла 0,74  ГБк/мл. При отсутствии ра-
диопротектора радиохимическая чистота снизилась 
приблизительно до 75%. При наличии 100–200  мг/мл  
гентизиновой кислоты наблюдалось незначительное  
накопление продуктов радиолиза: при высокой объ-
емнойактивности (1,85  ГБк/мл) радиохимическая чи-
стота препарата сохранялась на уровне ≥96 % спу-
стя 7  суток после приготовления. Однако следует 
отметить, что данные о стабильности препарата при  
отсутствии радиопротектора не совпадают с данны-
ми других исследований. В работе [58] сообщается, 
что несоответствие результатов может быть связано  
с различными условиями ВЭЖХ-анализа, использу- 
емым оборудованием и интерпретацией полученных 
хроматограмм. В исследовании [68] в аналогичных ус-
ловиях при отсутствии гентизиновой кислоты скорость 
падения РХЧ препаратов [177Lu]Lu-DOTAGA-OncoFAP  
составила 10 %/сут, а РХЧ препарата, содержаще-
го 20  мг гентизиновой кислоты, снижалась всего на 
2 % через 8 суток. Кроме того, есть данные, показы-
вающие, что гентизиновая кислота может повышать 
стабильность радиофармпрепаратов даже с α-из-
лучающими радионуклидами. Так, в работе [69] бы-
ло показано, что добавление 0,1  М гентизино-
вой кислоты увеличивает стабильность препарата  
[225Ac]Ac-macropa-PSMA. В то же время присутствие  
такого же количества аскорбиновой кислоты не ста-
билизировало конъюгаты с 225Ac и приводило к сни- 
жению устойчивости комплекса и перелигандирова-
нию радионуклида.

Несмотря на преимущества данного радиопро-
тектора, в работе [70] сообщается об избиратель-
ном окислении метионинового остатка препарата  
[177Lu]Lu-DOTA-H2MG11, вызванного гентизиновой 
кислотой. Уменьшение данного эффекта вместе с по-
давлением радиолиза наблюдалось при использо-
вании смеси гентизиновой кислоты (110  мМ) и ме- 
тионина (78  мМ). Также было обнаружено, что образ-
цы препарата [177Lu]Lu-PSMA-617 с добавлением ген- 

тизиновой кислоты в первые сутки после синтеза  
начали приобретать коричневую окраску [71], что, 
скорее всего, было связано с образованием продук-
тов окисления гентизиновой кислоты в результате 
взаимодействия со свободными радикалами в про-
цессе радиолиза [63, 72].

Аскорбиновая кислота. Еще одним вспомога-
тельным веществом, применяемым в составе РФЛП, 
является аскорбиновая кислота [73–76], которая од-
новременно может выполнять функцию как стабили-
затора, так и буферного агента [77]. В организме че-
ловека аскорбиновая кислота является регулятором 
свободнорадикального гомеостаза [78]. Предотвра- 
щение свободнорадикального окисления аскорбино-
вая кислота реализует за счет способности акцепти-
ровать активные формы кислорода в водной фазе и 
восстанавливать радикалы жирорастворимых антиок-
сидантов  [79]. Эффективность аскорбиновой кислоты  
в качестве радиопротектора была продемонстриро-
вана при синтезе РФЛП на основе 177Lu [80, 81]. В ра-
боте  [82] показано, что 0,1  г/мл аскорбиновой кисло-
ты в препарате [177Lu]Lu-DOTA-[Pro1,Tyr4]-бомбезин с  
активностью 600  МБк/мл достаточно для поддержа-
ния РХЧ на приемлемом уровне (≥98 %) в течение  
7  суток и при комнатной температуре. Напротив, в  
исследовании  [83] показано, что добавления аскорби- 
новой кислоты в качестве единственного радиопро-
тектора недостаточно для поддержания РХЧ ≥95 %. 
При комнатной температуре препарат [177Lu]Lu-
PSMA-617 (1  мл, 740  МБк/мл 0,52  М аскорбатный бу-
фер, 10 мкг PSMA-617) не был стабилен: спустя сутки 
после приготовления РХЧ снизилась примерно с 98 
до 80 %. Однако, когда препарат разбавляли до 10 мл 
0,9%-м раствором натрия хлорида и хранили при 
−20  ºC, РХЧ через 2 суток была выше 95 %. Таким об-
разом, только сочетание аскорбатного буфера, раз-
бавления препарата до объемной активности ниже 
3,7  ГБк/мл и низких температур позволяет стабилизи- 
ровать препарат в течение 48 часов. О неэффективной 
стабилизации препарата [177Lu]Lu-RM1 (0,1  M ацетат-
ный буфер, 740  МБк/мл) аскорбиновой кислотой со-
общается и в работе [84]. При добавлении 500 мкг/мл  
аскорбиновой кислоты РХЧ составила 65 % через  
3 суток, тогда как, например, при добавлении того же 
количества гентизиновой кислоты стабильность пре-
парата через тот же период времени была в 2  раза 
выше.

Кроме того, использование аскорбиновой кис-
лоты в составе РФЛП также связано с рядом трудно-
стей: стабильностью, окислением, изменением окра-
ски аскорбиновой кислоты как в процессе синтеза,  
так и в процессе хранения препаратов [85–87], сни-
жением радиохимической конверсии при синтезе 
[по сравнению с другими буферными агентами – MES 
(2-(N-морфолино)этансульфоновой кислотой) и аце- 
татом аммония] [88]. В некоторых исследованиях по- 
казано, что наличие аскорбиновой кислоты в фарма-
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цевтической композиции может затруднять анализ 
других компонентов в составе РФЛП [89, 90]. Сообща- 
ется также о случае, когда аскорбиновая кислота всту-
пала в реакцию с действующим веществом препарата1.

Смеси радиопротекторов. Для поддержания 
высокой РХЧ препаратов зачастую используют смеси 
различных антиоксидантов [32, 74, 91, 92], наиболее 
популярной из которых является комбинация аскор-
биновой и гентизиновой кислот. В работе [93] для пре-
парата [177Lu]Lu-PSMA-I&T с активностью 18–31 ГБк/мл, 
стабилизированного смесью гентизиновой (16,8  мг) 
и аскорбиновой (51  мг) кислот, с конечным объемом 
(17–25  мл) спустя сутки после приготовления РХЧ 
оставляла более 97 %. Эффективность использования 
смеси гентизиновой и аскорбиновой кислот объясня-
ется тем, что аскорбиновая кислота, вступая в реак-
цию с первичными радикалами гентизиновой кислоты 
(•C6H3(OH)3COOH, C6H3(OH)(O•)COOH), восстанавливает 

1 Higashi K., Washino K. Radiation protection agents suitable 
for use with radiopharmaceuticals comprising reducible active 
ingredients. Patent Eur. № EP0832654 B1. 18.09.1997. Available 
at: https://patentimages.storage.googleapis.com/78/01/27/
bf2d26d56114bf/EP0832654B1.pdf. Accessed: 15.08.2023.

их, таким образом возвращая гентизиновую кислоту  
в реакционную смесь [63]. 

Именно смесь гентизиновой и аскорбиновой кис-
лот используется в зарегистрированных сегодня  
препаратах на основе 177Lu – Lutathera® и Pluvicto™  
(таблица  3) с заявленными сроками годности 72 часа  
и 120 часов соответственно.

Аминокислоты и их смеси с другими соедине- 
ниями. Свойством подавлять радиолиз в РФЛП обла-
дают также различные аминокислоты. Например, ис-
пользование 1  мМ раствора цистеина (0,1216  мг/мл)  
и гистидина (0,1552  мг/мл) способствовало поддер-
жанию РХЧ препарата 177Lu-VEGF-A165/NRP-1 на уров-
не >95 % в течение суток [94]. В работе [95] сообща-
ется об эффективности ряда радиопротекторов для 
стабилизации меченого лютецием-177 производно- 
го гастрин-высвобождающего пептида [177Lu]Lu-AMBA  
(0,15  мл, с активностью 555  МБк/мл, 6,6  мг/мл ста-
билизатора). Через 24 часа хранения исследуе-
мые вещества располагались в следующем ряду 
по эффективности (РХЧ, %): аскорбиновая кислота 
(83,6 ± 1,1 %)  > гентизиновая кислота (72,1 ± 4,6 %)  =  
цистеин (71,6 ± 1,7 %)  > метионин (55,2 ± 2,5 %)  = эта-
нол (52,5 ± 2,8 %)  > триптофан (17,47 ± 2,7 %) > гли-

Таблица 3. Состав препаратов Lutathera® и Pluvicto™ 

Table 3. Composition of Lutathera® and Pluvicto™

Lutathera® 1 Pluvicto™ 2

Активность
Radioactivity

7,4 ГБк (200 мКи)
7,4 GBq (200 mCi)

Объемная активность
Radioactivity concentration

370 МБк/мл
370 MBq/ml

1000 МБк/мл
1000 MBq/ml

Вспомогательные вещества
Excipients

Натрия гидроксид 0,65 мг/мл
Sodium hydroxide 0,65 mg/ml
Натрия хлорид 6,85 мг/мл
Sodium chloride 6,85 mg/ml
Ацетат натрия 0,66 мг/мл
Sodium acetate 0,66 mg/ml

Ацетат натрия 0,41 мг/мл
Sodium acetate 0,41 mg/ml

Уксусная кислота 0,48 мг/мл
Acetic acid 0,48 mg/ml

Уксусная кислота 0,30 мг/мл
Acetic acid 0,30 mg/ml

Аскорбиновая кислота 2,8 мг/мл
Ascorbic acid 2,8 mg/ml

Аскорбат натрия 50,0 мг/мл
Sodium ascorbate 50,0 mg/ml

Гентизиновая кислота 0,63 мг/мл
Gentisic acid 0,63 mg/ml

Гентизиновая кислота 0,39 мг/мл
Gentisic acid 0,39 mg/ml

Диэтилентриаминпентауксусная кислота (ДТПА) 
0,05 мг/мл
Diethylenetriaminepentaacetic acid (DTPA) 
0,05 mg/ml

Диэтилентриаминпентауксусная кислота (ДТПА) 
0,10 мг/мл
Diethylenetriaminepentaacetic acid (DTPA) 0,10 mg/ml

Вода для инъекций до 1 мл
Water for injection up to 1 ml

Вода для инъекций до 1 мл
Water for injection up to 1 ml

Срок годности
Shelf live

72 часа
72 hours

120 часов
120 hours

Примечание. 1 LUTATHERA® (lutetium Lu 177 dotatate) | GEP-NET Treatment. Prescribing Information. Available at: https://www.novartis.
com/us-en/sites/novartis_us/files/lutathera.pdf. Accessed: 15.08.2023.

2 PLUVICTO® PRESCRIBING INFORMATION. Available at: https://www.novartis.com/us-en/sites/novartis_us/files/pluvicto.pdf. Accessed: 
15.08.2023.; PLUVICTO® | Lutetium Lu 177 Vipivotide Tetraxetan Available at: https://www.us.pluvicto.com/. Accessed: 15.08.2023.

Note. 1 LUTATHERA® (lutetium Lu 177 dotatate) | GEP-NET Treatment. Prescribing Information. Available at: https://www.novartis.com/us-en/
sites/novartis_us/files/lutathera.pdf. Accessed: 15.08.2023.

2 PLUVICTO® PRESCRIBING INFORMATION. Available at: https://www.novartis.com/us-en/sites/novartis_us/files/pluvicto.pdf. Accessed: 
15.08.2023.; PLUVICTO® | Lutetium Lu 177 Vipivotide Tetraxetan Available at: https://www.us.pluvicto.com/. Accessed: 15.08.2023.
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цин (14,6 %) > гистидин (4,6 %); контроль – 9,1 ± 2,3 %. 
После 48 часов инкубирования результаты были сле-
дующими: аскорбиновая кислота (75,0 ± 1,3 %) > цис- 
теин (54,3 ± 0,9 %) > гентизиновая кислота (40,2 ± 
6,5 %) > метионин (33,5 ± 3,2 %)  > этанол (21,6 ± 1,7 %), 
при этом гистидин, триптофан и глицин не проявили 
радиопротекторные свойства. Кроме того, были ис-
следованы стабилизирующие свойства селеноргани-
ческих соединений – селен-метионина и селен-цис- 
теина. Лучшие радиопротекторные свойства показаны 
образцами, содержащими селен-метионин: для пре-
парата объемом 0,5  мл (814  МБк/мл 177Lu, 24 мкг/мл  
AMBA, 0,04  М AcONa (pH 4,8), 0,2  мг/мл радиопро-
тектора и 0,8  мг/мл ЭДТА) радиохимическая чистота  
через 24 часа составила 72, 26 и 19 % для селен-ме- 
тионина, цистеина и метионина соответственно. При 
использовании селен-метионина в сочетании с аскор-
биновой кислотой РХЧ сохранялась на уровне 99 %. 
Однако при увеличении содержания селен-метиони- 
на в составе препарата (от 1  мг до 10  мг) наблюда-
лось существенное падение выхода реакции комп- 
лексообразования с 99 до 95 %. Следует отметить,  
что в данной работе авторы использовали сомни- 
тельный подход к дизайну исследования: вместо  
мольных соотношений использованы одинаковые 
численные значения различных видов концентраций  
для различных радиопротекторов (мг/мл, об.%  – для 
ряда аминокислот, гентизиновой и аскорбиновой 
кислоты и этанола соответственно). Такой подход  
затрудняет сопоставление результатов работы и тре-
бует дополнительных исследований по влиянию кон-
центрации каждого радиопротектора на стабильность 
препарата.

В недавно опубликованной работе [71] было про-
ведено сравнение эффективности ряда радиопро-
текторов (7,4  мкМ/мл) в составе препарата [177Lu]Lu-
PSMA-617 (1  мл, 450  МБк/мл, 0,03  М AcONa). Лучшие 
радиопротекторные свойства проявили цистеин, ген-
тизиновая кислота и ванилин: цистеин (96,5 %) > ген- 
тизиновая кислота (95,9 %) > ванилин (95,4 %) > ме- 
тионин (93,3 %) > аденин (91,9 %) > добезиловая кис-
лота (90,9 %) > тимин (90,3 %) > урацил (82,5 %) > ни-
котинамид (81,3 %) > меглюмин (67 %) > маннитол 
(63,3 %)  > адметионин (59,6 %) спустя 72 часа хране-
ния. На более ранних сроках (48 часов) наиболее эф-
фективным веществом оказался цистеин (98,6 ± 0,7 %, 
97 ± 0,6 % и 96,3 ± 1,1 % для цистеина, гентизиновой 
кислоты и ванилина соответственно). Однако в про-
цессе хранения образцов с цистеином было отмечено 
присутствие белого осадка цистина, образование ко-
торого было связано с радиационно-индуцирован- 
ным окислением цистеина [96, 97]. Для стабилизации  
цистеина была добавлена димеркаптоянтарная кис-
лота (ДМСА), и препараты, содержащие ДМСА в сме-
си с цистеином, показали большую защиту от ра-
диолиза, чем цистеин и гентизиновая кислота по 
отдельности (через 72  ч хранения РХЧ составила 
97,3 ± 0,3 %, 97,5 ± 0,3 %, 95,7 ± 0,7 % и 95,1 ± 0,8 % для 
ДМСА, ДМСА + цистеин (1 : 1), цистеина и гентизи- 

новой кислоты соответственно). Было отмечено,  
что сама ДМСА оказалась эффективным радио-
протектором для препаратов 177Lu: РХЧ препарата  
[177Lu]Lu-PSMA-617 (1  мл, 470  МБк/мл, 100  мкг PSMA) 
с добавлением только ДМСА (32  мкмоль) была 
>97 % через 72  часа после синтеза. Для образцов  
[177Lu]Lu-PSMA-617 с клинической активностью (7,4 ГБк, 
объем проб – 2  мл, 0,15  М AcONa) после 6,5  часов  
хранения при комнатной температуре РХЧ образ-
ца со смесью цистеина (3,9  мг, 32  мкмоль) и ДМСА 
(2,9 мг, 16 мкмоль) была выше, чем РХЧ образца с ген-
тизиновой кислотой (5  мг, 32  мкмоль): 96,3 ± 0,6 %  
и 93,9 ± 0,7 % соответственно.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Анализ опубликованных данных по оптимизации 

состава готовых лекарственных форм РФЛП показал 
значительное расхождение результатов исследова-
ний их стабильности в условиях радиолиза. Различ-
ные радионуклиды, входящие в состав РФЛП, будут 
создавать неодинаковые дозовые нагрузки из-за раз-
ницы ядерно-физических характеристик (скорость 
и тип распада, энергии испускаемых частиц), соот- 
ветственно и векторные молекулы, имеющие различ-
ное строение, будут проявлять различную чувстви-
тельность к радиолизу. Однако сравнение результа-
тов исследований затруднено даже для препаратов 
на основе одного и того же радионуклида – 177Lu 
и одной векторной молекулы, уже применяемой в 
клинической практике, – PSMA-617 или DOTA-TATE.  
Различия между получаемыми данными могут быть 
обусловлены множеством факторов: разные усло-
вия синтеза препарата, его состав (природа и кон-
центрации прекурсора, радиопротектора и буфер- 
ного агента), объем реакционной смеси и темпера-
тура хранения. Кроме того, возникает много вопро-
сов относительно определения радиохимической 
чистоты радиофармпрепаратов. В некоторых иссле-
дованиях использовали только метод тонкослойной  
хроматографии (ТСХ), тогда как в других использо-
вали только методы ВЭЖХ или их комбинации. Зача-
стую только метода ТСХ для определения РХЧ пре- 
паратов бывает недостаточно. ТСХ является доста-
точно просто реализуемым методом, позволяющим 
быстро определить уровень радиохимической кон-
версии радионуклида, однако метод ВЭЖХ позволя-
ет получить более полную информацию по содер-
жанию в препарате родственных радиохимических  
примесей и продуктов деградации векторной моле-
кулы [98]. Даже в случае использования аналогичных 
методов ТСХ и ВЭЖХ для определения РХЧ препара-
тов необходимо учитывать параметры аналитическо-
го оборудования, валидацию аналитических мето- 
дик и подход к интерпретации полученных хромато-
грамм [98, 99].

В большинстве работ, рассмотренных в данном 
обзоре, используется эмпирический подход, при ко- 
тором основным критерием эффективности радио-
протектора является достаточная стабильность ГЛФ 
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РФЛП (т. е. сохранение значения РХЧ на приемлемом 
уровне) в течение срока хранения/годности. Кроме 
оценки эффективности в отношении стабилизации 
РФЛП, важным фактором при выборе радиопротекто-
ра является возможность его использования в инъ- 
екционных лекарственных формах, в том числе с уче- 
том потенциальной токсичности веществ, образую-
щихся в процессе радикальных реакций. Так, напри-
мер, в препаратах, стабилизированных цистеином, 
образуется нерастворимый осадок цистина, при ра-
диолизе гентизиновой кислоты образуются бензо-
хиноны и т. д. На практике это приводит к серийной 
наработке и анализу во времени препаратов с исполь- 
зованием высокой активности радионуклидов с па-
раллельным изменением состава РФЛП в отношении 
радиопротектора (его природы и концентрации в  
случае неудовлетворительного результата). Рыноч-
ная стоимость радионуклидов и прекурсоров об- 
уславливает актуальность поиска альтернативных  
вариантов оценки радиолитической стабильности  
ГЛФ РФЛП и, соответственно, эффективного радио- 
протектора.

Одним из подходов можно считать масштабиро- 
вание процесса авторадиолиза в модельных пре-
паратах с меньшей объемной активностью и кон-
центрациями остальных компонентов (так называ-
емый «downscaled samples» по сравнению с ГЛФ) с 
одновременным контролем или оценкой таких па-
раметров системы, как дозовый коэффициент ψ  
(Гр  мл  МБк-1)  [71]. В последних исследованиях пока-
зано, что основным параметром, характеризующим  
процессы радиолиза в РФЛП, является величина  
поглощенной дозы. Причем установлены некоторые 
количественные закономерности, которые позво-
ляют спрогнозировать уровень РХЧ препарата как в  
присутствии радиопротекторов, так и без них [58, 71, 
100, 101].

Помимо этого, для выбора потенциальных анти- 
оксидантов в ходе фармацевтической разработки  
РФЛП может быть использована информация о кине-
тике радикальных реакций в водных средах между  
различными молекулами и продуктами радиолиза  
воды  [63, 102, 103]1. Так, например, становится оче-
видно, почему этанол является не столь эффективным 
радиопротектором по сравнению с гентизиновой и 
аскорбиновой кислотами: в диапазоне pH 3–7 конс- 
танта скорости бимолекулярной радикальной реак-
ции составляет (0,7–1,7) × 109  M−1  с−1 [103]. Для срав- 
нения: в тех же условиях реакции радикала OH• с  
аскорбиновой и гентизиновой кислотами характери- 
зуются константами на порядок выше. Ранее нами  
также было показано, что опубликованные данные 
об удельных бимолекулярных константах скорости  
реакций различных радикалов с рядом радиопро- 

1 Higashi K., Washino K. Radiation protection agents suitable 
for use with radiopharmaceuticals comprising reducible active 
ingredients. Patent Eur. № EP0832654 B1. 18.09.1997. Available 
at: https://patentimages.storage.googleapis.com/78/01/27/
bf2d26d56114bf/EP0832654B1.pdf. Accessed: 15.08.2023

текторов качественно согласуются с результатами 
исследования стабильности радиоконъюгата люте-
ция-177 в присутствии этих веществ  [71]. Так, наилуч-
шие стабилизирующие свойства проявили цистеин  
и гентизиновая кислота (спустя 72 часа РХЧ [177Lu]Lu-
PSMA-617 составила 96,5 и 95,9 % соответственно), 
имеющие константы 4,7 × 1010 и 1,1 × 1010  M−1  с−1 соот-
ветственно (рН 7, для радикалов •OH) [63, 102]. Сре- 
ди исследованных антиоксидантов как стабилизиру- 
ющие свойства, так и величины константы скоро- 
сти радикальных реакций (рН 5–9 для радикалов  
×OH) падают в следующем ряду: метионин [(5,1 – 
8,5) × 109  M−1  с−1]  > тимин [(3,1 – 6,4) × 109  M−1  с−1] > 
урацил (3,1 × 109  M−1  с−1) > никотинамид (1,4 × 
109  M−1  с−1)  [102, 103]. Однако стоит отметить, что 
в области разработки и оптимизации состава  
РФЛП данные о радикальных реакциях могут быть  
использованы лишь на стадии первичного отбора  
радиопротекторов ввиду существенного различия 
между условиями в ГЛФ радиофармпрепарата и усло- 
виями, в которых получены те или иные константы. 
Помимо этого, наблюдаемая разница значений конс- 
тант для одной и той же реакции в различных источ-
никах (зачастую сохраняется лишь порядок величи-
ны) также ограничивает применение литературных 
данных.

Таким образом, логичным представляется подход, 
объединяющий исследования кинетики радикаль-
ных реакций с исследованиями радиационно-хими-
ческих выходов продуктов радиолиза в одинаковых 
или максимально близких условиях с последующей 
проверкой стабильности ГЛФ. Данная стратегия будет  
способствовать более глубокому пониманию физи-
ко-химических процессов, происходящих в препара- 
те, и потенциально снизит стоимость фармацевтиче-
ской разработки радиофармацевтических препара-
тов. Клиническое применение радиофармпрепаратов 
лютеция-177, доказанная терапевтическая эффектив-
ность и оптимальные ядерно-физические характе-
ристики 177Lu являются основанием для расширения 
клинического применения 177Lu-РФЛП. Крайне прив- 
лекательным представляется централизованное про-
изводство и поставка терапевтических РФЛП в ле- 
чебные учреждения (в том числе по принципу ядер-
ной аптеки), что подразумевает необходимость обес- 
печения их высокого качества как на момент приго-
товления, так и в течение срока хранения и постав-
ки конечному потребителю. Поэтому задача выбо-
ра оптимального состава лекарственной формы с 
обеспечением стабильности РФЛП является крайне  
актуальной.
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Резюме
Введение. Клеточные технологии широко распространены в различных областях биологии, биотехнологии и сельского хозяйства. Аралия 
сердцевидная (Aralia cordata Thunb.) – многолетнее травянистое растение, внесенное в Красную книгу Российской Федерации. Препараты на 
основе сырья аралии обладают ценными видами фармакологической активности и широко используются в восточной медицине. Серьезным 
препятствием для возобновления естественных популяций является наличие у семян растения периода морфофизиологического покоя. 
Ограниченность природного ареала и выраженная биологическая активность делает аралию сердцевидную перспективным объектом для 
введения в культуру in vitro.
Цель. Целью работы являлось получение жизнеспособной каллусной культуры аралии сердцевидной, изучение условий индукции 
соматического эмбриогенеза.
Материалы и методы. В качестве первичного экспланта были использованы части листа растения, культивируемого в Ботаническом 
институте им. В. Л. Комарова РАН. Части листа стерилизовали в 2%-м растворе бензалкония хлорида в течение 5 минут, индукцию 
каллусогенеза осуществляли на среде Мурасиге – Скуга. С целью длительного пассивирования были изучены среды различного состава. 
Индукцию соматического эмбриогенеза проводили на средах с высоким содержанием ауксинов. Спиртовые извлечения из интактного 
растения и каллусных культур анализировали методом ВЭТСХ с использованием системы HPTLC PRO SYSTEM (CAMAG AG, Швейцария).
Результаты и обсуждение. Спустя две недели культивирования на поверхности эксплантов наблюдали образования первичного каллуса. 
Наиболее подходящей средой для длительного поддержания культур была признана среда Линсмайера – Скуга с уменьшенным количеством 
сахарозы (20 г/л). Были получены эмбриоидные структуры аралии сердцевидной. Качественный анализ извлечений показал, что каллусные 
культуры накапливают тритерпеновые гликозиды, их состав приближен к таковому у интактного растения.
Заключение. Был получен жизнеспособный штамм каллусной культуры аралии сердцевидной, установлена питательная среда для 
длительного культивирования культур. Были получены соматические эмбриоиды. Предварительное фитохимическое исследование 
показало, что состав химических компонентов каллусов приближен к составу интактного растения.

Ключевые слова: аралиевые, аралия сердцевидная, каллус, культуры in vitro, соматический эмбриогенез
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Abstract
Introduction. Cell cultures spreads widely in different areas of biology, biotechnology and agriculture. Aralia cordata is a perennial herbaceous plant, 
which has been listed in Red book of the Russian Federation. Pharmaceuticals which are based on raw materials of Aralia ssp. have valuable types 
of pharmacological activity and are widely used in oriental medicine. A serious obstacle for resumption of the natural populations is the presence 
of the period of morphophysiological dormancy in the seeds of the plants, which requires a long-time stratification process. Limitation of the 
natural geographic range and the combination of biological activities useful for humans make Aralia cordata Thunb. prospective object for in vitro 
introduction.
Aim. The aim of the study is obtaining of the viable cell culture of Aralia cordata Thunb., investigation of the somatic embryogenesis conditions.
Materials and methods. Pieces of the leaves of Aralia cordata intact plant from Komarov Botanical Institute of the Russian Academy of Sciences were 
used as a primary explants. Pieces of leaves were sterilized in a 2 % benzalkonium chloride solution for 5 minutes, induction of primary callogenesis 
was carried out on Murasige – Skoog medium. Nutrient media with different constituents were discovered for choosing one for long-time cultivation 
of calli. Induction of somatic embryogenesis was carried out on the nutrient media with high auxins content. Ethanol extracts from the intact plant 
and calli cultures were assayed with HPTLC PRO SYSTEM (CAMAG AG, Switzerland).
Results and discussion. After two weeks of cultivation, the formation of primary callus was observed on the surface of the explants. The Linsmaier – 
Skoog medium with a reduced amount of sucrose (20 g/l) was recognized as the most suitable medium for long-term maintenance of cultures. 
Embryoid structures of Aralia cordata have been obtained, now we are continuing to collect analytics data about this process. Qualitative analysis of 
the extracts showed that callus cultures accumulate triterpene glycosides, their composition is close to that of the intact plant.
Conclusion. A viable strain of callus culture of Aralia cordata Thunb. was obtained, a nutrient medium for long-term cultivation of calli was 
established. Somatic embryoids have been obtained, and their further development is currently being monitored. A preliminary phytochemical 
study showed that the composition of the chemical components of calli is close to that of an intact plant.

Keywords: ginseng family, Aralia cordata, callus, in vitro culture, somatic embryogenesis
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ВВЕДЕНИЕ
Культуры растительных клеток находят большое 

применение в различных областях биологии, биотех-
нологии и сельского хозяйства: с их помощью полу-
чают новые устойчивые сорта культурных растений, 
изучаются особенности пролиферации и дифферен- 
цировки растительных организмов, условия их адап-
тации к окружающей среде, а также закономерности 
накопления вторичных метаболитов [1].

Перспективным объектом для введения в куль-
туру in vitro является аралия сердцевидная (Aralia 
cordata Thunb.) – растение, внесенное в Красную  
книгу России [2]. Вторичные метаболиты, входящие 
в состав сырья аралии, оказывают антибактериаль-
ное [3], гиполипидемическое [4], обезболивающее [5], 
противовоспалительное [6], адаптогенное [7] и др.  [8] 
действие. 

Возобновление природных популяций аралии 
сердцевидной затруднено в связи с наличием у рас-
тений периода морфофизиологического покоя, од-
нако применение клеточных технологий [9], в частно-
сти соматического эмбриогенеза, позволяет решить 
эту проблему [10]. Сущность соматического эмбри-
огенеза заключается в образовании биполярных те- 
лец, способных давать начало как корню, так и побе-
гу будущего растения. В связи с ограниченным аре-
алом, трудоемкостью культивирования и наличием 
ценных видов биологической активности получение 
сырья аралии сердцевидной с использованием фи-
тобиотехнологических методов является актуальной 
задачей [11].

Целью исследования являлось получение жиз-
неспособной каллусной культуры аралии сердцевид-
ной (Aralia cordata Thunb.) и последующее изучение  
условий индукции соматического эмбриогенеза.

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



42 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2023. Т. 12, № 4
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2023. V. 12, No. 4

МАТЕРИАЛЫ
Первичными эксплантами для введения аралии 

сердцевидной в культуру in vitro служили части ли-
ста интактного растения, произрастающего на терри-
тории Ботанического института имени В. Л. Комарова 
Российской академии наук (БИН РАН).

Бензалкония хлорид (CAS № 63449-41-2, ООО  «Ви-
таРеактив», Россия), твин-80 (CAS № 9005-65-6, 
АО  «ЛенРеактив», Россия), этанол медицинский 95%-й  
(ООО «РОСБИО», Россия), калий азотнокислый (CAS 
№  7757-79-1, АО «ВЕКТОН», Россия), аммоний азот-
нокислый (CAS № 6484-52-2, АО «ВЕКТОН», Россия),  
аммоний сернокислый (CAS № 7783-20-2, АО «ЛенРе-
актив», Россия), калий фосфорнокислый 1-замещен-
ный (CAS № 7778-77-0, АО «ВЕКТОН», Россия), магний 
сернокислый, 7-водный (CAS № 10034-99-8, АО «ВЕК-
ТОН», Россия), кальций хлористый, 2-водный (CAS 
№  10035-04-8, АО «ВЕКТОН», Россия), натрий молиб-
деновокислый, 2-водный (CAS № 10102-40-6, АО «ВЕК-
ТОН», Россия), медь сернокислая(II), 5-водная (CAS 
№  7758-99-8, АО «ВЕКТОН», Россия), борная кислота  
(CAS № 10043-35-3, АО «ВЕКТОН», Россия), марганец 
сернокислый(II), 5-водный (CAS № 15244-36-7, АО «ВЕК-
ТОН», Россия), цинк сернокислый, 7-водный (CAS 
№  7446-20-0, АО  «ВЕКТОН», Россия), калий сернокис-
лый (CAS № 7778-80-5, АО «ВЕКТОН», Россия), калий 
йодистый (CAS № 7681-11-0, АО «ВЕКТОН», Россия),  
кобальт хлористый без никеля(II), 6-водный (АО  «ВЕК-
ТОН», Россия), железо сернокислое(II), безводное 
(АО  «ВЕКТОН», Россия), трилон Б (CAS № 6381-92-6, 
АО  «ВЕКТОН», Россия), тиамина гидрохлорид (CAS 
№  67-03-8, Merck  KGaA, Германия), пиридоксин (CAS 
№  65-23-6, Merck KGaA, Германия), никотиновая кис-
лота (CAS № 59-67-6, АО  «ВЕКТОН», Россия), аминоук-
сусная кислота (CAS № 56-40-6, АО «ВЕКТОН», Россия), 
мезоинозит (CAS №  87-89-8, Merck KGaA, Германия),  
сахароза (CAS № 57-50-1, АО «ВЕКТОН», Россия), агар- 
агар (ГОСТ 17206-96, ООО «Научно-исследовательский 
центр фармакотерапии», Россия), 2,4-дихлорфенокси- 
уксусная кислота (2,4-Д) (CAS № 94-75-7, Merck KGaA, 
Германия), индолил-3-масляная кислота (ИМК) (CAS 
№  133-32-4, Duchefa Biochemie, Нидерланды), кине-
тин (CAS № 525-79-1, Merck KGaA, Германия), этила-
цетат (CAS № 141-78-6, АО «ВЕКТОН», Россия), хлоро- 
форм (CAS № 67-66-3, АО «ВЕКТОН», Россия), карби-
нол (CAS № 67-56-1, АО  «ВЕКТОН», Россия), α-нафтил- 
уксусная кислота (НУК) (CAS № 86-87-3, Shijiazhuang 
Lemandou Chemicals Co., Ltd., Китай), 6-бензиламино-
пурин (6-БАП) (CAS №  1214-39-7, Duchefa Biochemie,  
Нидерланды), кислота серная концентрированная 
(CAS № 7664-93-9, АО «ВЕКТОН», Россия).

МЕТОДЫ И ОБОРУДОВАНИЕ

Подготовка экспланта

Сбор растительного материала проводился с со-
блюдением принципов биологической этики. Пред- 
варительную стерилизацию эксплантов осуществля-

ли 2%-м раствором бензалкония хлорида в твин-80. 
Части листа помещали в раствор на 5 минут, затем 
трехкратно промывали в воде очищенной, выдержи-
вая по 15 минут.

Получение первичного каллуса

Первичный каллус получали на среде Мураси-
ге – Скуга (MS) с добавлением 0,5 мг/л 2,4-Д и 0,5 мг/л 
кинетина.

Питательную среду готовили из маточных раст- 
воров макро (калий азотнокислый, аммоний азотно-
кислый, калий фосфорнокислый 1-замещенный, маг-
ний сернокислый, 7-водный, кальций хлористый, 2- 
водный) и микросолей (натрий молибденовокислый, 
2-водный, медь сернокислая(II), 5-водная, борная кис-
лота, марганец сернокислый(II), 5-водный, цинк сер-
нокислый, 7-водный, калий йодистый, кобальт хлори-
стый без никеля(II), 6-водный), а также хелата железа  
(железо сернокислое(II), безводное, трилон  Б)  [12].  
Порошкообразные компоненты среды (сахароза, ме-
зоинозит, агар-агар) отвешивали на весах лабора-
торных электронных CE224C (ООО «Сартогосм»).  
Контроль pH среды осуществляли с помощью pH-мет- 
ра лабораторного РВ-11-Р11 (ООО «Сартогосм»).

В условиях ламинарного шкафа ЛШ-Биоком-1 
(ООО «Компания «БИОКОМ», Россия) листовые пла-
стинки рассекали стерильным скальпелем (эксплант 
длиной 0,5–1 см, шириной 1 см) и помещали на пи-
тательную среду. Культивирование осуществляли  
на протяжении 2 пассажей в темноте при темпера-
туре 27–28 °C и поддержании влажности на уровне 
60–70 %.

Подбор питательной среды  
для длительного культивирования  
каллусных культур

Следующим этапом исследования являлось уста-
новление оптимального состава питательной среды 
для длительного пассивирования каллусных культур 
аралии сердцевидной. Для этих целей нами были рас-
смотрены среды разных составов (таблица 1).

Индукция  
соматического эмбриогенеза

Для получения эмбриогенного каллуса части 
каллусной культуры аралии переносили на питатель-
ные среды, содержащие высокие концентрации аук- 
синов (таблица 2), и культивировали в течение двух 
недель  [13, 14], а затем пересаживали на питательную 
среду WPM без добавления фитогормонов и перено-
сили в световую комнату.

Эмбриогенные каллусы культивировали при тем-
пературе 23–26 °C и относительной влажности воз-
духа 65–70 % в течение тридцати дней при 16-часо- 
вом освещении фитолампами.
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Таблица 1. Питательные среды  
для поддержания культур аралии сердцевидной

Table 1. Nutrient media for maintaining Aralia cordata culture

Название
Name

Концентрация фитогормонов 
Concentration of phytohormones

MS

2 мг/л 2,4-Д + 1 мг/л кинетин
2 mg/l 2,4-D + 1 mg/l kinetin
1 мг/л 2,4-Д + 0,5 мг/л НУК
1 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l NAA
6 мг/л НУК + 1 мг/л кинетин
6 mg/l NAA + 1 mg/l kinetin

BT
0,5 мг/л кин + 0,5 мг/л 6-БАП
0.5 mg/l kin + 0.5 mg/l 6-BAP

WPM
2 мг/л 2,4-Д + 1 мг/л кинетин
2 mg/l 2,4-D + 1 mg/l kinetin

LS
1 мг/л 2,4-Д + 0,25 мг/л кинетин
1 mg/l 2,4-D + 0.25 mg/l kinetin

Примечание. * MS – Мурасиге – Скуга; BT – broad leaf tree 
medium; WPM – woody plant media; LS – Линсмайера – Скуга; 2,4-Д – 
2,4-дихлорфеноксиуксусная кислота; 6-БАП – 6-бензиламинопурин; 
НУК – α-нафтилуксусная кислота.

Note. * MS – Murasige – Skoog medium; BT – broad leaf medium; 
WPM – woody plant medium; LS – Linsmaier – Skoog medium; 2,4-D – 
2,4-dichlorphenoxyacetic acid; 6-BAP – 6-benzylaminopurine; NAA  –  
α-naphthaleneacetic acid.

Таблица 2. Питательные среды для индукции  
соматического эмбриогенеза

Table 2. Nutrient media for somatic embryogenesis induction

Название
Name

Концентрация фитогормонов
Concentration of phytohormones

SH 3 мг/л ИМК
MS 1 мг/л 2,4-Д

Примечение. * SH – среда Шенка – Хильдебрандта; MS – Мура-
сиге – Скуга; ИМК – индолил-3-масляная кислота; 2,4-Д – 2,4-дихлор-
феносиуксусная кислота.

Note. * SH – Schenk – Hildebrand medium; MS – Murasige – Skoog 
medium; IBA – Indole-3-butyric acid; 2,4-D – 2,4-dichlorphenoxyacetic 
acid.

Высокоэффективная тонкослойная  
хроматография (ВЭТСХ)

ВЭТСХ проводили с использованием оборудо-
вания HPTLC PRO SYSTEM (CAMAG AG, Швейцария) 
в системе растворителей этилацетат : метанол : во-
да : хлороформ (15 : 40 : 22 : 9). Образцами для иссле-
дования являлись спиртовые вытяжки из каллусных 
культур (10 : 1), полученные мацерацией в течение  
24 часов.

Изображение хроматограмм получали с помощью  
CAMAG® TLC Visualize 2 (CAMAG AG, Швейцария). Де-
текцию пятен осуществляли в видимом свете по-
сле обработки пластины раствором серной кислоты  
в метаноле (1 : 10).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
После двух недель культивирования на поверхно-

сти эксплантов наблюдалось образование первично-
го каллуса. Визуально каллус представлял собой слой 

желтовато-белых дедифференцированных клеток, на-
ходящихся в непрерывном делении.

Первичный каллус культивировали на среде MS  
с добавлением 0,5 мг/л 2,4-Д и 0,5 мг/л кинетина в  
течение двух пассажей, затем части каллуса переса-
живали на питательные среды различного состава  
(см. таблицу  1). Было установлено, что оптимальной  
средой для длительного пассивирования культур  
аралии сердцевидной является среда Линсмайера – 
Скуга (LS) со сниженной концентрацией сахарозы 
(20 г/л) и добавлением 1 мг/л 2,4-Д и 0,25 мг/л кинети-
на. Она обеспечивала наилучший рост культуры без 
участков некротизации и гипергидрации (таблица 3).

Таблица 3. Аналитические параметры роста  
каллусной культуры аралии сердцевидной  
на среде Линсмайера – Скуга (LS)  
(приведены среднеарифметические значения  
результатов пяти определений,  
имеющих отклонение не более 5 %)

Table 3. Analytical parameters of growth of Aralia cordata  
callus culture on LS medium (the arithmetic mean values  
of the results of three determinations with a deviation  
of no more than 5 % are given)
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Латентная
Latent

0 0 – 0

Ускорения роста
Accelerating growth

2 0,47 1,93 11,10
4 0,31 3,03 18,48

Экспоненциального 
роста
Exponential growth

9 0,18 4,28 22,82
11 0,14 5,39 25,27
13 0,12 6,46 26,02

Замедленного роста
Slow growth

19 0,10 7,58 26,86
22 0,07 10,17 24,89

Стационарная
Stationary

30 0,03 23,10 22,03

Результаты показывают, что наибольшая удель-
ная скорость роста была отмечена на фазе ускоре-
ния роста (0,47  сут-1), а затем она начала закономерно 
уменьшаться. За один цикл культивирования коли- 
чество биомассы увеличилось в 22,03 раза.

В процессе культивирования каллус становил-
ся менее плотным, приобретал выраженный жел-
тый оттенок. Процесс визуально представлен на 
рисунке 1.

Каллусы, культивируемые на питательных средах 
с высоким содержанием ауксинов, после пересадки  
на WPM видоизменялись, формировали бесцветные 
выросты, которые затем зеленели – образовывались 
эмбриоиды (рисунок 2).

В настоящее время проводятся дополнитель-
ные наблюдения за ростом и развитием полученных 
структур.
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Анализ извлечений из каллусных культур мето-
дом ВЭТСХ позволил обнаружить как минимум 5 со- 
единений (Rf = 0,15; 0,22; 0,38; 0,43; 0,64), характерных 
для всех исследуемых объектов, 2 вещества (Rf = 0,57; 
0,89), свойственных как листьям аралии, так и каллус-
ным культурам (рисунок 3). Также было показано, что 
химический состав каллусов с течением времени со-
храняет свое постоянство.

Данные стандартных протоколов используемого 
хроматографа позволяют предположить, что все об-
наруженные соединения относятся к классу тритер-
пеновых гликозидов1.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенное исследование позволило получить  

жизнеспособные культуры аралии сердцевидной 
(Aralia cordata Thunb.). Было установлено, что индук-

1 Methods for identification of herbals. Available at: 
https://www.hptlc-association.org/methods/methods_for_
identification_of_herbals.cfm. Accessed: 13.01.2023.

цию каллусогенеза целесообразно проводить с ис-
пользованием среды MS + 0,5 мг/л 2,4 Д + 0,5 мг/л ки-
нетина. Для длительного пассивирования культур 
наиболее оптимальной является среда Линсмайера – 
Скуга (LS) с добавлением 1 мг/л 2,4-Д и 0,25 мг/л ки- 
нетина и пониженной концентрацией сахара (20 г/л). 

Кроме того, в ходе исследования успешно прове-
дена индукция соматического эмбриогенеза, после-
дующее наблюдение и установление аналитических 
характеристик полученных эмбриоидов является ак-
туальной задачей. 

Предварительное фитохимическое исследование  
методом ВЭТСХ позволило установить, что химиче-
ский состав каллуса сохраняет свое постоянство, а 
также в целом приближен к таковому у интактного 
растения.
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Рисунок 1. Визуализация введения аралии сердцевидной в культуру in vitro

Figure 1. Visualisation of the introduction of Aralia cordata into culture 

Рисунок 2. Образование эмбриоидов из каллуса аралии

Figure 2. Somatic embryos formation from aralia calli
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Рисунок 3. Хроматограмма ВЭТСХ-анализа спиртовых извлечений (96 %)

Figure 3. HPTLC profile of ethanol extracts (96 %)
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Резюме
Введение. Выбор растворителей для процессов извлечения биологически активных веществ из природного сырья, процессов очистки 
природных и синтезированных субстанций методами экстракции, кристаллизации и растворения является важной проблемой современной 
фармацевтической промышленности, поскольку для определения оптимального растворителя или смеси растворителей необходимо 
выполнить большое количество экспериментов. Чтобы снизить затраты на разработку и оптимизацию стадий извлечения и очистки веществ, 
предложено использовать термодинамические модели на этапе предварительной оценки растворимости. В статье исследуется вопрос 
прогнозирования растворимости фармацевтических веществ на примере технологии выделения гесперидина и глицирризиновой кислоты 
из растительного сырья.
Цель. Теоретическое определение растворяющей способности различных растворителей по отношению к гесперидину и глицирризиновой 
кислоте.
Материалы и методы. Для прогнозирования растворимости использованы термодинамические модели PMUNIFAC и NRTL-SAC. Расчет 
растворимости по модели NRTL-SAC выполнен с помощью программного обеспечения «Aspen Properties V14», а по модели PMUNIFAC – с 
помощью «PTC Mathcad Prime V6». Для оценки результатов, полученных с использованием термодинамических моделей, проводили ряд 
экспериментов, объектом для которых служила кожура апельсина (высушенные флаведо и альбедо, степень измельчения 0,2–0,5  мм, 
влажность 8 %). Количественное содержание гесперидина определяли методом прямой спектрофотометрии при длине волны 290  нм. 
Статистическую обработку данных проводили с использованием программного обеспечения Minitab v20 (Minitab Inc., США), различия 
считали статистически значимыми при р < 0,05.
Результаты и их обсуждение. На основе термодинамических моделей выполнен прогноз растворимости гесперидина и глицирризиновой 
кислоты. Показано, что оценку растворимости возможно производить как при наличии данных о растворимости по модели NRTL-SAC, так 
и при их полном отсутствии по модели PMUNIFAC. Соответствие теоретически рассчитанных данных экспериментальным подтверждает 
правильность расчетов термодинамических моделей. Результаты расчетов оценены, и рекомендованы растворители, которые могут быть 
использованы в технологии выделения гесперидина и глицирризиновой кислоты для стадий обезжиривания, экстракции и кристаллизации 
с антирастворителем.
Заключение. С помощью термодинамических моделей NRTL-SAC и PMUNIFAC определена растворяющая способность различных 
растворителей по отношению к гесперидину и глицирризиновой кислоте. По результатам расчетов построен список растворителей, 
ранжированный по растворимости в них изучаемых веществ. Полученный список может использоваться при разработке промышленной 
технологии извлечения и очистки гесперидина и глицирризиновой кислоты. Показано, что модели NRTL-SAC и PMUNIFAC имеют хорошие 
перспективы для количественного прогнозирования растворимости активных веществ.

Ключевые слова: NRTL-SAC, PMUNIFAC, термодинамическое моделирование, растворимость, прогнозирование, гесперидин, 
глицирризиновая кислота
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Abstract
Introduction. The choice of solvents for the processes of extraction of biologically active substances from natural raw materials, the processes of 
purification of natural and synthesized substances by extraction, crystallization and dissolution methods is an important problem of the modern 
pharmaceutical industry, because a large number of experiments must be performed to determine the optimal solvent or mixture of solvents. To 
reduce the cost of developing and optimizing the extraction and purification of substances stages, it is proposed to use thermodynamic models at 
the stage of preliminary solubility assessment. The article investigates predicting the solubility of pharmaceutical substances issue on the example of 
the technology for isolating hesperidin and glycyrrhizic acid from plant materials.
Aim. Theoretical determination of the dissolving power of various solvents with respect to hesperidin and glycyrrhizic acid.
Materials and methods. The PMUNIFAC and NRTL-SAC thermodynamic models were used to predict solubility. The solubility calculation for the 
NRTL-SAC model was performed using Aspen Properties V14 software, and for the PMUNIFAC model using PTC Mathcad Prime V6. To evaluate the 
results obtained using thermodynamic models, a number of experiments were carried out, the object of which was the peel of an orange (dried 
flavedo and albedo, the degree of grinding is 0.2–0.5 mm, the moisture content is 8 %). The quantitative content of hesperidin was determined by 
direct spectrophotometry at a wavelength of 290 nm. Statistical data processing was performed using Minitab v20 software (Minitab Inc., USA), 
differences were considered statistically significant at p < 0.05.
Results and discussion. On the basis of thermodynamic models, the prediction of the solubility of hesperidin and glycyrrhizic acid was made. It 
has been shown that the solubility can be assessed both in the presence of solubility data according to the NRTL-SAC model, and in their complete 
absence according to PMUNIFAC. The correspondence of the theoretically calculated data to the experimental data confirms the correctness of 
the calculations of thermodynamic models. The results of the calculations are evaluated and solvents are recommended that can be used in the 
technology of isolating hesperidin and glycyrrhizic for the stages of degreasing, extraction and crystallization with the antisolvent.
Conclusion. Using the NRTL-SAC and PMUNIFAC thermodynamic models, the dissolving power of various solvents with respect to hesperidin and 
glycyrrhizic acid was determined. From the calculation results, a list of solvents was built, ranked by the solubility of the studied substances in them. 
The resulting list can be used in the development of an industrial technology for the isolation and purification of hesperidin and glycyrrhizic acid. It is 
shown that the NRTL-SAC and PMUNIFAC models have good prospects for quantitative prediction of the solubility of active substances.

Keywords: NRTL-SAC, PMUNIFAC, thermodynamic modeling, solubility, prediction, hesperidin, glycyrrhizic acid
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ВВЕДЕНИЕ
Выбор растворителя для обеспечения процес- 

сов извлечения биологически активных веществ 
(БАВ) из природного сырья, очистки синтезирован-
ных и природных субстанций методами экстракции, 
кристаллизации и растворения является важной  
проблемой современной фармацевтической про-
мышленности  [1–5]. Несмотря на наличие множест- 
ва экспериментальных исследований растворимо-
сти, не существует единого метода определения под-
ходящего растворителя. В каждом конкретном слу-

чае субстанция требует индивидуального подхода 
и, как следствие, проведения большого количества 
экспериментов, чтобы установить пригодный раст- 
воритель для разрабатываемой технологии. Отсюда 
возникает важная задача: проработка подходов, ко-
торые позволят прогнозировать растворимость ве-
ществ и тем самым снизить затраты на разработку 
процессов [6].

В статье исследуется вопрос прогнозирования 
растворимости фармацевтических веществ на приме- 
ре технологии производства гесперидина и глицир-
ризиновой кислоты. Гесперидин и глицирризиновая 
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кислота (рисунок 1) являются ценными фармацевти-
ческими веществами, получаемыми из растительного  
сырья. Гесперидин представляет собой флавоновый 
гликозид, природным источником которого являют-
ся цитрусовые. Глицирризиновая кислота – основной  
биологически активный тритерпеновый гликозид  
корней солодки.

Технологии выделения гесперидина и глицирри-
зиновой кислоты из растительного сырья предпола- 
гают проведение стадии экстракции в системе твер-
дое тело – жидкость. В основе ее проектирования  
лежит знание о растворимости целевых веществ,  
причем как в зависимости от природы растворителя 
(типа растворителя или состава растворяющей сме- 
си), так и от его температуры. Например, для субстан-
ций из природного сырья, получаемых экстрагирова-
нием, существует необходимость выбора экстрагента 
с высокой растворяющей способностью по отноше-
нию к целевому БАВ, чтобы обеспечить его высокий 
выход. 

Помимо этапа экстракции, требуется проведение 
дополнительных стадий по выделению гесперидина  
и глицирризиновой кислоты из комплекса экстраги-
рованных соединений, так как извлечения из при- 
родных источников, помимо целевого вещества, со-
держат большое количество других компонентов. К 
таким процедурам относятся различные процессы, 
включая те, принцип действия которых основан на 
растворимости: кристаллизация, перекристаллиза- 
ция, замена растворителей, жидкостная экстракция.

Поэтому численные показатели растворимости 
обеих субстанций в разных растворителях играют  

значимую роль при разработке технологий их полу-
чения. Однако для многих фармацевтических субстан- 
ций, и в частности для фитосубстанций, такие дан- 
ные отсутствуют. В таком случае спрогнозированная 
растворимость может стать критерием выбора подхо-
дящих растворителей. 

Растворимость гесперидина и глицирризиновой 
кислоты предложено рассчитывать с использованием  
термодинамических моделей, а именно прогностиче-
ской модели PMUNIFAC и полупрогностической мо-
дели NRTLSAC. Прогностические модели в отличие  
от полупрогностических не требуют начальных дан-
ных о растворимости изучаемого вещества. Расчет 
возможно провести исходя из молекулярных струк- 
тур растворяемого вещества и растворителя, что  
является важным преимуществом для многих фар-
мацевтических субстанций ввиду отсутствия точных 
оценок их растворимости. 

Целью исследования являлось теоретическое 
определение растворяющей способности различных 
растворителей по отношению к гесперидину и гли-
цирризиновой кислоте.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Прогнозирование растворимости выполнено с 

помощью термодинамических моделей NRTL-SAC и 
PMUNIFAC. Для расчета растворимости по модели 
NRTL-SAC использовали программу Aspen Properties 
v14. Расчет растворимости по модели PMUNIFAC вы-
полнен с помощью программного обеспечения PTC 
Mathcad Prime v6. 

Рисунок 1. Молекулярная структура гесперидина (слева) и глицирризиновой кислоты (справа)

Figure 1. Molecular structure of hesperidin (left) and glycyrrhizic acid (right)
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Растворяющую способность определяли соглас- 
но уравнению, позволяющему прогнозировать раст- 
воримость твердого вещества в жидкой фазе (1) [6, 7]:

ln ln ln ,x
R T T

K
K

T
fus

m
spA

spB=
∆

⋅ −








 − = − −

Η 1 1
γ γ (1)

где x – мольная доля растворенного твердого ве- 
щества при насыщении им жидкой фазы; T – темпе-
ратура системы, К; Tm – температура плавления твер-
дого вещества, К; ΔHfus – теплота плавления твердого 
вещества, Дж/моль; R – универсальная газовая по-
стоянная, Дж/(моль . К); γ – коэффициент активности  
растворяемого вещества, оцениваемый с помощью 
термодинамических моделей; KspA, KspB – регулируе-
мые параметры, определяемые регрессией экспери-
ментальных данных.

Уравнение (1) показывает, что в случае идеаль-
ных систем, когда коэффициенты активности равны 
единице, растворимость твердого вещества зависит 
только от его свойств (теплота и температура плав-
ления) и температуры системы. Вклад в уравнение  (1) 
коэффициента активности растворенного вещества 
в растворе позволяет определять отклонение систе-
мы от идеального состояния и оценивать реальные 
системы.

Вместо температуры и энтальпии плавления в 
уравнении (1) можно использовать регулируемые  
параметры KspA, KspB, которые определяют регрессией  
экспериментальных данных растворимости. Такой 
подход необходимо использовать в тех случаях, ког- 
да отсутствуют сведения о температуре и теплоте 
плавления или такие данные невозможно получить 
из-за термической деструкции изучаемого вещества. 
Кроме того, регрессированные параметры KspA и KspB 
зачастую позволяют лучше предсказывать раствори-
мость, чем при подстановке в уравнение (1) реаль-
ных физических параметров, поскольку, во-первых, 
при выводе уравнения (1) используются некоторые 
допущения, во-вторых, в системах могут наблюдаться 
явления, не учитывающиеся моделью (например, об-
разование кристаллогидратов) [8, 9]. 

В основе оценки коэффициента активности с по-
мощью термодинамической модели NRTL-SAC лежит 
описание исследуемого вещества в виде совокупно- 
сти четырех сегментов X, Y–, Y+ и Z. Гидрофобный  
сегмент X обозначает часть поверхности молекулы, 
которая не склонна к образованию водородных свя-
зей. Гидрофильный сегмент Z – часть молекулярной 
поверхности с тенденцией к образованию водород-
ных связей. Полярные сегменты (Y– и Y+) представ- 
ляют площади молекулярной поверхности, которые 
проявляют свойства донора или акцептора электро-
нов. На основе величин сегментных параметров ком-
понентов системы (растворяемое вещество и раство-
ритель) модель NRTL-SAC определяет коэффициент 
активности вещества в растворе. Значения сегмент-
ных параметров многих растворителей определены  

и описаны в литературе. Для растворяемых веществ 
их необходимо регрессировать из доступных экспе- 
риментальных данных о растворимости изучаемых 
твердых веществ. Чтобы получить репрезентативные 
параметры X, Y–, Y+, Z растворяемого вещества, ко- 
торые в дальнейшем могут использоваться для пред-
сказания растворимости в целевых растворителях, 
важно включить в исходный набор регрессируемых 
экспериментальных данных различные типы раство-
рителей (гидрофильные, гидрофобные, полярные,  
гидрофобные – полярные, гидрофильные – гидрофоб-
ные) [7, 10].

Термодинамическая модель PMUNIFAC исполь- 
зует метод группового вклада для определения ко-
эффициента активности. Молекулы растворителя и 
растворяемого вещества рассматриваются как набор 
функциональных групп, каждая из которых обладает  
определенными численными параметрами, влияю-
щими на растворимость. Также учитывается вклад от  
взаимодействия функциональных групп растворя-
емого вещества и растворителя. Поэтому точность 
прогноза зависит от того, насколько полно описаны 
функциональные группы изучаемых веществ. Отли-
чительная особенность модели PMUNIFAC как моде- 
ли группового вклада в том, что она разработана 
специально для фармацевтической промышленности 
и учитывает специфику функциональных групп, ха- 
рактерных для лекарственных веществ [11].

Для валидации результатов, полученных расчет-
ным способом по термодинамической модели NRTL-
SAC, использовали флаведо и альбедо апельсина,  
высушенные при температуре 50–60  °C до остаточ- 
ной влажности 8 ± 1 %. Экстракцию сырья проводи-
ли следующим образом: навеску сырья, измельчен-
ного до размера частиц 0,2–0,5  мм, взвешивали на  
весах лабораторных электронных «Сартогосм» CE224C, 
загружали в мацератор. Время экстракции состави-
ло 1  час, гидромодуль: 1 : 10, температура экстрак- 
ции 50 °C. 

Количественное определение гесперидина в из-
влечениях проводили по валидированной методи-
ке методом прямой спектрофотометрии при длине 
волны 290  нм с использованием спектрофотометра 
Shimadzu UV-1800 (2009) (Shimadzu Corporation, Япо- 
ния)  [12]. Статистическую обработку результатов 
проводили в соответствии с требованиями ОФС 
1.1.0013.15 Государственной фармакопеи XIV  изд.  [13] 
с использованием программного обеспечения Mi- 
nitab  v20 (Minitab Inc., США). Различия считали ста- 
тистически значимыми при р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Прогнозирование растворимости  
гесперидина 

Поскольку в литературе есть эксперименталь-
ные данные о количественной оценке растворимости  
гесперидина, то для его изучения использована по-
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лупрогностическая модель NRTL-SAC. Преимущество 
данной модели в том, что она непосредственно не  
связывает растворимость с молекулярной структу- 
рой вещества. Благодаря этому точность прогнози- 
рования растворимости не зависит от сложности 
структурных формул растворяемого вещества и раст- 
ворителя. Это преимущество имеет особое значение 
для фармацевтической промышленности, где моле-
кулы лекарственных веществ имеют большое число 
функциональных групп и разветвленную молекуляр-
ную структуру. Недостатком модели NRTL-SAC явля- 
ется необходимость надежного набора эксперимен-
тальных данных о растворимости изучаемого ве-
щества, а также невысокая точность построения за-
висимости растворимости от температуры, так как 
коэффициент активности не включает в себя зави-
симость от температуры. Поэтому при определе-
нии параметров модели NRTL-SAC целесообраз-
но регрессировать экспериментальные данные при 
той температуре, для которой будет выполняться 
прогнозирование.

Данные о точке плавления гесперидина (темпе- 
ратуру и теплоту плавления) решено регрессировать 
из экспериментальных данных. Поэтому необходи- 
мое минимальное количество начальных экспери-
ментальных данных о растворимости равно шести. 
Начальный набор экспериментальных данных раст- 
воримости гесперидина при 298 К представлен в  
таблице  1  [14–16]. Чтобы получить сегментные па-
раметры X, Y–, Y+, Z гесперидина и построить для  
него модель NRTL-SAC, в список растворителей для 
регрессии включены данные о растворимости геспе-
ридина в растворителях, близких к эталонным (когда  
растворитель характеризуется только одним сег- 
ментным параметром): гидрофобно-полярном бензо-
ле (характеризуется X), полярном диметилсульфокси-
де (ДМСО) (характеризуется Y–), гидрофобно-поляр-
ном ацетоне (характеризуется Y+) и гидрофильной 
воде (характеризуется Z). Также для построения мо- 
дели использованы гидрофобно-гидрофильные спир- 
ты (этанол, пропиленгликоль, изопропанол). На ос-
нове построенной модели NRTL-SAC спрогнозирова-
на растворимость гесперидина в различных раство-
рителях, которые используются в фармацевтической 
промышленности в технологии экстракции БАВ. По- 
лученные с помощью созданной модели спрогнози- 
рованные значения растворяющей способности раз-
личных растворителей представлены в таблице 1. 

Используем спрогнозированную растворимость 
гесперидина при 298 К из таблицы 1, чтобы опреде-
лить перспективные растворители, которые могут  
использоваться в технологии выделения геспериди- 
на. Выделим из них те, которые можно рекомендо- 
вать для технологических процедур обезжиривания, 
экстракции и кристаллизации с антирастворителем.

Важной технологической процедурой в техноло-
гии экстракции является обезжиривание. Оно может 
выполняться перед стадией экстракции для сырья  

или после экстрагирования для полученной вытяж- 
ки. В обоих случаях обезжиривание позволяет избав-
ляться от неполярных балластных веществ и тем са-
мым улучшать чистоту продукта. К тому же предва-
рительное обезжиривание сырья может приводить к 
более высокому выходу целевых веществ. Гидрофоб-
ные растворители бензол, хлороформ, диэтиловый 
эфир, дихлорметан и этилацетат не могут использо-
ваться для экстракции гесперидина, поскольку спрог- 
нозированная для них растворимость очень низ-
кая. Однако благодаря этому они являются потенци-
альными растворителями для процедуры обезжири- 
вания.

Таблица 1. Начальные данные модели  
и спрогнозированная растворимость гесперидина  
при 298 К по модели NRTL-SAC

Table 1. Initial model data and predicted solubility  
of hesperidin at 298 K according to the NRTL-SAC model

Растворитель
Solvent

Спрогнозированная 
растворимость, г/л

Predicted solubility, g/l

Растворимость  
для регрессии 

модели, г/л
Solubility for model 

regression, g/l

Бензол
Benzene

1,12 × 10-8 1,00 × 10-8

Хлороформ
Chloroform

5,68 × 10-7 –

Диэтиловый эфир
Diethyl ether

1,87 × 10-5 –

Дихлорметан
Dichloromethane

3,57 × 10-5 –

Этилацетат
Ethyl acetate

2,15 × 10-4 –

Вода
Water

6,21 × 10-3 4,98 × 10-3

Ацетон
Acetone

5,25 × 10-2 5,00 × 10-2

Изопропанол
Isopropanol

5,77 × 10-2 0,122

Бутанол
Butanol

0,180 –

Пропанол
Propanol

0,255 –

ДМФА
DMF

0,810 –

Этанол
Ethanol

0,944 0,361

Метанол
Methanol

2,27 –

Пропиленгликоль
Propylene glycol

3,23 4,47

ДМСО
DMSO

5,55 5,00

Пиридин
Pyridine

35,4 –
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Наиболее часто в качестве растворителей для  
экстракции используются спирты. Спрогнозирован- 
ная растворимость гесперидина в спиртах умень-
шается в ряду: пропиленгликоль, метанол, этанол, 
пропанол, бутанол, изопропанол. Для проведения 
экстракции гесперидина наиболее перспективны 
пропиленгликоль, метанол, этанол, поскольку для  
них величина спрогнозированной растворяющей спо-
собности значительно выше, чем у остальных спиртов.

Исследования по экстрагированию геспериди-
на методом однократной мацерации из флаведо и 
альбедо апельсина спиртами (метанолом, этанолом, 
изопропанолом) показали, что данные, полученные  
прогнозированием растворимости, коррелируют  
[с поправкой на температуру экстракции 323  K 
(50  °C)] с экспериментальными, представленными в 
таблице 2.

Таблица 2. Концентрация гесперидина в извлечении

Table 2. Hesperidin concentration in extract

Экстрагент
Extragent

Концентрация гесперидина  
в извлечении, г/л

Hesperidin concentration  
in extract, g/l

Метанол
Methanol

3,87 ± 0,08

Этанол
Ethanol

1,02 ± 0,02

Изопропанол
Isopropanol

0,15 ± 0,01

Для повышения растворяющей способности экст- 
рагентов вместо чистых веществ часто используют 
их смеси. Благодаря высокой растворяющей способ-
ности ДМСО и пиридина эти вещества являются пер-
спективными добавками в многокомпонентные сме-
си растворителей.

Кристаллизация с помощью антирастворителя 
предполагает, что целевое растворенное вещество 
выпадает в осадок в результате снижения его раст- 
воримости при добавлении в раствор антираство-
рителя. Антирастворителем выступает вещество, в 
котором целевое вещество является относительно 
нерастворимым. Исходя из спрогнозированной раст- 
воримости в качестве антирастворителей могут ис-
пользоваться бензол, хлороформ, диэтиловый эфир 
и дихлорметан.

Прогнозирование растворимости  
глицирризиновой кислоты 

Для глицирризиновой кислоты отсутствует не-
обходимый набор опытных данных о растворимо-
сти, чтобы реализовать полупрогностическую модель 
NRTLSAC. Для нее возможно применить термодина- 
мическое моделирование только через полностью 

прогностические модели. Поэтому расчет раствори-
мости глицирризиновой кислоты выполнен с помо-
щью модели PMUNIFAC. Преимущество PMUNIFAC  
заключается в том, что она позволяет прогнозиро- 
вать растворимость веществ без экспериментальных 
данных о растворимости. Недостатком модели явля- 
ется высокая погрешность результатов прогноза. Из-
за низкой точности результаты прогнозирования не 
могут использоваться для точной количественной  
оценки. Несмотря на это, PMUNIFAC может приме-
няться в тех случаях, когда точная количественная 
оценка не требуется. Например, на этапе скринин-
га для сравнения растворяющей способности разных  
растворителей и выбора наиболее перспективных из 
них для дальнейшего изучения.

В качестве температуры плавления глицирризи-
новой кислоты использовано значение 220  °C. По-
скольку для глицирризиновой кислоты отсутствуют  
литературные сведения об энтальпии плавления, то  
этот параметр определен методом группового вкла-
да согласно  [17, 18]. Расчет по Jain [17] дал значе-
ние 107,950  кДж/моль, а по методу Morrero  [18]  – 
116,897  кДж/моль. Рассчитанные по обоим методам 
величины теплоты плавления оказались довольно 
близки. Для построения термодинамической модели 
было выбрано значение, полученное по Morrero.

С помощью модели PMUNIFAC выполнен рас-
чет растворимости глицирризиновой кислоты в 8 ве- 
ществах. Модель дает более надежные результаты, 
если известны все взаимодействия функциональных 
групп молекул растворяемого вещества и раствори- 
теля. Наиболее точные прогнозы должны быть полу- 
чены для спиртов (этанол, бутанол, октанол) и для 
углеводородов (гексан), поскольку для них есть опи- 
сание всех взаимодействий. Для ацетона, ДМСО, эти-
лацетата и дихлорметана взаимодействия между  
группами частично отсутствуют.

При использовании расчетной теплоты плавле-
ния спрогнозированные значения имели явно зани-
женные величины. Например, известна высокая раст- 
воримость глицирризиновой кислоты в ацетоне и эти-
ловом спирте, в то же время модель спрогнозиро-
вала растворимость 5,41 ∙ 10–4  г/л для ацетона и 4,18 ∙ 
10–4  г/л для этанола. Вероятно, использование в  
уравнении (1) нерегрессированных параметров при-
вело к высокой погрешности модели. Поэтому для  
получения более точных значений растворимости  
целесообразно пересчитать теплоту плавления на  
основе данных о растворимости в веществе, имею-
щем все параметры взаимодействия с глицирризи-
новой кислотой. В качестве такого вещества выбран 
этанол, растворимость кислоты в котором принята 
равной 5  г/л. Полученная на основании расчета теп- 
лота плавления равна 58,13  кДж/моль. На ее основе 
рассчитана растворимость глицирризиновой кислоты  
в различных растворителях при 298 К (таблица 3).
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Таблица 3. Спрогнозированная растворимость  
глицирризиновой кислоты при 298 К по модели PMUNIFAC

Table 3. Predicted solubility of glycyrrhizic acid at 298 K  
according to the PMUNIFAC model

Растворитель
Solvent

Растворимость, г/л
Solubility, g/l

Гексан
Hexane

2,51∙10-14

Этилацетат
Ethyl acetate

3,54∙10-3

Дихлорметан
Dichloromethane

1,94∙10-2

Октанол
Octanol

0,258

Бутанол
Butanol

4,25

Этанол
Ethanol

5,00

Ацетон
Acetone

6,47

ДМСО
DMSO

62,9

Модель PMUNIFAC определила, что среди изучен- 
ных веществ наибольшей растворяющей способ-
ностью по отношению к глицирризиновой кислоте  
обладают ДМСО, ацетон, этанол и бутанол. Соот- 
ветственно они являются перспективными экстра-
гентами и могут использоваться как компоненты для 
составления смесей растворителей. Известно, что 
глицирризиновая кислота плохо растворяется в не-
полярных растворителях, чему соответствуют спро-
гнозированные низкие растворимости в гексане,  
этилацетате и хлороформе. Благодаря этому они  
могут использоваться для процедуры обезжирива-
ния. Дополнительно следует отметить, что рассчи-
танная в гексане растворимость значительно ниже, 
чем у других веществ. Поэтому гексан является пер-
спективным антирастворителем для процесса кри-
сталлизации глицирризиновой кислоты.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Исследовано применение термодинамических 

моделей NRTL-SAC и PMUNIFAC для прогнозирова-
ния растворяющей способности различных раство-
рителей по отношению к гесперидину и глицирризи-
новой кислоте. Выяснено, что полупрогностическая 
модель NRTL-SAC имеет хорошие перспективы для  
количественного прогнозирования растворимости.  
Ее главным ограничением является необходимость  
начального набора репрезентативных эксперимен-
тальных данных. Подобный случай рассмотрен на 
примере глицирризиновой кислоты, для которой 
отсутствуют необходимые для построения модели 

NRTL-SAC эмпирические данные. Для такой ситуации 
может применяться полностью прогностическая мо-
дель PMUNIFAC. Однако ее использование характе-
ризуется высокой погрешностью прогноза, и поэто- 
му PMUNIFAC целесообразно применять на первона-
чальном этапе скрининга растворителей.

ЛИТЕРАТУРА
1.	 Джавахян М. А., Прожогина Ю. Э. Глубокие эвтектические  

растворители на основе холина хлорида как перспективные 
экстрагенты флавоноидов из седативной растительной ком-
позиции. Разработка и регистрация лекарственных средств. 
2022;11(4):79–86. DOI: 10.33380/2305-2066-2022-11-4-79-86.

2.	 Жигалина А. А., Дударев В. Г., Тихонова В. В., Стрело-
ва  О. Ю. Разработка синтеза генистеина для использова-
ния в качестве стандартного образца. Разработка и ре-
гистрация лекарственных средств. 2021;10(4):20–31. DOI: 
10.33380/2305-2066-2021-10-4(1)-20-31.

3.	 Кутателадзе Г. Р., Федосеева Л. М. Исследования по раз-
работке и валидации методики количественного опре-
деления флавоноидов в щавеля кислого траве, заготов-
ленной на территории алтайского края. Разработка и 
регистрация лекарственных средств. 2019;8(2):80–86. DOI: 
10.33380/2305-2066-2019-8-2-80-86.

4.	 Лужанин В. Г., Уэйли А. К., Понкратова А. О., Гришуко-
ва  Е. А., Сулоев И. С., Смирнов С. Н., Серебряков  Е. Б. Вы-
деление индивидуальных соединений из надземной  
части стальника полевого (Ononis arvensis L.) и золотар-
ника канадского (Solidago canadensis L.). Разработка и ре-
гистрация лекарственных средств. 2021;10(1):83–89. DOI: 
10.33380/2305-2066-2021-10-1-83-89.

5.	 Богоутдинова А. М., Уэйли А. К., Понкратова А. О., Орлова А. А., 
Гончаров М. Ю., Шпакова В. С., Фарманова  Н. Т., Нуруллае-
ва  Д. Х., Шарипов А. Т., Гамбарян С. П., Повыдыш  М. Н. Выде-
ления формононетин-7-О-β-D-глюкопиранозида из травы 
стальника полевого (Ononis arvensis L.) и оценка его влияния 
на индуцированную активацию тромбоцитов. Разработка и 
регистрация лекарственных средств. 2021;10(4):14–19. DOI: 
10.33380/2305-2066-2021-10-4(1)-14-19.

6.	 Maharana A., Sarkar D. Solubility measurements and thermo-
dynamic modeling of pyrazinamide in five different solvent-an-
tisolvent mixtures. Fluid Phase Equilibria. 2019;497:33–54. DOI:  
10.1016/j.fluid.2019.06.004.

7.	 Seyf J. Y., Asgari M. Correlation and prediction of small to large 
sized pharmaceuticals solubility, and crystallization in binary and 
ternary mixed solvents using the UNIQUAC-SAC model. Fluid Phase 
Equilibria. 2020;519:112656. DOI: 10.1016/j.fluid.2020.112656.

8.	 Silva M., García J., Ottens M. Polyphenol Liquid-Liquid Extrac-
tion Process Development using NRTL-SAC. Industrial & En-
gineering Chemistry Research. 2018;57(29):9210–9221. DOI:  
10.1021/acs.iecr.8b00613.

9.	 Tun H., Hao Y., Haddix M., Chen C.-C., Thermodynamic solubility 
modeling of 2, 2’, 4, 4’, 6, 6’ – hexanitrostilbene (HNS). Fluid Phase 
Equilibria. 2023;565:113627. DOI: 10.1016/j.fluid.2022.113627.

10.	 Seyf J. Y., Shojaeian A. Vapor-liquid (azeotropic systems) and li- 
quid-liquid equilibrium calculations using UNIFAC and NRTL-SAC 
activity coefficient models. Fluid Phase Equilibria. 2019;494:33–44. 
DOI: 10.1016/j.fluid.2019.04.029.

11.	 Diedrichs A., Gmehling J. Solubility Calculation of Active Phar-
maceutical Ingredients in Alkanes, Alcohols, Water and their 
Mixtures Using Various Activity Coefficient Models. Indust- 
rial & Engineering Chemistry Research. 2010;50(3):1757–1769. DOI:  
10.1021/ie101373k.

12.	 Евсеева О. С., Андреева О. А., Оганесян Э. Т., Ароян М. В. О ка- 
чественном составе флаванонов и их количественном содер-
жании в кожуре Citrus maxima. Фундаментальные исследова-
ния. 2014;6(1):96–99.

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



53РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2023. Т. 12, № 4
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2023. V. 12, No. 4

13.	 Государственная Фармакопея Российской Федерации XIV из-
дания. ОФС.1.1.0013.15. Т. 1. М.: ФЭМБ. 2018. 1814 с.

14.	 Anwer M. K., Al-Shdefat R., Jamil S., Alam P., Abdel-Kader M., Sha-
keel  F. Solubility of Bioactive Compound Hesperidin in Six Pure 
Solvents at (298.15 to 333.15) K. Journal of Chemical & Engineering 
Data. 2014;59(6):2065–2069. DOI: 10.1021/je500206w.

15.	 Xu R., Cong Y., Zheng M., Chen G., Chen J., Zhao H. Solubi- 
lity and Modeling of Hesperidin in Cosolvent Mixtures of Etha- 
nol, Isopropanol, Propylene Glycol, and n-Propanol + Water. 
Journal of Chemical & Engineering Data. 2018;63(3):764–770. DOI:  
10.1021/acs.jced.7b00948.

16.	 Jadeja Y. S., Kapadiya K. M., Jebaliya H. J., Shah A. K., Khunt  R. C.  
Dihedral angle study in Hesperidin using NMR Spectroscopy:  
Dihedral angle study in Hesperidin. Magnetic Resonance in Che- 
mistry. 2016;55(6):589–594. DOI: 10.1002/mrc.4559.

17.	 Jain A., Yalkowsky S. Estimation of Melting Points of Organic Com-
pounds-II. Journal of pharmaceutical sciences. 2006;95(12):2562–
2618. DOI: 10.1002/jps.20634.

18.	 Marrero J., Gani R. Group Contribution Based Estimation of Pure 
Component Properties. Fluid Phase Equilibria. 2001;183–184:183–
208. DOI: 10.1016/S0378-3812(01)00431-9.

REFERENCES
1.	 Dzhavakhyan M. A., Prozhogina Yu. E. Choline chloride 

based deep eutectic solvents as promising extractants  
of flavonoids from sedative plant composition. Drug de-
velopment & registration. 2022;11(4):79–86. (In Russ.) DOI: 
10.33380/2305-2066-2022-11-4-79-86.

2.	 Zhigalina A. A., Dudarev V. G., Tikhonova V. V., Strelova O. Yu. De-
velopment of genistein synthesis for use as a certified reference 
material. Drug development & registration. 2021;10(4):20–31. (In 
Russ.) DOI: 10.33380/2305-2066-2021-10-4(1)-20-31.

3.	 Kutateladze G. R., Fedoseeva L. M. Research in the development 
and validation of the method of quantitative determination of 
flavonoids in the common sorrel herba, gathered in the altai 
territory. Drug development & registration. 2019;8(2):80–86. (In 
Russ.) DOI: 10.33380/2305-2066-2019-8-2-80-86.

4.	 Luzhanin V. G., Whaley A. K., Ponkratova A. O., Grishukova  E. A., 
Suloev  I. S., Smirnov S. N., Serebryakov E. B. Isolation of individual 
compounds from the terrestrial parts of Ononis arvensis L. and Soli-
dago canadensis L. Drug development & registration. 2021;10(1):83–
89. (In Russ.) DOI: 10.33380/2305-2066-2021-10-1-83-89.

5.	 Bogoutdinova A. M., Whaley A. K., Ponkratova A. O., Orlova  A. A., 
Goncharo M. Yu., Shpakova V. S., Farmanova N. T., Nurullae-
va  D. Kh., Sharipov A. T., Gambaryan S. P., Povydysh M. N. Isola-
tion of formononetin-7-O-β-D-glucopyranoside from the grass of  
Ononis arvensis L. and the assessment of its effect on induced 
platelet activation. Drug development & registration. 2021;10(4):14–
19. (In Russ.) DOI: 10.33380/2305-2066-2021-10-4(1)-14-19

6.	 Maharana A., Sarkar D. Solubility measurements and thermo-
dynamic modeling of pyrazinamide in five different solvent-an-
tisolvent mixtures. Fluid Phase Equilibria. 2019;497:33–54. DOI:  
10.1016/j.fluid.2019.06.004.

7.	 Seyf J. Y., Asgari M. Correlation and prediction of small to large 
sized pharmaceuticals solubility, and crystallization in binary and 
ternary mixed solvents using the UNIQUAC-SAC model. Fluid Phase 
Equilibria. 2020;519:112656. DOI: 10.1016/j.fluid.2020.112656.

8.	 Silva M., García J., Ottens M. Polyphenol Liquid-Liquid Extrac-
tion Process Development using NRTL-SAC. Industrial & En-
gineering Chemistry Research. 2018;57(29):9210–9221. DOI:  
10.1021/acs.iecr.8b00613.

9.	 Tun H., Hao Y., Haddix M., Chen C.-C., Thermodynamic solubility 
modeling of 2, 2’, 4, 4’, 6, 6’ – hexanitrostilbene (HNS). Fluid Phase 
Equilibria. 2023;565:113627. DOI: 10.1016/j.fluid.2022.113627.

10.	 Seyf J. Y., Shojaeian A. Vapor-liquid (azeotropic systems) and li- 
quid-liquid equilibrium calculations using UNIFAC and NRTL-SAC 
activity coefficient models. Fluid Phase Equilibria. 2019;494:33–44. 
DOI: 10.1016/j.fluid.2019.04.029.

11.	 Diedrichs A., Gmehling J. Solubility Calculation of Active Phar-
maceutical Ingredients in Alkanes, Alcohols, Water and their 
Mixtures Using Various Activity Coefficient Models. Indust- 
rial & Engineering Chemistry Research. 2010;50(3):1757–1769. DOI:  
10.1021/ie101373k.

12.	 Evseeva O. S., Andreeva O. A., Oganesyan E. T., Aroyan  M. V. On 
the qualitative composition of flavanones and their quantita-
tive content in the peel of Citrus maxima. Fundamental research. 
2014;6(1):96–99. (In Russ.)

13.	 State Pharmacopeia of the Russian Federation XIV edition. 
OFS.1.1.0013.15. Volume 1. Moscow: FEMB. 2018. 1814 p. (In Russ.)

14.	 Anwer M. K., Al-Shdefat R., Jamil S., Alam P., Abdel-Kader M., Sha-
keel  F. Solubility of Bioactive Compound Hesperidin in Six Pure 
Solvents at (298.15 to 333.15) K. Journal of Chemical & Engineering 
Data. 2014;59(6):2065–2069. DOI: 10.1021/je500206w.

15.	 Xu R., Cong Y., Zheng M., Chen G., Chen J., Zhao H. Solubi- 
lity and Modeling of Hesperidin in Cosolvent Mixtures of Etha- 
nol, Isopropanol, Propylene Glycol, and n-Propanol + Water. 
Journal of Chemical & Engineering Data. 2018;63(3):764–770. DOI:  
10.1021/acs.jced.7b00948.

16.	 Jadeja Y. S., Kapadiya K. M., Jebaliya H. J., Shah A. K., Khunt  R. C.  
Dihedral angle study in Hesperidin using NMR Spectroscopy:  
Dihedral angle study in Hesperidin. Magnetic Resonance in Che- 
mistry. 2016;55(6):589–594. DOI: 10.1002/mrc.4559.

17.	 Jain A., Yalkowsky S. Estimation of Melting Points of Organic Com-
pounds-II. Journal of pharmaceutical sciences. 2006;95(12):2562–
2618. DOI: 10.1002/jps.20634.

18.	 Marrero J., Gani R. Group Contribution Based Estimation of Pure 
Component Properties. Fluid Phase Equilibria. 2001;183–184:183–
208. DOI: 10.1016/S0378-3812(01)00431-9.

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



54 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2023. Т. 12, № 4
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2023. V. 12, No. 4

https://doi.org/10.33380/2305-2066-2023-12-4-1521
УДК 615.356:577.161.11

Обзорная статья / Review аrticle

Лекарственные перспективы ретиноидов (обзор)
Л. В. Коваленко1, А. Г. Поливанова1, А. П. Ильин2, И. Н. Соловьева1,  
Е. И. Горбачева3, М. С. Ощепков1

1 Федеральное государственное бюджетное образовательное учреждение высшего образования «Российский химико-технологический университет имени Д. И. Менделеева»  
(РХТУ им. Д. И. Менделеева). 125047, Россия, г. Москва, Миусская площадь, д. 9
2 Общество с ограниченной ответственностью «АФС-технологии». 141401, Россия, Московская область, г. Химки, ул. Рабочая, д. 2А, стр. 1
3 Федеральное государственное бюджетное учреждение науки Институт биоорганической химии им. академиков М. М. Шемякина и Ю. А. Овчинникова Российской академии наук (ИБХ 
РАН). 117997, Россия, г. Москва, ГСП-7, ул. Миклухо-Маклая, д. 16/10

 Контактное лицо: Поливанова Анна Геннадьевна. E-mail: polivanova.a.g@muctr.ru

ORCID: Л. В. Коваленко – https://orcid.org/0000-0002-0027-4664; А. Г. Поливанова – https://orcid.org/0000-0003-4502-0745; 
               А. П. Ильин– https://orcid.org/0009-0008-5177-2867; И. Н. Соловьева – https://orcid.org/0000-0002-0079-6710; 
               Е. И. Горбачева – https://orcid.org/0009-0009-3829-8109; М. С. Ощепков – https://orcid.org/0000-0002-2892-4884.

Статья поступила: 13.07.2023             Статья принята в печать: 10.11.2023             Статья опубликована: 24.11.2023

Резюме
Введение. Ретиноиды представляют собой группу эндогенных и синтетических веществ, регулирующих множество важных биологических 
процессов нормального развития. Синтез и изучение биологической активности новых ретиноидов являются перспективной областью 
химической биологии.
Текст. Геномные функции ретиноидов опосредованы их ядерными рецепторами RAR(α, β, γ) и RXR(α, β, γ), которые регулируют транскрипцию 
генов с привлечением корепрессоров и коактиваторов. Ретиноиды также обладают негеномными функциями, ацилируя белки и другие 
биомолекулы. Передовыми областями исследований биологической активности ретиноидов являются регенеративная медицина и биология 
стволовых клеток. Эндогенные и синтетические ретиноиды применяются для лечения кожных патологий и онкологических заболеваний. 
Есть данные о возможности использования их в терапии заболеваний легких. Разработка ретиноидов, обладающих высокой селективностью 
в отношении отдельных рецепторов и тканей, может открыть новые подходы к лечению и профилактике таких нейродегенеративных 
заболеваний, как болезнь Альцгеймера, болезнь Паркинсона и другие. Ретиноиды необходимы для функционирования иммунной системы и 
являются очень мощными иммуномодуляторами. Кроме того, ретиноиды обладают потенциалом для терапии различных пролиферативных 
заболеваний. 
Заключение. Многолетние исследования фармакологической активности ретиноевой кислоты и ее структурных аналогов направлены 
на изучение и установление точных механизмов их действия, а также степени их участия в патогенезе различных заболеваний. Получение 
синтетических ретиноидов преследует цель дизайна соединений с высокой избирательностью по отношению к определенным рецепторам, 
что позволило бы исключить мультитаргетное действие естественных регуляторных молекул и обусловленные этим побочные эффекты. 
Лишенные тератогенных и других побочных эффектов синтетические ретиноиды могут найти применение в качестве терапевтических 
средств для лечения дефектного метаболизма, различных злокачественных новообразований, а также заболеваний почек, легких и 
ЦНС. Кроме того, разработка пролекарств на основе ретиноидов с контролируемым высвобождением активных молекул также является 
перспективным направлением в этой области медицинской химии.

Ключевые слова: витамин А, ретиноиды, рексиноиды, бексаротен, тамибаротен
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Abstract
Introduction. Retinoids are a group of endogenous and synthetic substances that regulate numerous important biological processes in normal 
development. The synthesis and study of the biological activity of new retinoids are a promising area of chemical biology.
Text. The genomic functions of retinoids are mediated by their nuclear receptors RAR(α, β, γ) and RXR(α, β, γ), which regulate gene transcription 
by recruiting corepressors and coactivators. Retinoids also possess non-genomic functions by acylating proteins and other biomolecules. 
Regenerative medicine and stem cell biology are advanced areas of research in the biological activity of retinoids. Endogenous and synthetic 
retinoids are used for the treatment of skin pathologies and in oncology. There is evidence of their potential use in the therapy of lung diseases. The 
development of retinoids with high selectivity towards specific receptors and tissues may open new approaches to the treatment and prevention of 
neurodegenerative diseases such as Alzheimer's disease, Parkinson's disease, and others. Retinoids are necessary for the functioning of the immune 
system and are powerful immunomodulators. Additionally, retinoids have the potential for the therapy of various proliferative diseases.
Conclusion. Long-term studies of the pharmacological activity of retinoic acid and its structural analogs aim to investigate and establish the 
precise mechanisms of their actions, as well as their involvement in the pathogenesis of various diseases. The synthesis of retinoids aims to design 
compounds with high selectivity towards specific receptors, which would exclude the multitarget action of natural regulatory molecules and the 
associated side effects. Synthetic retinoids devoid of teratogenic and other side effects can find application as therapeutic agents for the treatment of 
metabolic disorders, various malignancies, as well as kidney, lung, and CNS diseases. Furthermore, the development of prodrugs based on retinoids 
with controlled release of active molecules is also a promising direction in this field of medicinal chemistry.

Keywords: vitamin A, retinoids, rexinoids, bexaroten, tamibarotene
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ВВЕДЕНИЕ
История витамина А, представляющего собой 

дитерпеновый спирт ретинол, насчитывает более  
ста лет. Долгое время его ассоциировали прежде  
всего с органами зрения, была установлена роль ви-
тамина А в функционировании слизистых оболочек  
и кожных покровов, связь с репродуктивными про- 
цессами, а его участие в работе центральной нерв-
ной системы стало выявляться лишь с конца прошло-
го века. Витамин А вовлечен в контроль сна и циркад- 
ных ритмов. Его простая молекула участвует во мно- 
гих аспектах развития эмбриона, которые включают 
морфогенез черепа и лица, дифференцировку нейро-
нов, развитие органов зрения, конечностей, легких, 
почек и сердца. Низкий уровень витамина А в орга-
низме может привести к ослаблению иммунной систе-
мы, анемии или слепоте. С недостатком витамина А 
связана смертность сотен тысяч детей [1], однако его 
избыток также может иметь фатальные последствия.

Ферменты дегидрирования преобразуют ретинол 
в отличающиеся геометрией двойных связей рети- 
ноевые кислоты, которые активируют ядерные ре- 
цепторы, получившие обозначение RAR для рети-
ноевой кислоты, все двойные связи которой имеют 
транс-конфигурацию (рисунок 1). 

Рецепторы цис-изомеров ретиноевой кислоты 
получили обозначение RХR. При этом у каждого из 
двух типов рецепторов есть еще три подтипа. Свя- 
зываясь с ретиноевыми кислотами, RAR(α, β, γ) и 
RХR(α, β, γ) образуют множество гомо- и гетероди-
меров, которые запускают транскрипцию соответст- 
вующих генов с образованием мРНК для синтеза  
структурных белков, ферментов и других протеино-
вых компонентов тканей, участвующих в таких фи-
зиологических процессах, как рост, зрительное вос-
приятие, репродуктивные функции, иммунитет, 
дифференциация клеток, апоптоз и другие [2]. Ча- 
сто 9-цис-ретиноевую кислоту и ее синтетические 
аналоги выделяют в рексиноиды.

В сетчатке ретиноевая кислота действует как ней-
ромодулятор световой сигнализации и регулирует  
связь между нейронами. В гиппокампе ретиноевая 
кислота играет важную физиологическую роль в си-
наптической пластичности, в обучении и памяти, а 
также в нейрогенезе сформировавшихся организмов. 
Недостаток витамина А во время беременности при-
водит к специфическому синдрому, с которым связан 
риск развития у детей аутизма [3]. 

ATRA способствует развитию сосудистой систе- 
мы мозга, питающей нейроны, глиальные клетки и  
клетки сосудов, которые обеспечивают функциони- 
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рование гематоэнцефалического барьера и в ко- 
нечном итоге гомеостаз центральной нервной сис- 
темы. Ретиноевая кислота отвечает за физиологиче-
скую структурную целостность сосудисто-нервного  
узла, снижая риск развития неврологических рас-
стройств  [4]. Дефицит этого вещества приводит к  
таким нейродегенеративным заболеваниям, как бо-
лезнь Альцгеймера, рассеянный склероз, болезнь 
Паркинсона, шизофрения [5]. Кроме того, витамин  А 
и ретиноевая кислота участвуют в регуляции уров- 
ня глюкозы и в метаболизме липидов [6].

Связываясь с рецепторами RAR и RXR, прост- 
ранственные изомеры ретиноевой кислоты участ- 
вуют в пролиферации и дифференциации клеток как 
в эмбриогенезе, так и в морфогенезе. Активирован-
ные ретиноевыми кислотами рецепторы RAR и RXR 
могут образовывать гетеродимерные лиганд-рецеп-
торные комплексы и с другими типами ядерных ре- 
цепторов, например с рецепторами на витамин  D, 
рецепторами тиреоидной сферы и c рецепторами, 
которые активируются пероксисомными пролифе-
раторами [7]. 

В соответствии с изложенным регуляторная ак-
тивность ретиноидов реализуется преимущественно 
по гормональному механизму, включающему взаимо-
действие с ядерными рецепторами, активирующими 
транскрипцию. Однако ретиноиды действуют не толь- 
ко на трансляционном уровне – они индуцируют, на-
пример, быструю кратковременную активацию ки-
назных каскадов. Сочетание транскрипционных про-
грамм и негеномных эффектов составляет широкий 
спектр регулируемых ретиноидами биологических 
функций, обеспечивая им значительный терапевти- 
ческий потенциал. В онкологии они применяются в  
основном в качестве химиотерапевтических средств 
для лечения лейкозов, хотя хорошие перспективы 
имеет и профилактика новообразований с помощью 
этих препаратов [8]. 

Детальное изучение молекулярных механизмов 
фармакологической активности ретиноидов и рек-
синоидов позволяет рассчитывать на выявление 
новых направлений их лекарственного действия. 
Важное значение имеют регуляторные функции ре-
тиноевых кислот в цитоплазме для контроля неге-
номных эффектов. Образование этих сигнальных мо-
лекул необходимо для обеспечения синаптической 
пластичности в таких участвующих в реализации ког-
нитивных функций областях мозга, как гиппокамп.  
Дефицит предшественника ретиноевых кислот вита-
мина  А приводит к ухудшению этих функций, а сбой 
в передаче опосредованных ретиноевыми кислота-
ми сигналов может быть связан с возрастным сни-
жением когнитивных функций, а также с болезнью 
Альцгеймера. Кроме того, несколько нарушающих 
когнитивные способности психических расстройств 
и дефектов развития также связаны с витамином А, 
что указывает на возможность их лечения самим ви- 
тамином или ретиноидами.

С негеномным эффектом ретиноидов может быть 
связана их роль в течении коронавирусной инфек-
ции. В апреле 2022 года появилось сообщение о ро-
ли ретиноидных сигнальных путей в патогенезе 
COVID-19 [9]. В частности, было показано, что у тя- 
желых пациентов наблюдается резкое снижение 
уровня ретинола. Вызванный этим дефицит ретино-
идной сигнализации приводит к нарушению регуля-
ции в иммунной системе, в основе которого лежит 
уменьшение синтеза интерферона I типа и избыточ- 
ное выделение воспалительных цитокинов. С этим 
согласуется двухфазный иммунопатогенез COVID-19. 
Можно предположить, что восстановление ретиноид- 
ной сигнализации имеет хорошие перспективы для 
лечения и профилактики этого заболевания. Оказа-
лось также, что ретиноиды третьего поколения та-

Рисунок 1. Ретиноиды и рексиноиды

Figure 1. Retinoids and Rexinoids
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мибаротен и адапален, по данным многофакторной 
компьютерной оценки зависимости «структура  –  
активность» с моделированием молекулярным до-
кингом, могут быть противовирусными средствами 
для лечения вирулентного ковида штамма омикрон  
с тройной мутацией SARS-CoV-2 [10].

Плюрипотентность естественных ретиноидов ис-
ключает системное введение пространственных изо-
меров ретиноевой кислоты, поскольку поступление  
в организм «лишних» ретиноидов приводит к эксп- 
рессии всех зависящих от них генов. При этом даже 
топическое применение этих активных веществ для 
лечения угревой сыпи, псориаза, солнечных ожогов, 
ихтиоза или для разглаживания морщин сопровож- 
дается рядом серьезных побочных эффектов, среди 
которых главное место занимает тератогенный эф-
фект. Тем не менее ретиноиды используются в соста-
ве профилактических лекарственных средств мест- 
ного действия для лечения кожных заболеваний, а  
также в виде средств системного действия для лече-
ния злокачественных новообразований. 

Исследования 

Разработка новых синтетических ретиноидов с  
повышенной избирательностью к определенным со-
четаниям рецепторов RAR и RХR привела к более  
глубокому пониманию клеточных эффектов, связан-
ных с их активацией. 

Лекарственное средство третиноин на основе  
ретиноевой кислоты вошло в практику лечения кож-
ных заболеваний с середины прошлого века. На се-
годняшний день существует уже четыре поколения 
лекарственных средств на основе ретиноидов. Пер-
вые опыты по получению синтетических структурных 
аналогов ретиноевой кислоты привели к получению 
ретиноидов второго поколения с ароматическим 
структурным элементом вместо циклогексенового в  
молекулах ретиноевых кислот. Более доступные в 
синтетическом отношении, они сохраняли все не-
достатки эндогенных лигандов. В качестве примера 
можно привести ацитретин, использовавшийся пре- 
имущественного в виде его этилового эфира этрети-
ната (рисунок 2). 

Сейчас ретиноиды второго поколения не исполь-
зуются, поскольку они являются такими же тератоге-
нами, как и ретиноевые кислоты. 

К ретиноидам второго поколения можно отне-
сти и 4гидроксифениламид ретиноевой кислоты фен-
ретинид (рисунок 3). Его перспективы как химиотера-
певтического средства показаны в опытах in vitro, на 
животных, а также в небольшом объеме клинических 
испытаний.

Это производное ретиноевой кислоты исследо-
валось в составе средств для лечения рака, муковис-
цидоза, акне, псориаза и ревматоидного артрита. 
Фенретинид показал хорошие нейропротекторные 
свойства, он легко преодолевает гематоэнцефаличе-
ский барьер, защищая центральную нервную систему 
от оксидативного стресса в концентрациях ≤0,1  мкМ 
независимо от способа введения [11]. Фенретинид 
не образует активных комплексов с RAR и RXR и не  
гидролизуется в организме с образованием ретиное-
вых кислот. 

Отличный от опосредованного взаимодействием  
с RAR и RXR механизм действия фенретинида исклю- 
чает проявление у него отрицательных побочных  
эффектов ретиноидов с карбоксилатной функци-
ональной группой. Показано, что противораковая  
активность фенретинида связана с активацией в клет-
ках злокачественных опухолей биосинтеза церами-
дов, каспаз и активных форм кислорода, вызывающих  
их гибель в результате апоптоза.

Важным этапом в разработке новых структурных 
аналогов ретиноевых кислот стало обнаружение вы-
сокой ретиноидной активности у (Е)-4-(5,6,7,8-тетра-
гидро-5,5,8,8-тетраметил-2-нафталенил-1-пропенил)
бензойной кислоты (TTNPB) (рисунок 4) [12]. В моле-
куле TTNPB четыре двойные связи несущей карбок-
сильную группу экзоциклической цепи ретиноевых 
кислот включены в жесткую структуру двух арома-
тических циклов. Этот 6замещенный 1,1,4,4-тетраме-
тил-1,2,3,4-тетрагидронафталин стал соединением-ли-
дером для получения других аналогов ретиноевой 
кислоты с варьированием заместителей, линкера,  
соединяющего два ароматических структурных эле-
мента, и с заменой структурной единицы бензойной 
кислоты на замещенные ароматические и гетероаро-
матические карбоновые кислоты.

До настоящего времени используются в фарма- 
кологической практике бексаротен («Таргретин»), та-
мибаротен и тазаротен (рисунок 5).

Рисунок 2. Структурная формула ацитретина

Figure 2. Structural formula of Acitretin

Рисунок 3. Структурная формула фенретинида

Figure 3. The structural formula of Fenretinide
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При этом бексаротен и тамибаротен используют- 
ся в качестве противораковых средств: бексаротен  – 
для лечения кожной Т-клеточной лимфомы и рака  
молочных желез, а тамибаротен – для лечения ост- 
рого промиелоцитарного лейкоза и множественной 
миеломы. Механизм их действия основан на актива-
ции генов, кодирующих эндогенные факторы, защи- 
щающие организм от злокачественных клеток. Таза-
ротен используется преимущественно для лечения 
заболеваний кожи  – псориаза, ихтиоза, акне и дру- 
гих. Исследуются также возможности применения  
бексаротена и тамибаротена для лечения болезни 
Альцгеймера и болезни Крона.

У ретиноидов третьего поколения сопровождаю-
щие лекарственное применение побочные эффекты, 
главными из которых являются гипотиреоз и повы-
шение уровня липидов крови, выражены значитель-
но слабее, чем у ретиноидов первого и второго по-
колений. В опытах на животных показан присущий 
производным ретиноевых кислот тератогенный эф-
фект бексаротена. При использовании этих лекарств 
по жизненным показаниям такими отрицательными 
эффектами можно пренебречь, но лечение ретинои- 
дами неврологических расстройств можно прово- 
дить только под наблюдением терапевта, контролируя 

Рисунок 4. TTNPB и его структурные аналоги

Figure 4. TTNPB and its structural analogues

Рисунок 5. Структурные аналоги TTNPB, используемые в фармакологической практике

Figure 5. Structural analogues of TTNPB used in pharmacological practice
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показатели крови по уровню триглицеридов и гор-
монов щитовидной железы. При этом было показа- 
но, что ретиноидная активность не всегда связана с 
резкими изменениями уровня липидов и с функцио- 
нированием щитовидной железы [13].

Уже появились ретиноиды четвертого поколения, 
но область их применения ограничена в основном  
лечением заболеваний кожи. Главное достоинство 
этих препаратов – большая безопасность в практи- 
ческом применении, чем у ретиноидов первого и вто-
рого поколений. В качестве примера можно привести 
адапален и трифаротен (рисунок 6). 

Одна из последних разработок в области соеди-
нений с ретиноидной активностью для лечения воз-
растных и лучевых повреждений кожи представлена 
ретиноидом четвертого поколения, в составе кото- 
рого нет карбоксильной группы (Seletinoid G, рису-
нок  6). Наружное применение средств на основе это- 
го ретиноида ускоряет заживление ран, лечит воз-
растные изменения в соединительной ткани кожи и 
восполняет вызванный УФ-светом дефицит коллагена 
в молодой коже [14].

Хорошие клинические перспективы имеет но-
вый ациклический ретиноид перетиноин (NIC-333) 
(рисунок 7).

Клинические исследования перетиноина по оцен-
ке профилактического эффекта при вторичной гепа- 
тоцеллюлярной карциноме показали, что перораль-
ный прием препарата в течение 12 месяцев значи- 
тельно уменьшал рецидив этой опухоли [15]. Интен-
сивно исследуется новый низкотоксичный ретино-
ид WYC-209 со свойствами агониста рецепторов RAR  
(рисунок 7). Он эффективно ингибирует клеточную 
пролиферацию различных опухолевых клеток мела- 
номы мыши и блокирует более 80 % метастазов.

В целом можно отметить, что основные усилия 
синтетиков, работающих в области структурных  
аналогов ретиноевой кислоты, направлены пре- 
имущественно на получение соединений, которые 
можно отнести к структурной группе ретинобен-
зойные кислоты, поскольку уже в ранних исследо-
ваниях было показано, что замена карбоксильной 
группы в составе претендентов на роль агонистов 
ретиноевых кислот на другие функциональные  
группы с кислотными свойствами лишает их рети- 

Рисунок 6. Структурные формулы ретиноидов четвертого поколения

Figure 6. Structural formulas of retinoids of the fourth generation

Рисунок 7. Структурная формула перетиноина (NIC-333) и ретиноида WYC-209 

Figure 7. The structural formula of Peretinoin (NIC-333) and retinoid WYC-209
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ноидной активности [16–18]. В частности, предпо-
лагалось, что введение в состав ретиноидов ато-
мов галогенов повысит их избирательность и актив-
ность  [19]. Были синтезированы также кремний- и 
германийорганические аналоги ретиноидов на ос-
нове тетраметилтетралина [20].

Накопленные данные по биологической актив- 
ности ретиноидов показывают, что аномальная пере- 
дача сигналов RXR влияет на стресс нервной систе-
мы и нейровоспалительные сети при нескольких  
невропатологических состояниях. Опосредованные 
рецепторами RXR защитные эффекты ретиноидов бы- 
ли установлены на различных клеточных и животных 
моделях повреждения нейронов, включая болезнь 
Альцгеймера, болезнь Паркинсона, глаукому, рассеян-
ный склероз и инсульт [21]. 

Еще на ранних стадиях изучения отклика орга-
низма на присутствие ретиноидов первого и вто-
рого поколений было отмечено их отрицательное 
воздействие на психику. В частности, этретинат и 
изотретиноин вызывали у пациентов депрессивный 
психоз с суицидальными настроениями [22]. В отли-
чие от этого бексаротен помогает справиться с отри-
цательным воздействием на психическое состояние 
химио- и радиотерапии онкологических заболева-
ний, в основе которых лежит уменьшение плотно-
сти и структуры миелина в сенсомоторной коре и в 
поясной извилине головного мозга [23]. В опытах  
на мышах вызванное введением цисплатина нару-
шение когнитивных и сенсомоторных функций нор-
мализовалось пятью дозами бексаротена. Кроме 
того, в терапевтических дозах на два порядка ниже  
тех, которые используются для лечения онкологи-
ческих заболеваний, бексаротен защищает дофа-
минэргические отделы головного мозга, отвечаю-
щие за развитие паркинсонизма  [24]. В опытах на 
приматах и мышах с меченным по карбоксильной 
группе бексаротеном было показано, что он про-
ходит через гематоэнцефалический барьер  [25] и 
в дозах 1  мг/кг/день его положительный эффект на 
дофаминэргических нейронах не сопровождается 
повышением уровня триглицеридов в крови. Акти-
вация рецепторов RXR бексаротеном ослабляла ней-
ровоспаление и улучшала неврологический дефи-
цит после субарахноидального кровоизлияния [26].

Значительное количество представленных в ли- 
тературе данных подтверждает, что нарушение ре-
гуляции ретиноидной системы вовлечено также в  
этиологию шизофрении [27]. 

Нарушенная сигнализация ретиноидов и недо-
статок аполипопротеина Е непосредственно ассоци-
ируются с болезнью Альцгеймера. В опытах на мы-
шах с экспериментальной болезнью Альцгеймера 
бексаротен индуцирует выведение из мозга β-ами-
лоида вследствие активации гена аполипопротеи- 
на  Е  – главного, связанного с возрастом генетиче- 
ского фактора риска болезни Альцгеймера. В лабо-
раторных экспериментах и в опытах на животных по-

казано действие бексаротена на рецепторы RXR, а  
не на сам β-амилоид или на гематоэнцефалический 
барьер. Трансгенные мыши с экспериментальной  
болезнью Альцгеймера демонстрировали улучше- 
ние познавательных и поведенческих функций на  
фоне введения бексаротена [28–30]. 

Эти дополнительные эффекты показывают, что  
терапевтические возможности ретиноидов третьего  
поколения не исчерпаны. Многочисленные публи-
кации, посвященные этому классу фармакологиче-
ски активных веществ, практически не затрагивают 
возможность модификации их структур за счет полу-
чения производных по карбоксильной группе. Эти-
ловые эфиры ретиноидов применялись в качестве 
пролекарств с самого начала их использования в те-
рапии. Фенретинид представляет собой 4-гидрокси- 
фениламид ретиноевой кислоты. Этиловым эфиром 
является ретиноид третьего поколения тазаротен. 
Есть публикация по противораковой активности аци-
лированного бексаротеном дофамина [31] и патент  
на получение производных ретиноидов третьего по-
коления с улучшенной проницаемостью через кле- 
точные мембраны [32]. 

В ряде исследований последних лет, использую-
щих стратегию мультитаргетной терапии, ретиноид-
ный фрагмент комбинировали с молекулами, имею-
щими иной механизм физиологического действия. В 
частности, были получены производные тамибаро- 
тена, в структуре которых через небольшие линкеры  
его карбоксильная группа соединялась с эфирами и 
амидами вальпроевой кислоты, используемой в те- 
рапии заболеваний, ассоциированных с нарушением 
работы синапсов торможения (рисунок 8) [33]. 

В другом подобном исследовании фрагмент та-
мибаротена комбинировали с донорами моноокси- 
да азота в виде оксофуроксанового структурного 
элемента  [34]. В частности, соединение, в котором 
линкером между ретиноидным и оксофуроксано- 
вым структурными элементами является остаток  
глицина (рисунок 8), заметно превосходило тами-
баротен по антипролиферативной активности по  
отношению к трем исследованным линиям клеток 
лейкемии человека.

Примеры модификации структуры ретиноидов 
третьего поколения с образованием производных  
по карбоксильной группе показывают возможность 
получения новых биологически активных соедине-
ний  – проретиноидов, механизм действия которых  
может быть опосредован их превращением в рети- 
ноиды в определенных тканях в результате избира-
тельной сорбции и избирательной биотрансформа-
ции с образованием ретиноидов. Так, например, по- 
лучены эфиры бексаротена с алифатическими спир- 
тами с числом атомов углерода от одного до восем-
надцати, а также ацилированные по гидроксильной 
группе бексаротеном соединения с амидными, амин-
ными и карбонатными функциональными группами  

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



61РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2023. Т. 12, № 4
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2023. V. 12, No. 4

с целью получения производных, накапливающихся 
и гидролизующихся в лимфатической системе кишеч-
ника с образованием бексаротена (рисунок 9). Лим-
фатическая система кишечника играет важную роль 
в патофизиологии таких заболеваний, как лимфомы, 
метастазы рака, аутоиммунные заболевания и СПИД. 
Введение представленного на рисунке 9 вещества 
обеспечивало достижение семнадцатикратной кон-
центрации бексаротена в сосудах лимфатической си-
стемы кишечника в сравнении с введением самого 
бексаротена [35].

Аналогичный пролекарственный подход ис-
пользовался для ограничения действия бексароте-
на клетками центральной нервной системы. Извест-
но, что при нейродегенеративных заболеваниях в 
пораженных областях мозга повышена активность  
NAD(P)H/хиноноксидредуктазы (NQO1), субстрата-
ми которой являются, например, индолхиноны. В со-
ответствии с этим были синтезированы эфиры бек-
саротена с общей формулой, представленной на 
рисунке 9. Эти вещества не расщепляются эстераза-
ми, но в присутствии фермента NQO1 они подверга-
ются окислительно-восстановительным превраще- 
ниям с образованием бексаротена [49]. Это означает, 
что биотрансформация этих производных с образо-
ванием бексаротена в клетках, в которых отсутствует  
этот фермент, сведена к минимуму.

Направление, связанное с избирательной сорб- 
цией и избирательным превращением амидов и  
эфиров ретиноидов третьего поколения в соответст- 
вующие ретиноиды, может стать основой для полу-
чения новых средств для лечения нейродегенера-
тивных заболеваний. В частности, противоречивость 

данных по возможности использования бексароте- 
на для лечения болезни Альцгеймера может быть 
следствием введения его в состав средств с разной 
биодоступностью активного вещества. Кроме того, у 
производных ретиноидов могут проявляться новые 
механизмы действия, как это было показано на при-
мере фенретинида.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В целом можно отметить, что в основе синтеза 

структурных аналогов пространственных изомеров 
ретиноевой кислоты лежит дизайн соединений с вы- 
сокой избирательностью по отношению к определен-
ным рецепторам и тканям. Это исключает мультитар-
гетное действие естественных ретиноидов. 

Ретиноиды обладают потенциалом для терапии 
различных пролиферативных заболеваний. Задача 
новых исследований состоит в том, чтобы расширить 
спектр их применения для лечения вирусных, ауто- 
иммунных и нейродегенеративных заболеваний. 
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Могут ли биолюминесцентные бактерии  
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Резюме
Введение. В настоящее время поиск новых антибактериальных веществ является актуальной задачей из-за растущей устойчивости 
патогенов к существующим антибиотикам. Одним из ключевых направлений в этой области является расширение научных исследований 
лекарственного сырья растительного происхождения в качестве новых источников терапевтических средств. В данной работе изучается 
возможность применения для этих целей высокочувствительных бактериальных тест-обьектов, обладающих биолюминесценцией, 
которые позволяют быстро выявить неспецифическую антимикробную активность и могут быть адаптированы к технологиям 
высокопроизводительного фармацевтического скрининга.
Цель. Изучение применимости биолюминесцентных бактерий для анализа антибактериальной активности биологически активных веществ 
(БАВ) растительного происхождения.
Материалы и методы. В работе использовали биологически активные вещества кверцетин, 8-гидроксихинолин, галловую кислоту и 
тимохинон, которые часто встречаются в лекарственном растительном сырье и с которыми связывают его антибактериальные свойства. В 
качестве тест-обьектов использовали бактерии с конститутивной биолюминесценцией Aliivibrio fischeri F1 и Escherichia coli (pXen7), а также 
рекомбинантные биорепортерные штаммы с индуцибельным свечением: E. coli (pRecA-lux), E. coli (pColD-lux), реагирующие на повреждение 
нуклеиновых кислот; E. coli (pKatG-lux), E. coli (pSoxS-lux), чувствительные к окислительному стрессу.
Результаты и обсуждение. Установлено, что неспецифическая антимикробная активность исследуемых БАВ проявляется в ингибировании 
бактериальной биолюминесценции тест-штаммов с конститутивным свечением. Отмечено, что морские тест-бактерии A. fischeri F1 обладают 
значительно большей чувствительностью к действию БАВ растительного происхождения по сравнению с рекомбинантным штаммом E. coli 
(pXen7). Показано, что их ингибирующее действие начинается при концентрациях 2 мкг/мл, а бактерицидность наступает при концентрациях 
от 20 мкг/мл. Приводится сравнение полученных результатов с данными по МИК и МБК грамположительных и грамотрицательных 
патогенов. Изучение индукции биолюминесценции рекомбинантных биорепортерных штаммов показало, что антибактериальное действие 
исследуемых БАВ сопровождается окислительным стрессом. Также кверцетин вызывал активацию свечения E. coli (pRecA-lux) и E. coli  
(pColD-lux), что может свидетельствовать о его участии в повреждении нуклеиновых кислот. Анализ факторов индукции биорепортерных 
штаммов указывает на то, что выявленные механизмы антибактериальной активности не являются основными, а могут иметь второстепенный 
характер.
Заключение. Показано, что интенсивность свечения природных и рекомбинантных биолюминесцентных бактерий может быть 
показателем антибактериальной активности БАВ природного происхождения. Установлена высокая чувствительность бактерий A. fischeri 
F1 к действию таких веществ, как кверцетин, 8-гидроксихинолин, галловая кислота и тимохинон. Учитывая, что биолюминесцентный анализ 
является количественным инструментальным методом, он может быть легко адаптирован для проведения высокопроизводительного 
фармацевтического скрининга.

Ключевые слова: люминесцентные бактерии, биолюминесцентные биорепортеры, биологически активные вещества, лекарственное 
растительное сырье
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Abstract
Introduction. Currently, the search for new antibacterial substances is an urgent task due to the growing resistance of pathogens to existing 
antibiotics. One of the key directions in this area is the expansion of scientific research of medicinal plants, as new sources of therapeutic agents. 
This article examines the possibility of using highly sensitive bioluminescent test bacteria for these purposes, which can quickly detect non-specific 
antimicrobial activity and can be adapted to highly effective pharmaceutical screening technologies.
Aim. To study the applicability of bioluminescent bacteria for the analysis of the antibacterial activity of biologically active substances (BAS) of plant 
origin.
Materials and methods. BAS quercetin, 8-hydroxyquinoline, gallic acid and thymoquinone, which are often found in medicinal plant raw materials 
and with which its antibacterial properties are associated, were used in the work. Bacteria with constitutive bioluminescence Aliivibrio fischeri F1 and 
Escherichia coli (pXen7), as well as recombinant bioreporter strains with inducible luminescence were used as test-objects: E. coli (pRecA-lux), E. coli 
(pColD-lux), reacting to nucleic acid damage; E. coli (pKatG-lux) and E. coli (pSoxS-lux), sensitive to oxidative stress.
Results and discussion. It was found that the nonspecific antimicrobial activity of the studied BAS is manifested in the inhibition of bacterial 
bioluminescence of test-strains with constitutive glowing. It was noted that the marine test-bacteria A. fischeri F1 have significantly greater sensitivity 
to the action of BAS, compared with the recombinant strain of E. coli (pXen7). It has been shown that their inhibitory effect begins at concentrations 
of 2 mcg/ml, and bactericidal activity occurs at concentrations of more than 20 mcg/ml. The results obtained are compared with the data on MIC 
and MBC of gram(+) and gram(–) pathogens. The study of the induction of bioluminescence of recombinant bioreporter strains showed that the 
antibacterial effect of the BAS is accompanied by oxidative stress. Also, quercetin caused activation of luminescence in E. coli (pRecA-lux) and E. coli 
(pColD-lux), which may indicate its participation in damage to nucleic acids. Analysis of the induction factors of bioreporter strains indicates that the 
revealed mechanisms of antibacterial activity are not major, but may be of a secondary nature.
Conclusion. It has been shown that the intensity of the glow of natural and recombinant bioluminescent bacteria can be an indicator of 
the antibacterial activity of BAS of natural origin. The high sensitivity of A. fischeri F1 bacteria to the action of substances such as quercetin, 
8-hydroxyquinoline, gallic acid and thymoquinone has been shown. Considering that bioluminescence analysis is a quantitative instrumental 
method, it can be easily adapted for high-throughput pharmaceutical screening. It has been shown that the luminescence intensity of natural and 
recombinant bioluminescent bacteria can be an indicator of the antibacterial activity of BAS of natural origin. The high sensitivity of A. fischeri F1 
to the action of substances such as quercetin, 8-hydroxyquinoline, gallic acid and thymoquinone has been established. Taking in an account that 
bioluminescent analysis is a quantitative instrumental method, it can be easily adapted for high-throughput pharmaceutical screening.
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время поиск новых антибактери-

альных веществ является актуальной задачей из-за  
растущей устойчивости патогенов к существую-
щим антибиотикам [1]. Одним из ключевых направ-
лений в этой области является расширение научных 
исследований лекарственного сырья растительно-
го происхождения в качестве новых источников те-
рапевтических средств. Считается, что фитопрепа-

раты обладают рядом преимуществ по сравнению с 
синтетическими лекарственными средствами: ши-
роким спектром терапевтического действия и без-
опасностью, более низким риском развития аллер-
гических реакций, более мягким терапевтическим 
эффектом  [2, 3]. Многие биологически активные ве-
щества (БАВ) растительного происхождения, такие 
как дубильные вещества, терпеноиды, алкалоиды и 
флавоноиды, продемонстрировали антибактериаль-
ные и противовирусные эффекты в экспериментах на  
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животных и in vitro. Однако несмотря на то, что от  
25 до 50 % современных фармацевтических препа-
ратов получают из растений, на данный момент нет  
коммерчески успешного антибиотика, который был 
бы получен из растительного сырья [4]. 

Учитывая разнообразие патогенных микроор-
ганизмов и их различную чувствительность к анти-
бактериальным веществам, задача обнаружения и 
выделения таких веществ из растительного сырья 
представляется крайне сложной [4]. На наш взгляд, 
перспективным направлением может стать исполь-
зование высокочувствительных тест-обьектов, ко-
торые позволяют быстро выявить неспецифическую 
антимикробную активность и могут быть адапти-
рованы к технологиям высокопроизводительного  
фармацевтического скрининга (high-throughput 
scree-ning). Антибактериальная активность отобран-
ных таким образом растений (вытяжек) далее может 
быть исследована более детально с применением 
стандартных или клинических патогенных штаммов 
микроорганизмов. 

В качестве таких тест-объектов, которые обла- 
дают высокой чувствительностью и позволяют быстро 
выявить антибактериальную активность, в данной ра-
боте исследуются биолюминесцентные природные 
(морские) бактерии и ряд рекомбинантных биорепор-
терных штаммов на основе E. coli. 

Цель работы: изучить применимость биолюми-
несцентных бактерий для анализа антибактериальной 
активности БАВ растительного происхождения.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для изучения антибактериального действия ис-

пользовали БАВ различных классов, которые часто  
встречаются в лекарственном растительном сырье  
и с которыми связывают его антибактериальные  
свойства  [3, 5]. Было изучено действие таких веществ, 
как кверцетин, 8-гидроксихинолин, галловая кислота  
и тимохинон (Sigma-Aldrich, США) (рисунок 1).

Для приготовления исходных растворов БАВ  
использовали такие растворители, как вода, этанол 
(ООО  «Компонент-Реактив», Россия) и ДМСО (х. ч., 

ООО  «Компонент-Реактив», Россия), которые при-
меняются для получения вытяжек из лекарствен-
ного растительного сырья [6]. Пробы для проведе-
ния биотестирования готовили путем добавления  
полученных концентрированных растворов БАВ  
(20 мг/мл) к водным растворам NaCl (3 % для мор- 
ских бактерий и 1 % для рекомбинантных штаммов) 
до конечных концентраций активного компонента 
0,005–0,5  мг/мл. Дополнительно пробы содержали  
буфер 0,05  моль/л трис-HCl, рН = 7,0. Учитывая низ- 
кую растворимость кверцетина в воде, его биологи-
ческое действие изучалось в форме суспензий, ко-
торые образовывались в процессе пробоподготов-
ки. Остальные БАВ исследовались в виде растворов, 
близких к истинным.

Анализ антибактериальной активности БАВ про-
водился биотестированием на природных и реком- 
бинантных биолюминесцентных тест-бактериях, об-
ладающих способностью излучать свет в видимой об-
ласти. В работе использовали морские светящиеся 
бактерии Aliivibrio fischeri F1 из коллекции культур био-
люминесцентных бактерий, созданной и поддержи- 
ваемой лабораторией биохемилюминесцентных ана-
литических технологий (ЛБАТ) Крымского федераль-
ного университета им. В. И. Вернадского. Бактерии 
были выделены из среды Черного моря и идентифи- 
цированы ранее с использованием микробиологиче-
ских и биохимических методов [7]. 

Также в работе использовали пять рекомбинант-
ных штаммов бактерии на основе E. coli MG1655 (E. coli), 
которые были сконструированы и любезно предо-
ставлены для работы заведующим лабораторией мо-
лекулярной генетики МФТИ д. б. н. И. В.  Мануховым 
Для индуцибельных штаммов (биорепортеры) в ка- 
честве положительных контролей (К+), активирую- 
щих специфические промоторы и запускающих био-
люминесценцию, использовали диоксидин (АО «Ново-
сибхимформ», Россия) и перекись водорода (ОАО «Са-
марамедпром», Россия) в концентрациях 0,045 и 
0,15 мМ соответственно [8]. 

Биотестирование на светящихся бактериях про- 
водилось путем измерения интенсивности биолюми-
несценции по методикам, описанным ранее [9], а так-

Рисунок 1. БАВ растительного происхождения, используемые в работе: 

А – кверцетин; Б – 8-гидроксихинолин; В – галловая кислота; Г – тимохинон

Figure 1. Biologically active substances (BAS) of plant origin used in the work: 

A – quercetin; B – 8-hydroxyquinoline; C – gallic acid; D – thymoquinone
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же в соответствии со стандартом ISO11348-1:2007/
Amd 1:20181. Анализ заключался в количественной 
оценке ингибирования свечения бактерий с консти- 
тутивным типом биолюминесценции [A.  fischeri  F1, 
E.  coli (pXen7)]в зависимости от времени и концент- 
рации БАВ. Результаты оценивали в виде эффектив- 
ных концентраций веществ, ингибирующих биолюми-
несценцию на 50 % (ЭК50). 

Для оценки бактерицидного действия исполь-
зовали спот-тест [10]. Тест-бактерии подвергались 
воздействию БАВ в течение суток при температу-
ре 25  °С, после чего производили их высев на плот-
ную питательную среду путем нанесения по 3  мкл 
каждой пробы на поверхность питательного агара  
(M001, HiMedia, Индия). Через сутки роста при опти-
мальной для каждого вида бактерий температуре на 
поверхности агара образовывались зоны роста, ко-
торые оценивали визуально и фотографировали на 
свету и в темноте для оценки роста и биолюминес-
ценции. Снижение интенсивности или исчезновение 
роста и биолюминесценции оценивали как проявле-
ния бактерицидности. 

Биотестирование БАВ на рекомбинантных биоре-
портерных штаммах проводили для выявления воз-
можных механизмов антибактериального действия, 
связанных с окислительным стрессом или тропностью 
к нуклеиновым кислотам, по методикам, описанным 
ранее [11]. Результаты измерения биолюминесцен- 
ции выражали в виде биолюминесцентного индекса  
(БИ), как отношение интенсивностей биолюминес- 
ценции в пробе (I) и контроле (I0): БИ = I/I0. 

Измерение интенсивности биолюминесценции 
проводили с использованием биолюминометров БЛМ-
8801 (СКТБ «Наука», Россия) или Lum-100 (ООО «ДИСо-
фт», Россия).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Действие БАВ на морские биолюминесцентные 

бактерии. Такие бактерии, а именно A.  fischeri, широ- 
ко используются во всем мире в качестве биотеста 
для выявления био-(эко-)токсичности в отношении 
водных организмов [12, 13]. Детекция осуществля-
ется инструментально, путем оценки интенсивности 
свечения как показателя общего метаболизма бак-
териальной клетки. Предприняты попытки исполь-
зовать такой биотест и для выявления токсичности 
по отношению к высшим организмам, антимикроб-
ной активности веществ синтетического и природ-
ного происхождения, а также лекарственного расти- 
тельного сырья [13, 14]. Для ряда БАВ описываются 
корреляции между их действием на бактериальную 
биолюминесценцию и токсичностью для человека 

1 Water quality – Determination of the inhibitory effect of 
water samples on the light emission of Vibrio fischeri (Lumines-
cent bacteria test). Part 1: Method using freshly prepared bacte-
ria. ISO 11348-1:2007/Amd 1:2018. Available at: https://www.iso.
org/standard/40516.html/ Accessed: 26.10.2023.

и животных [13]. Однако применимость светящих-
ся тест-бактерий для выявления антибактериальной 
активности лекарственных веществ в целом неодно-
значна и является предметом исследований. 

На рисунке 2 показано действие кверцетина на 
биолюминесценцию A.  fischeri F1 через 30 мин воз- 
действия. В целом кверцетин эффективно ингиби-
ровал биолюминесценцию тест-бактерии с ЭК50 = 2– 
4  мкг/мл и вызывал полное тушение свечения при  
концентрациях 5–10 мкг/мл. Спиртовые и ДМСО-раст- 
воры обладали более сильным эффектом по сравне-
нию с водными растворами, что, очевидно, связано с 
лучшей растворимостью кверцетина в органических 
растворителях. При этом действие самих растворите-
лей исключалось малыми объемами вносимых проб  
и внесением их в контрольные пробы.

Еще одним типом биолюминесцентных тест-бак-
терий, которые используются при биотестировании, 
являются рекомбинантные бактерии с внедренны-
ми генами семейства Lux, кодирующими необходи-
мые для свечения ферменты [11, 12]. Они делятся на 
тест-объекты с конститутивным типом биолюминес-
ценции, которые используются аналогично природ-
ным фотобактериям, а также тест-штаммы, в которых 
гены Lux активируются специфическими промото-
рами. В данной работе наряду с морскими тест-бак-
териями A.  fischeri F1 использовали рекомбинантный 
тест-штамм с конститутивной биолюминесценцией 
E.  coli (pXen7). Исследования показали, что чувстви-
тельность этого тест-объекта к действию тестируе-
мых веществ была значительно ниже, чем бактерий 
A.  fischeri F1 (рисунок 3). Можно также отметить, что 
галловая кислота практически не оказывает влия-
ние на биолюминесценцию E.  coli (pXen7) при кон- 

Рисунок 2. Действие кверцетина в различных растворителях 
на биолюминесценцию A. fischeri F1: 

1 – вода; 2 – спирт 96%-й; 3 – ДМСО

Figure 2. The effect of quercetin in various solvents on the 
bioluminescence of A. fischeri F1: 

1 – water; 2 – ethanol 96 %; 3 – DMSO
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центрациях до 40 мкг/мл. Низкой чувствительностью 
характеризуются бактерии и к действию кверцети- 
на, в присутствии которого биолюминесценция сни-
жается до 70–60 %. 

При более высоких концентрациях ингибирую- 
щее действие 8-гидроксихинолина и тимохинона  
усиливалось, а кверцетина и галловой кислоты оста-
валось практически без изменений (рисунок 4). В  
этих условиях биолюминесценция A. fischeri F1 полно-
стью подавлялась и была близка к 0.

Для изучения бактерицидного действия исследу- 
емые БАВ инкубировали с тест-бактериями в течение 
суток при комнатной температуре, после чего произ-
водили высев на плотную питательную среду в ви-
де капель объемом 3 мкл (спот-тест). Ингибирование  
или отсутствие роста тест-бактерий считали проявле-
нием бактерицидности. Как видно из рисунка 5, рост 
бактерий A.  fischeri F1 полностью подавлялся всеми 
исследуемыми веществами при концентрациях от 
0,02 мг/мл и выше. Что касается E. coli  (pXen7), то бак- 
терицидное действие отмечено только для тимохи- 
нона при концентрации более 0,2 мг/мл. 

Рисунок 3. Действие БАВ на биолюминесценцию тест-бактерий с конститутивной биолюминесценцией: 

1 – A. fischeri F1; 2 – E. coli (pXen7) 

Figure 3. The effect of BAS on bioluminescence of test-bacteria with constitutive bioluminescence: 

1 – A. fischeri F1; 2 – E. coli (pXen7) 

Рисунок 4. Действие БАВ на биолюминесценцию E. coli (pXen7) 
при высоких концентрациях: 

1 – кверцетин; 2 – 8-гидроксихинолин; 3 – галловая кислота; 4 – 
тимохинон. Время воздействия 60 мин

Figure 4. The effect of BAS on the bioluminescence of E.  coli 
(pXen7) at high concentrations: 

1 – quercetin; 2 – 8-hydroxyquinoline; 3 – gallic acid; 4 – thymoqui-
none. Exposure time 60 min
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Определенный интерес представляет сравнение 
результатов по антибактериальной активности БАВ, 
полученных с использованием биолюминесцентно-
го анализа, с данными классических микробиологи- 
ческих методов на патогенных микроорганизмах. 
Анализ литературных данных показал, что все ве- 
щества ингибируют рост S.  aureus (грамположитель-
ных) и E.  coli (грамотрицательных), а также ряда дру- 
гих видов патогенных (условно патогенных) бактерий 
(таблица  1). Что касается бактерицидного действия, 
то по крайней мере для кверцетина, 8-гидроксихи- 
нолина и тимохинона такое действие установлено и 
минимальные бактерицидные концентрации (МБК)  
находятся в пределах от 12 до 120 мкг/мл.

Таким образом, проведенные исследования по- 
казали, что неспецифическая антимикробная актив-
ность БАВ растительного происхождения проявля-
ется в ингибировании бактериальной биолюминес-
ценции, что может быть связано с тем, что свечение 
является интегральным количественным показате-
лем метаболизма бактериальной клетки. Также сле-
дует отметить, что морские тест-бактерии A.  fischeri  
F1 обладают значительно большей чувствительно-

стью к действию исследуемых БАВ растительного 
происхождения по сравнению с рекомбинантным 
штаммом E. coli (pXen7).

Таблица 1. Сравнительный анализ  
антибактериальной активности БАВ

Table 1. Comparative analysis of BAS antibacterial activity

Биолюминесцентный 
анализ

Bioluminescent assay

Те
ст

-ш
та

м
м

Te
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ac

te
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М
И

К1

M
IC

1

М
БК

2

M
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2

И
ст

оч
ни

к
Re

fe
re

nc
esA.°fischeri 

F1
E.°coli 

(pXen7)
ЭК50

EC50

МБК
MBC

ЭК50

EC50

МБК
MBC

мкг/мл
mcg/ml

мкг/мл
mcg/ml

Кверцетин
Quercetin

2,4 <20 >50 >500

S. aureus 20 50

[15, 16]E. coli 400 >500

P. aeruginosa 20 50

8-гидроксихинолин
8-hydroxyquinoline

6,0 <20 40 >500

S. aureus 2–10 25

[17]
E. coli 32 128

P. aeruginosa 256
нет 

данных
Галловая кислота

Gallic acid

6,9 <20 >400 >500

S. aureus 1750 >5000

[18]E. coli 93 5000

P. aeruginosa 500 500

Тимохинон
Thymoquinone

2,2 <20 15 200
S. aureus 3,1 12,5

[19]E. coli 100 100
P. aeruginosa 1,56 1,56

Примечание. 1 МИК – минимальная ингибирующая концент- 
рация.

2 МБК – минимальная бактерицидная концентрация.

Note. 1 МIC – minimal inhibitory concentration.
2 MBK – minimal bactericidal concentration.

Еще один важный вопрос связан с тем, как дейст- 
вуют БАВ растений на бактериальные клетки и в  
чем состоит механизм их антибактериальной актив-
ности. Отмечается, что кверцетин обладает широ-
ким спектром биологической активности. Установ-
лено его противоопухолевое, бактериостатическое 
и антиоксидантное действия [15]. В то же время бы- 
ло показано, что кверцетин может обладать проок-
сидантным, мутагенным и цитотоксическим дейст- 
виями. Среди механизмов его антибактериальной 
активности отмечают действие на мембраны клеток, 
взаимодействие с белками. Из-за низкой раствори-
мости кверцетина в воде его биологическая актив-
ность ограничена низкой биодоступностью [16]. Хи-
нолины, гетероциклические соединения, лежащие 
в основе ряда алкалоидов, известны своей антибак-
териальной и антисептической активностью, а также  

Рисунок 5. Рост и биолюминесценция тест-бактерий на плот-
ной питательной среде в присутствии БАВ: 

1 – кверцетин; 2 – 8-гидроксихинолин; 3 – галловая кислота; 
4 – тимохинон

Figure 5. Growth and bioluminescence of test-bacteria on a solid 
nutrient medium at the presence of BAS: 

1 – quercetin; 2 – 8-hydroxyquinoline; 3 – gallic acid; 4  – thy- 
moquinone
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хелатирующими свойствами [17]. Фенольные соеди-
нения, такие как галловая кислота и ее производные, 
также известны своей антибактериальной активно-
стью, которую связывают с действием на клеточные 
мембраны, взаимодействием с белками, ингибирова-
нием ферментов [18].

Тимохинон обладает широким спектром биоло-
гической активности, включая антибактериальную, 
направленную против грамположительных и грамо-
трицательных патогенов. Показано, что он ингиби- 
рует биопленкообразование, а также оказывает анти-
микробный эффект за счет генерирования активных 
форм кислорода [19].

В данной работе для изучения механизмов анти- 
бактериального действия были использованы че-
тыре биолюминесцентных биорепортерных штам-
ма  [7]. Из них E.  coli (pRecA-lux) и E.  coli (pColD-lux) 
реагируют индукцией биолюминесценции на по-
вреждение нуклеиновых кислот, а E.  coli (pKatG-lux) 
и E.  coli (pSoxS-lux) активируются окислительным 
стрессом, вызванным перекисью водорода и супе-
роксид-анионами соответственно. Реакции биоре-
портерных штаммов на соответствующие специфи-
ческие индукторы, которые были использованы в 
качестве положительных контролей (К+), приведе-
ны на рисунке 6.

Исследование индуцирующего действия БАВ по-
казало, что все они вызывают активацию биолюми- 
несценции E.  coli (pSoxS-lux). Также для кверцетина 
наблюдалась незначительная активация биолюми-
несценции E.  coli (pRecA-lux) и E.  coli (pColD-lux). Ти-
мохинон и галловая кислота при этом вызывали не-
значительную индукцию биолюминесценции E.  coli 
(pKatG-lux) (рисунок 7).

Полученные данные свидетельствуют о том, что, 
несмотря на антиоксидантные свойства исследуемых 
БАВ  [3], их антибактериальное действие может быть 

связано с окислительным стрессом. Как уже отмеча-
лось, прооксидантное действие ранее было показано 
для кверцетина и тимохинона [16, 19]. Кроме этого,  
по крайней мере для кверцетина антибактериальная 
активность может быть также связана с ДНК-тропно-
стью и повреждением нуклеиновых кислот (актива- 
ция биолюминесценции E.  coli (pRecA-lux) и E.  coli 
(pColD-lux)). Следует отметить, что низкие значения  
БИ (1,5–2,5, за исключением 8-оксихинолина), кото- 
рые являются показателями индукции биолюминес-
ценции, могут означать, что выявленные механиз-
мы не являются основными, а имеют второстепенный 
характер.

Рисунок 6. Действие специфических индукторов на биолюми-
несценцию биорепортерных штаммов: 

1 – E. coli (pRecA-lux) 2 – E. coli (pColD-lux); 3 – E. coli (pKatG-lux); 
4 – E.  coli (pSoxS-lux). К(–) – контрольные пробы без добавле-
ния индукторов, К(+) – пробы с добавлением специфических 
индукторов

Figure 6. The effect of specific inductors on bioluminescence of 
bioreporter strains: 

1 – E. coli (pRecA-lux) 2 – E. coli (pColD-lux); 3 – E. coli (pKatG-lux); 
4 – E. coli (pSoxS-lux). K(–) – control samples without the addition 
of inductors, K(+) – the samples with the addition of inductors

Рисунок 7. Действие БАВ на биолюминесценцию биорепортерных штаммов: 

1 – E. coli (pRecA-lux); 2 – E. coli (pColD-lux); 3 – E. coli (pKatG-lux); 4 – E. coli (pSoxS-lux)

Figure 7. The effect of BAS on bioluminescence of bioreporter strains: 

1 – E. coli (pRecA-lux), 2 – E. coli (pColD-lux); 3 – E. coli (pKatG-lux); 4 – E. coli (pSoxS-lux)
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Таким образом, в работе установлено, что ин-

тенсивность свечения природных и рекомбинатных  
биолюминесцентных бактерий может быть показате-
лем антибактериальной активности БАВ природного 
происхождения. Показана высокая чувствительность 
бактерий A.  fischeri F1 к действию таких веществ, как 
кверцетин, 8-гидроксихинолин, галловая кислота и 
тимохинон, для которых МИК (ЭК50) были в пределах 
2–7 мкг/мл. Бактерицидный эффект проявлялся при 
20  мкг/мл. Учитывая, что биолюминесцентный анализ 
является количественным инструментальным мето- 
дом  [20], он может быть легко адаптирован для про- 
ведения высокопроизводительного фармацевтиче-
ского скрининга растительного сырья на антибакте- 
риальную активность.
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Резюме
Введение. Совершенствование технологий выделения и очистки биологически активных веществ из растительного сырья – важная 
задача для фармацевтической, пищевой и косметической отраслей промышленности. Разработка технологий зачастую требует внесения 
изменений в конструкцию существующего оборудования. При модернизации оборудования для реализации новых технологий возможна 
доработка его конфигурации, позволяющая с минимальными затратами значительно повышать выход активных веществ. Для повышения 
эффективности процесса выделения гесперидина из растительного сырья нами предложен ряд технологических решений. В частности, 
предложено использовать перемешивающие устройства с конфигурацией импеллеров, разработанных на основе методов вычислительной 
гидродинамики, а при применении экстрактора Сокслета – обогреваемую экстракционную камеру, полученную путем добавления внешней 
змеевиковой рубашки, позволяющей регулировать температуру внутри экстракционной камеры для ускорения процессов диффузии и 
массообмена, а растворитель и экстрагент выбирать на основе термодинамических моделей расчетным способом.
Цель. Совершенствование технологии выделения и очистки гесперидина из растительного сырья с использованием модернизированного 
оборудования.
Материалы и методы. Моделирование распределения потоков в экстракционных аппаратах осуществляли с помощью методов 
вычислительной гидродинамики. Для оценки результатов, полученных на основе моделирования, проводили ряд экспериментов, 
объектом для которых служила кожура апельсина (высушенные флаведо и альбедо, степень измельчения – 0,1–0,2 мм, влажность – 3,5 %). 
Количественное содержание комплекса флавоноидов в пересчете на гесперидин определяли методом прямой спектрофотометрии 
при длине волны 290 нм, количественное содержание гесперидина определяли гравиметрически. Статистическую обработку данных 
проводили с использованием программного обеспечения Minitab v21 (Minitab Inc., США), различия считали статистически значимыми при 
р < 0,05.
Результаты и обсуждения. На основе методов вычислительной гидродинамики для интенсификации процессов перемешивания 
и растворения на стадиях предварительного обезжиривания сырья и экстрагирования спроектирован шестилопастный импеллер, 
позволяющий ускорить процессы за счет создания осевых и радиальных потоков движения жидкости в емкостном аппарате и поддержания 
сырья во взвешенном состоянии в объеме жидкости при малых скоростях перемешивания и низком потреблении электроэнергии. 
Оснащение экстракционной камеры змеевиковой рубашкой позволило значительно повысить растворимость активного вещества и 
извлекать больше целевого компонента за один экстракционный цикл. Разработана технология выделения и очистки гесперидина, 
определены и оптимизированы параметры проведения процессов. 
Заключение. В результате исследования показано, что возможно интенсифицировать процессы экстракции и растворения активных 
веществ путем подбора перемешивающих устройств методом вычислительной гидродинамики. Для выделения плохо растворимых 
соединений из плотного сырья (корни, кора и пр.) предложена модификация аппарата Сокслета с обогреваемой экстракционной камерой. 
Модернизация типовых технологических установок позволила получить субстанцию гесперидина с выходом до 95 % и чистотой до 90 % при 
однократной перекристаллизации. 

Ключевые слова: гесперидин, растворимость, оборудование, мацерация, Сокслет, обезжиривание, экстракция
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Abstract
Introduction. Improving the technologies for isolating and purifying biologically active substances from plant materials is an important task for 
the pharmaceutical, food and cosmetic industries. Technology development often requires changes to the design of existing equipment. During 
the modernization of equipment for the implementation of new technologies, it is possible to improve its configuration, which makes it possible 
to significantly increase the yield of active substances at minimal cost. To increase the efficiency of the process of isolating hesperidin from plant 
materials, we proposed to use a number of technological solutions. In particular, it is proposed to use mixing devices with the configuration of 
impellers obtained by computational fluid dynamics, when using a Soxhlet extractor to use a heated extraction chamber, by adding an external coil 
jacket, which makes it possible to regulate the temperature inside the extraction chamber to accelerate the processes of diffusion and mass transfer, 
and to select the solvent and extractant on the basis of thermodynamic models by calculation.
Aim. Improving the technology for isolating and purifying hesperidin from plant materials using modernized equipment.
Materials and methods. Flow distribution in extraction apparatuses was modeled using computational fluid dynamics methods. To evaluate 
the results obtained on the basis of modeling, a number of experiments were carried out, the object of which was the peel of an orange (dried 
flavedo and albedo, grinding degree 0.1–0.2 mm, moisture content 3.5 %). The quantitative content of the flavonoid complex in terms of hesperidin 
was determined by direct spectrophotometry at a wavelength of 290 nm, the quantitative content of hesperidin was determined gravimetrically. 
Statistical data processing was performed using Minitab v21 software (Minitab Inc., USA), differences were considered statistically significant at 
p < 0.05.
Results and discussion. Based on the methods of computational fluid dynamics, to intensify the processes of mixing and dissolution at the stages of 
preliminary degreasing of raw materials and extraction, a six-bladed impeller was designed, which makes it possible to accelerate these processes by 
creating axial and radial flows of fluid movement in a capacitive apparatus and maintaining raw materials in suspended state in the volume of liquid 
at low mixing speeds and energy consumption. Equipping the extraction chamber with a coiled jacket made it possible to significantly increase the 
solubility of the active substance and extract more of the target component in one extraction cycle. A technology for the isolation and purification of 
hesperidin was developed, and the parameters of the processes were determined and optimized.
Conclusion. As a result of the study, it was shown that it is possible to intensify the processes of extraction and dissolution of active substances by 
selecting mixing devices using the method of computational fluid dynamics. To isolate poorly soluble compounds from dense raw materials (roots, 
bark, etc.), a modification of the Soxhlet apparatus with a heated extraction chamber was proposed. Modernization of typical technological units 
made it possible to obtain the substance of hesperidin with a yield of up to 95 % and a purity of up to 90 % with a single recrystallization.

Keywords: hesperidin, solubility, equipment, maceration, Soxhlet, degreasing, extraction
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ВВЕДЕНИЕ

Модернизация технологического оборудования  
и совершенствование технологий выделения и  
очистки биологически активных веществ из расти-
тельного сырья – важная задача для различных от- 
раслей промышленности, таких как фармацевтиче- 

ская, пищевая, косметическая и другие. При мо-
дернизации экстракционного оборудования с ис-
пользованием современных технологий возможна 
доработка его конфигурации, позволяющая с мини-
мальными затратами значительно повышать выход 
целевых веществ в экстрагент. Модернизация осо- 
бенно актуальна при выделении активных субстан-
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ций, так как реализация таких процессов на обору- 
довании, произведенном под конкретный процесс 
или группу процессов, позволяет направленно изв- 
лекать вещества, сокращать количество стадий очист- 
ки и время проведения процессов.

В рамках данного исследования разработана тех-
нология получения гесперидина из растительного  
сырья, предложены новые конструкции оборудова- 
ния и технологические решения на их основе.

Гесперидин – одно из широко используемых ак-
тивных веществ, получаемых из растительного сырья, 
относится к классу флавоноидов, в значительных ко-
личествах он и его производные содержатся в кожу- 
ре и мякоти цитрусовых: апельсинов (Citrus sinensis), 
мандаринов (Citrus reticulata), лайма (Citrus aurantifo-
lia), лимона (Citrus limon). Гесперидин является цен- 
ной субстанцией, так как проявляет несколько фарма-
кологических эффектов, включая антиоксидантный, 
противовоспалительный, антиаллергический, проти- 
воотечный, противокариесный, кардиопротектив-
ный  [1–3]. Эти фармакологические эффекты геспе-
ридина обуславливают его широкое применение в 
качестве ингредиента в диетических добавках и фар- 
мацевтических препаратах. На данный момент про- 
ведено несколько исследований, которые показы- 
вают эффективность гесперидина при лечении Co- 
vid-19 при приеме в качестве дополнительного сред-
ства и при использовании для снижения проявления 
негативных последствий для здоровья у переболев-
ших  [4]. Гесперидин является также полупродуктом 
для получения диосмина, вещества, проявляющего 
схожие фармакологические эффекты, но обладающе-
го более выраженным фармакологическим действием.

Для выделения гесперидина наиболее целесо- 
образным с экономической точки зрения представ- 
ляется использование в качестве сырья кожуры 
апельсинов ввиду ее большой распространенности 
как отхода пищевой промышленности. Около 30 % 
собираемых ежегодно апельсинов (в среднем око-
ло 70  млн тонн в год в мире) используется в произ- 
водстве соков, где практически 50 % всей фрук-
товой массы приходится на отходы производства  
(шрот)1 [5, 6].

В промышленности гесперидин получают из ко- 
журы с помощью щелочной экстракции. Измельчен-
ную кожуру смешивают с водой и раствором NaOH, 
доводя pH до значений 11,0–11,5. Далее проводят  
процесс мацерации при перемешивании с числом 
оборотов мешалки 100–300 об/мин. Через 1–3 часа  
отделяют сырье, а жидкую фазу направляют на ста- 
дию фильтрования. Затем к отфильтрованному про-
дукту добавляют кислоту (серная, соляная, уксусная) 
для доведения рН до 4,2–4,5 и нагревают раствор  
при 40–45 °С в течение 12–24  часов. Образовавши-
еся таким образом кристаллы гесперидина и со- 

1 Statistics Division. Crops and livestock products. Food and 
Agricultural Organization of the United Nations. Available at: 
http://www.fao.org/faostat/en/#data/QC. Accessed: 10.03.2023.

путствующих веществ отделяют и сушат. Как прави- 
ло, эта процедура позволяет сформировать флаво- 
ноидный комплекс, содержащий 60–70 % геспериди-
на. Для получения более чистого гесперидина требу- 
ются дополнительные стадии перекристаллизации. 
Для получения гесперидина с чистотой более 90 % 
требуется не менее трех перекристаллизаций [7–10]. 

Данная технология обладает существенными не-
достатками. Традиционный метод экстракции – ма- 
церация, – применяемый в данной технологии, явля-
ется очень длительным и трудоемким [11, 12]. Полу-
ченные после стадии экстракции извлечения явля- 
ются сильно загрязненными и трудно фильтруемы-
ми. Как показали наши исследования, при гидромо-
дуле 1 : 5 и температуре экстрагента 20 °С через 20– 
30  минут наблюдается распад сырья в щелочной сре- 
де с образованием раствора повышенной вязкости, 
что, в свою очередь, приводит к сложности отделе- 
ния жидкости от твердых частиц. Кроме того, одно- 
временно экстрагируются и другие соединения, что 
снижает чистоту выделяемых кристаллов геспериди-
на. В связи с загрязненностью полученного первич- 
ного осадка гесперидина процесс получения очи- 
щенной субстанции занимает много времени и тре- 
бует значительного расхода кислот и оснований.

Целью исследования является совершенствова-
ние технологии выделения и очистки гесперидина из 
растительного сырья и модернизация конструкций 
применяемого оборудования. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В исследованиях использовали кожуру (флаведо 

и альбедо) апельсина, высушенную при температуре 
50–60 ºС до остаточной влажности 3,5 ± 1,0 %.

В качестве экстрагентов использовали спирт эти-
ловый 96%-й (х. ч., «Альфа», АО «АминоСиб», Россия, 
ГОСТ Р 5962-2013), петролейный эфир (40/70, ООО  «Не-
ваРеактив», Россия, ТУ 2631-074-44493179-2001).

Для создания щелочной среды использовали  
кальция гидроокись (ГОСТ 9262-77), натрия гидро- 
окись (х. ч., ГОСТ 4328-77, АО «АМК–Групп», Россия).

Для создания кислой среды использовали соля-
ную кислоту (х. ч., «Химмаг-СПб»).

Экстракцию сырья методом мацерации проводи-
ли следующим образом: навеску сырья, измельчен-
ного до размера частиц 0,1–0,2 мм, взвешивали на ве-
сах лабораторных электронных Сартогосм CE224-C 
(ООО  «Сартогосм», Россия), загружали в емкостной  
аппарат. Аппарат термостатировали с помощью водя-
ной бани, температура экстракции – 50 °C. 

Экстракцию сырья на модернизированном ап-
парате типа «сокслет» проводили при температуре 
экстракционной камеры 50 °C. Конструкция аппара-
та  – собственная разработка кафедры процессов и 
аппаратов химической технологии ФГБОУ ВО СПХФУ 
Минздрава РФ.
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Количественное определение суммы флавонои-
дов проводили на многоцелевом спектрофотометре 
UV-1280 фирмы Shimadzu спектрофотометрическим 
методом при длине волны 290  нм, используя в ка- 
честве стандартного образца рабочий стандартный 
образец гесперидина (CAS № 520-26-3, ООО «Геофар-
ма», Россия).

Содержание гесперидина определяли гравимет- 
рическим методом. Образцы кожуры апельсина вы- 
сушивали при 70 °C до влажности 3 % и измельчали.  
Сырье помещали в экстрактор, где проводили три  
последовательные экстракции с перемешиванием.  
Каждую экстракцию проводили раствором этанола 
96% в соотношении 1 : 200 (масс./об.). Три экстракта 
объединяли, гесперидин выделяли перекристаллиза-
цией. Измеряли массу осадка.

Проводили качественный анализ ВЭЖХ-хрома-
тограмм, полученных на жидкостном хроматографе  
Prominence LC-20 (Shimadzu Corporation, Япония) с  
колонкой Supelcosil C18 (250 × 4,6, 5 мкм), оснащен- 
ном диодно-матричным детектором SPD-M20A.

Статистическую обработку результатов проводи- 
ли в соответствии с требованиями ОФС 1.1.0013.15  
Государственной фармакопеи РФ XIV издания [13]  
с использованием программного обеспечения Mini- 
tab v21 (Minitab Inc., США). Различия считали стати- 
стически значимыми при р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЯ
Важной технологической процедурой в техноло-

гии экстракции сырья, содержащего значительные  
количества эфирных масел и других веществ липо-
фильной природы, является обезжиривание. Оно мо-
жет выполняться перед стадией экстракции (обезжи- 
ривание сырья) или после экстрагирования (экстрак-
ция «жидкость – жидкость») для полученной вытяж- 
ки. В обоих случаях обезжиривание позволяет изба-
виться от неполярных балластных веществ и тем са-

мым улучшить чистоту продукта. Предварительное 
обезжиривание сырья также может приводить к бо- 
лее высокому выходу целевых веществ за счет от- 
крытия пор растительного сырья и ускорения про- 
цессов диффузии [5, 14].

Предварительные расчеты растворимости гес-
перидина на основе термодинамических моделей 
показали, что гесперидин обладает низкой раство-
римостью в бензоле, хлороформе, дихлорметане, ди- 
этиловом эфире.

В кожуре апельсина в большом количестве со- 
держится эфирное масло и пигменты, которые явля- 
ются хорошо растворимыми как в вышеперечислен-
ных органических растворителях, так и в концентри-
рованных спиртах. Поэтому применение дихлорме-
тана или диэтилового эфира для предварительного 
обезжиривания представляется целесообразным.

Произведено трехкратное обезжиривание сырья  
петролейным эфиром. В ходе дальнейших опытов  
было установлено, что достаточным условием полу- 
чения гесперидина с чистотой 90 % является одно-
кратная мацерация при соотношении «сырье : эфир» 
1 : 10, времени экстрагирования 1 час, скорости пе- 
ремешивания 200 об/мин, температуре 20 °C.

Для повышения эффективности мацерации ис-
пользовали мешалку с импеллером собственной раз- 
работки, создающую радиально-осевые течения в 
жидкости и обеспечивающую интенсивное пере-
мешивание сырья во всем объеме аппарата при 
низких скоростях вращения. Проектирование им-
пеллера провели на основе вычислительной гидро-
динамики  – современного метода моделирования, 
который позволяет предсказывать и оптимизиро-
вать производительность устройства на стадии про- 
ектирования. С помощью аддитивных технологий на 
основе модели был изготовлен импеллер из стали 
(рисунок 1). 

Рисунок 1. Модернизированный шестилопастный импеллер (направление движения частиц сырья указано стрелками)

Figure 1. Upgraded six-blade impeller (the direction of movement of raw material particles is indicated by arrows)
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Особенностью конфигурации импеллера явля-
ется наличие лопаток разной формы, что приводит к 
циркуляции сырья в нескольких направлениях одно-
временно: тангенциально по окружности аппарата и 
радиально в верхнем и нижнем направлении. Такая 
интенсификация процесса перемешивания приводит 
к более быстрому переходу липофильной фракции в 
экстрагент и его насыщению по сравнению с исполь-
зованием турбинной и стандартной шестилопастной 
мешалки.

Альтернативой щелочному методу экстракции 
является использование органических растворите-
лей  [15]. Оценка растворимости гесперидина в раз- 
личных спиртах на основе термодинамических моде-
лей показала, что гесперидин обладает удовлетвори-
тельной растворимостью в концентрированных ме-
тиловом и этиловом спиртах. Спрогнозированная 
растворимость гесперидина в спиртах уменьшается 
в ряду: пропиленгликоль, метанол, этанол, пропанол, 
бутанол, изопропанол.

Хотя метанол и этанол являются селективными 
растворителями для экстракции гесперидина, прояв-
ляемая ими относительно низкая экстрагирующая и 
растворяющая способность ограничивает их приме-
нение. Для извлечения гесперидина из сырья необ-
ходима многократная обработка сырья экстрагентом, 
например, методами перколяции, ремацерации с де-
лением экстрагента на части, экстракции в аппарате 
Сокслета [16, 17]. Применение перколяции и ремаце-
рации в данном случае не является целесообразным, 
так как требует значительного расхода спирта ввиду 
низкой растворимости гесперидина. Недостатком ис-
пользования типового аппарата Сокслета является  
то, что экстрагент после испарения попадает в хо-
лодильник-конденсатор и далее, охлажденный, на-
правляется на экстракцию. Холодный спирт не мо-
жет обеспечить необходимую скорость экстракции и  
растворения, процесс насыщения экстрагента будет 
занимать длительное время.

Нами было предложено провести модернизацию 
типового аппарата Сокслета путем обеспечения на-
гревания спирта в экстракционной камере. Обогрев 
камеры ускоряет процесс экстракции, поскольку по-
вышение температуры способствует повышению ско-
рости диффузионных и массообменных процессов 
внутри клеток и на границах фаз.

Выход гесперидина увеличивается с повыше-
нием температуры [18]. Нагрев обеспечили змее-
виковой рубашкой, выполненной из силиконового 
шланга, подача обогревающей воды обеспечива-
лась циркуляционным термостатом. Температура 
жидкости в обогреваемой камере не должна превы-
шать температуру кипения растворителя, в связи с 
чем она была установлена на уровне 50 ± 5 °C. Конт- 
роль температуры осуществляли с помощью циф-
ровых термометров, установленных в пробоотбор-
никах в верхней и нижней части рабочей камеры 
(рисунок 2).

Экстракцию гесперидина на разработанной уста-
новке исследовали, варьируя состав растворителя  
и массообъемное соотношение твердого вещества 
(сырья) к растворителю, время экстракции (коли-
чество циклов). Оценку эффективности экстракции 
осуществляли, сравнивая выход флавоноидов (в пе-
ресчете на гесперидин) к массе сырья в сравнении  
с методом мацерации и общим содержанием фла- 
воноидов в сырье.

Как известно, гидромодуль может оказывать зна-
чительное влияние на выход активных веществ в  
экстрагент [19]. Влияние гидромодуля на выход фла-
воноидов из сырья при температуре экстракции 50  °C 
представлено в таблице 1.

Таблица 1. Зависимость содержания флавоноидов в %  
в пересчете на массу сырья от гидромодуля

Table 1. The dependence of the flavonoid content in %  
in terms of the mass of raw materials on the hydromodule

Соотношение «масса сырья : объем экстра-
гента»
The ratio of the mass of raw materials to the 
volume of extractant

1 : 5 1 : 10 1 : 20

Содержание флавоноидов в % в пересчете 
на массу сырья
The content of flavonoids (%) in relation to the 
mass of raw materials

1,4 2,1 2,1

Исходя из данных, подставленных в таблице  1,  
оптимальным мосоообъемным соотношением являет- 
ся 1 : 10. Результаты динамики экстрагирования сум-
мы флавоноидов в пересчете на гесперидин метода- 

Рисунок 2. Модернизированная обогреваемая камера аппа-
рата Сокслета

Figure 2. Upgraded heated chamber of the Soxhlet apparatus
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ми мацерации (1) и по Сокслету (2) представлены на 
рисунке 3.

После проведения процесса экстрагирования в  
течение 12 часов содержание флавоноидов дости- 
гает 3,85 % и далее практически не повышается. Та- 
ким образом, по результатам исследований установ-
лено, что экстракция сырья на разработанной уста-
новке позволяет извлечь на 30 % больше веществ  
флавоноидной природы по сравнению с мацерацией  
при проведении процесса в течение 6 часов или на 
50 % при проведении экстракции в течение 12 часов.

Дополнительным преимуществом проведения 
процесса в установке Сокслета является чистота по-
лучаемого извлечения и повышенная скорость фильт- 
рации раствора после проведения процесса экстра- 
гирования.

Для выделения гесперидина из экстракта была 
проведена замена растворителя на воду с помощью 
выпаривания спирта. Полученный водный экстракт 
охлаждали до комнатной температуры и выстаива-
ли в течение 2 дней. Полученный осадок сушили в  
полочной сушилке при температуре 50 °С в течение 
трех часов.

Очистку проводили в 2 стадии. На первом эта-
пе полученный сухой осадок растворяли в растворе 
NaOH с pH 10,5–11,0. Не рекомендуется превышать 
значение pH = 11,0 ввиду наличия сведений в лите- 
ратуре о нестабильности соединения при значениях  
pH выше 11,0. На втором этапе для выделения очи-
щенного гесперидина раствор фильтровали под ва-
куумом, а затем к полученному фильтрату добавляли  
0,1  н. раствор HCl доводя его pH до 5,5–6,0. Полу- 
ченный раствор термостатировали в течение 24  ча-
сов при комнатной температуре в темном месте. Гес-
перидин выпадал в осадок, который далее направ- 
ляли на стадию фильтрации под вакуумом и промы- 
вали его десятикратным (по отношению к массе осад- 
ка) количеством дистиллированной воды не ме-

нее 3  раз. Затем промытый осадок высушивали в по- 
лочном сушильном шкафу при 50  °C в течение 3  ча- 
сов. Полученный осадок представлял собой порошок 
белого цвета с кремовым оттенком.

Выход гесперидина при использовании аппа-
рата Сокслета составил 0,305 ± 0,028 % от массы сы-
рья, при проведении мацерации выход составил 
0,230 ± 0,018 %. Установлено, что в среднем содер-
жание гесперидина в кожуре апельсина составляет  
0,32 %. Таким образом, можно говорить о том, что  
при экстракции сырья в модернизированной уста- 
новке Сокслета извлекается около 95 % геспериди- 
на, выход при экстракции методом мацерации – око- 
ло 65–70 % гесперидина.

Провели качественный анализ полученного осад-
ка методом ВЭЖХ [7, 20]. Условия аналитической  
хроматографии представлены в таблице 2: подвиж- 
ная фаза A – 0,1 % об. тетрафторуксусной кислоты 
(ТФУ) в сверхчистой H2O; подвижная фаза B – 0,1 % об. 
ТФУ в ацетонитриле класса «для ВЭЖХ», скорость  
подвижной фазы составляла 1 мл/мин. Чистоту геспе-
ридина сравнивали со стандартным рабочим образ-
цом, чистота которого по сертификату ≥95 %.

Таблица 2. Условия аналитической ВЭЖХ

Table 2. Analytical HPLC conditions

Состав  
подвижной фазы, %B

Mobile  
phase composition, %B

Время, мин
Time, min

5 0

5 5

100 45,75

100 50

5 60

5 65

Рисунок 3. Кинетика экстракции суммы флавоноидов из кожуры апельсина методом мацерации (1) и по Сокслету (2)

Figure 3. Kinetics of extraction of the sum of flavonoids from orange peel by maceration (1) and soxhlet (2) methods
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На рисунке 4 представлена хроматограмма гес-
перидина при 280 нм стандартного образца, на ри-
сунке  5  – полученной субстанции гесперидина. Чи-
стота полученного гесперидина по методу ВЭЖХ 
составила 90 %.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Разработана технология выделения очищенного  
гесперидина с содержанием целевого компонен-
та в субстанции 90 % (при однократной перекристал-
лизации). Для повышения выхода и чистоты продук-
та разработаны модификации оборудования под 
процесс: методом вычислительной гидродинами-
ки с помощью аддитивных технологий получена но-
вая конфигурация перемешивающего устройства, 
позволяющая интенсифицировать процесс экстраги-

рования; предложена модификация аппарата Соксле-
та с обогреваемой камерой для повышения раст- 
воримости гесперидина в экстрагенте. С помощью 
термодинамических методов установлены раствори-
тели, использование которых на стадиях производст- 
ва позволяет получать гесперидин с высоким вы- 
ходом.

Установлены основные параметры процессов 
обезжиривания и экстрагирования. Рекомендова-
но однократное обезжиривание, соотношение «сы-
рье : растворитель» 1 : 10, температура – 20 °C, ско-
рость перемешивания – 200  об/мин. Показано, что  
при использовании мацерации в качестве метода  
экстрагирования выход гесперидина составляет 65–
70 % от содержания в сырье. Рекомендованные па-
раметры проведения процесса: экстрагент – спирт 
этиловый 96%-й, гидромодуль 1 : 10, температура  

Рисунок 4. Хроматограмма стандартного образца гесперидина

Figure 4. Chromatogram of Hesperidin Reference Standard

Рисунок 5. Хроматограмма гесперидина, полученного по разработанной технологии

Figure 5. Chromatogram of hesperidin obtained using the developed technology
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экстракции  – 50  °C, время экстракции – 6 часов.  
При экстрагировании в установке Сокслета реко-
мендуемые параметры: экстрагент – спирт этиловый  
96%-й, гидромодуль 1 : 10, температура экстракции  – 
50  °C (обогреваемая камера), время экстракции  –  
6  часов. Выход гесперидина – 90–95 % от содержания  
в сырье.
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Резюме
Введение. Выбор оптимального способа сушки ЛРС является важным аспектом получения растительного сырья фармакопейного 
качества. На площадке фармацевтического предприятия ТОО «Fitoleum» (г. Есик, Казахстан) проведена разработка технологии 
получения растительной фармацевтической субстанции из травы полыни осенней (Artemisia serotina Bunge), в рамках которой изучены 
различные способы сушки с применением ИК-излучения, конвективной сушки и теневой сушки в естественных условиях. Параллельно 
с экспериментальным подходом реализован способ моделирования условий сушки. Разработка технологии получения растительных 
фармацевтических субстанций реализуется с применением концепции «Quality by Design», одним из принципов которой является 
моделирование экспериментов (Design of experiments, DoE). Преимущество моделирования при изучении процессов заключается в том, 
что данная методика позволяет одновременно анализировать несколько входных параметров и их влияние на показатели качества, при 
этом значительно сокращая количество экспериментов.
Цель. Выбор оптимального способа сушки травы полыни осенней для дальнейшего получения растительного лекарственного препарата 
или РФС.
Материалы и методы. В процессе эксперимента было использовано следующее оборудование: ручной комбайн для сбора растений, 
поддоны или стеллажи с сетчатым дном, инфракрасные подложки, конвективный сушильный шкаф, стеллажи с поддонами под навесом 
в естественных условиях, траворезка, вибросита. Также исследование проведено в соответствии с принципами концепции «Quality 
by Design» с применением программы Minitab Statistical Software 21, с использованием статистического инструмента – моделирование 
экспериментов (Design of experiments, DoE). 
Результаты и обсуждение. Результаты исследований различных методов сушки показали, что наиболее оптимальной является сушка  
ИК-излучением, которая позволяет сохранить содержание ЭМ (основной группы БАВ) на оптимальном уровне – около 1,7 % при 
влажности сырья не более 13 %. Данные, полученные при моделировании эксперимента в программе Minitab, были сопоставимы с 
результатами классической схемы эксперимента. Установлен оптимальный метод и технологические параметры сушки травы полыни 
осенней: применение ИК-излучения, температура – 35–45 °C и время сушки – 14–17 ч. Получены сопоставимые данные по исследуемым 
технологическим параметрам трех последовательно произведенных серий, и подтверждена валидность технологического процесса 
сушки травы полыни осенней. 
Заключение. Проведен сравнительный анализ методов сушки ЛРС травы полыни осенней (Artemisia serotina Bunge): ИК-излучения, 
конвективной и теневой сушки в естественных условиях. Установлено, что максимальное содержание ЭМ (как основной группы БАВ) в 
сырье наблюдается при использовании сушки методом ИК-излучения при температуре 35–45 °C в течение 14–17 ч. При этом остаточная 
влажность ЛРС составляет не более 13 %, что соответствует фармакопейным требованиям. Проведенные исследования прогнозирования 
оптимальных параметров сушки при помощи программы Minitab Statistical Software 21 показали сопоставимость с результатами 
эксперимента. На основании полученных результатов предложен оптимальный метод сушки травы полыни осенней для применения в 
производстве и получения ЛРС фармакопейного качества.

Ключевые слова: полынь осенняя (Artemisia serotina Bunge), растительная фармацевтическая субстанция, сушка растительного сырья, 
моделирование экспериментов, Minitab
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Abstract
Introduction. Choosing the optimal method for drying medicinal plants is an important aspect of obtaining herbal materials of pharmacopoeial 
quality. At the site of the pharmaceutical enterprise Fitoleum LLP (Esik, Kazakhstan), a technology for obtaining herbal materials from autumn 
wormwood (Artemisia serotina Bunge) was developed, within the framework of which the optimal drying method was studied using IR radiation, 
convective drying and shadow drying in natural conditions. In parallel with the experimental approach, a method for simulating drying conditions 
was implemented. The development of technology for the obtaining of herbal materials is implemented using the "Quality by Design" concept, one 
of the principles of which is the modeling of experiments (Design of experiments, DoE). The advantage of modeling when studying the processes 
is that this technique allows you to simultaneously analyze several input parameters and their impact on quality indicators, while significantly 
reducing the number of experiments.
Aim. To choose the optimal method for drying autumn wormwood herb for further production of herbal medicine or herbal materials. 
Materials and methods. During the experiment, the following equipment was used: a manual harvester for collecting plants, pallets or racks 
with a mesh bottom, infrared substrates, a convective drying oven, racks with pallets under a canopy in natural conditions, a grass cutter, vibrating 
sieves. Also, the study was carried out in accordance with the principles of the "Quality by Design" concept using the Minitab Statistical Software 21 
program, using a statistical tool – Design of experiments (DoE).
Results and discussion. The results of studies of various drying methods have shown that the most optimal is drying with IR radiation, which 
allows to maintain the content of essential oils (the main group of biologically active substances) at the optimal level – about 1,7 % with a raw 
material moisture content of no more than 13 %. The data obtained by simulating the experiment in the Minitab program were comparable to 
the results of the classical experimental design. The optimal method and technological parameters for drying autumn wormwood have been 
established – the use of IR radiation, temperature of 35–45 °C and drying time of 14–17 hours. Comparable data on the studied technological 
parameters of three sequentially produced series were obtained and the validity of the technological process for drying autumn wormwood was 
confirmed.
Conclusion. Comparative analysis of the methods of drying medicinal plants – IR radiation, convective and shadow drying in natural conditions – 
of autumn wormwood (Artemisia serotina Bunge) was carried out. It has been established that the maximum content of essential oils (as the main 
group of biologically active substances) in raw materials is observed when using drying using IR radiation at a temperature of 35–45 °C for 14–
17 hours. At the same time, the residual moisture content of the drug is no higher than 13 %, which corresponds to pharmacopoeial requirements. 
Conducted studies of predicting optimal drying parameters using the Minitab Statistical Software 21 program showed comparability with the 
experimental results. Based on the results obtained, an optimal method for drying autumn wormwood herb was proposed for use in production 
and obtaining pharmacopoeial quality medicinal products.

Keywords: autumn wormwood (Artemisia serotina Bunge), herbal materials, drying of plant materials, experiment modeling, Minitab
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ

ЛРС лекарственное растительное 
сырье

ИК инфракрасный

ПМВ потеря в массе при высуши- 
вании

РФС растительная фармацевтиче-
ская субстанция

СП спецификация качества

ФСК фармацевтическая система ка- 
чества

ЭМ эфирное масло

GACP (англ. Good 
Agricultural and Col-
lection Practice)

руководство по надлежащей  
агрокультурной практике и 
практике заготовки исходных 
материалов растительного 
происхождения

DoE (англ. Design of 
experiments) 

моделирование/планирование 
экспериментов

LOD (англ. Loss on 
drying)

потеря в массе при высуши- 
вании

ВВЕДЕНИЕ
Научно-практическое значение для фармацев-

тической индустрии представляет полынь осен-
няя (Artemisia serotina Bunge), представитель се-
мейства Asteraceae [1, 2], которая имеет широкий 
ареал распространения в южном регионе Респуб- 
лики Казахстан, в местностях с большим уровнем 
инсоляции [3]. Эфирное масло (ЭМ), полученное из 
полыни осенней, в эксперименте проявляет проти-
воопухолевую, фунгистатическую, антипротозой- 
ную активность [4–8].

В рамках реализации инициативной научно-ис-
следователькой темы по направлению «Этнофар-
мацевтическое исследование флоры Казахстана 
№  0115РК0245» в Казахском национальном меди-
цинском университете им. С. Д. Асфендиярова про-
водится изучение эндемичного растения полыни 
осенней с целью создания растительной фармацев-
тической субстанции и лекарственных препаратов  
на ее основе.

Разработка технологии получения растительных  
фармацевтических субстанций (РФС) реализуется 
с применением концепции «Quality by Design», од-
ним из принципов которой является моделирование  
экспериментов (Design of experiments, DoE). Это ста-
тистическая методика оптимизации реакций и про-
цессов, которая предусматривает одновременное 
изменение и сравнение различных параметров для 
определения оптимальных значений показателей  
качества. Преимущество моделирования при изуче-
нии процессов заключается в том, что данная мето- 
дика позволяет одновременно анализировать не-
сколько входных параметров и их влияние на пока-
затели качества, при этом значительно сокращая 
количество экспериментов. По результатам такого 
анализа можно определить оптимальные значения 
изучаемых параметров, при которых готовый про-
дукт будет иметь надлежащее качество. Исходя из 
этого целью настоящего исследования был выбор 
оптимального способа сушки травы полыни осенней 
для дальнейшего получения растительного лекарст- 
венного препарата или РФС.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Сбор дикорастущего сырья Artemisia serotina Bun- 

ge проводили в соответствии с требованиями GACP 
и разработанными стандартными операционны-
ми процедурами фармацевтического предприятия 
ТОО «Фитолеум» (ФСК-СМК-СОП-№145-СО-2022) в  
Алматинской области, на подгорной равнине запад-
ной оконечности Заилийского Алатау (N 43 20 32.0  
E 075 32 47.0) в период с середины августа до сере- 
дины сентября 20221. Проведена видовая иденти-
фикация в РГП «Институт ботаники и фитониринга»  
Республики Казахстан. Надземную часть растения  
срезали длиной 15–25 см от верхушки, применяя  

1 Об утверждении Правил надлежащей практики выра-
щивания, сбора, обработки и хранения исходного сырья рас-
тительного происхождения: Решение Совета Евразийской 
экономической комиссии от 26 января 2018 года № 15. РГП 
на ПХВ «Институт законодательства и правовой информации 
Республики Казахстан» Министерства юстиции Республики 
Казахстан. 2012. Доступно по: http://adilet.zan.kz/rus/docs/
H18EV000015. Ссылка активна на 14.03.2023.

Funding. The results of the work were obtained using equipment the Сore Shared Research Facilities «Analytical Center» of the Saint Petersburg 
State Chemical and Pharmaceutical University, with financial support from the Ministry of Science and Higher Education of the Russian Federation 
(Agreement No. 075-15-2021-685; dated 26 July 2021 on the provision of the Federal budget grants).
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ручной способ сбора, в утреннее время с 7:00 до 
10:00  ч. Сушку растительного сырья проводили 3 спо- 
собами: с применением инфракрасного (ИК) излу-
чения, конвекции и в тени в естественных условиях  
(рисунок 1).

Технология 1. Собранное растительное сырье су-
шили с использованием инфракрасного (ИК) излуче-
ния (BOYN, Hangzhou Boyn Instrument Co., LTD., Китай)  

в температурном диапазоне от 25 до 65 °С, при плот-
ности теплового потока от 3 до 4 кВт/м2, скорости  
воздуха в сушильной камере до 1,5 м/с, длине волны 
от 1,2 до 5 мкм. 

Технология 2. Собранное растительное сырье су-
шили в конвекционном сушильном шкафу (SFB 500, 
Memmert, Германия) в температурном диапазоне от 
25 до 65 °С, при скорости воздуха в сушильной ка- 
мере 1,5 м/с. 

Рисунок 1. Технологическая схема заготовки и переработки травы полыни осенней
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Технология 3. Собранное растительное сырье су-
шили в естественных условиях в тени в температур-
ном диапазоне от 25 до 50 °С. 

Траву раскладывали на поддоны (для техноло-
гии 3 допускается использование стеллажей) с сет- 
чатым дном в один слой и сушили до остаточного  
содержания влаги не более 13 %, которую контроли-
ровали гравиметрически. 

На рисунке 1 представлена схема заготовки и пе-
реработки травы полыни осенней с указанием кри- 
тических стадий производства, а также контролируе-
мыми параметрами на различных стадиях. 

Сравнение и выбор оптимальной технологии суш-
ки проводили по результатам количественного опре- 
деления содержания эфирного масла (ЭМ) в высушен-
ном различными способами ЛРС полыни осенней. Со-

держание эфирного масла контролировали способом 
гидродистилляции на аппарате Клевенджера [9]. 

В процессе заготовки и пеработки сырья было  
использовано следующее оборудование: ручной ком-
байн для сбора растений, поддоны или стеллажи с 
сетчатым дном, ИК-подложки, стелажи с поддонами 
под навесом в естественных условиях, траворезка, 
вибросита.

В эксперименте использовали квалифицирован-
ное технологическое и лабораторное оборудование, 
применяемые фармакопейные аналитические мето- 
дики прошли этап верификации.

Статистический анализ результатов осуществля- 
ли при помощи программы Minitab 21 [10, 11]. Ста- 
бильность технологического процесса оценивали с 
помощью контрольных карт.

Figure 1. Technological scheme of harvesting and processing of autumn wormwood 
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБУЖДЕНИЯ
Сравнительный анализ различных методов 

сушки. Содержание ЭМ в ЛРС полыни осенней и  
продолжительность сушки при различных методах и 
использовании температурных режимов в диапазоне  
от 25 до 65 °С с интервалом в 5 °С приведены в таб- 
лицах 1, 2. 

На рисунке 2 представлено графическое отобра-
жение метода сушки травы полыни осенней с при-
менением ИК-излучения. При увеличении темпера-
туры сушки от 25 до 45 °С наблюдается сокращение 
времени сушки на 33,3 %, а содержание ЭМ колеб- 
лется в пределах от 1,63 до 1,69 %. Однако при уве- 
личении температуры до 50 °С и более наблюдается  

резкое снижение (приблизительно на 12 %) содер- 
жания ЭМ в исследуемом ЛРС. Таким образом, опти-
мальными параметрами сушки с применением ИК-из- 
лучения являются: температурный режим 35–45 °С и 
время сушки 14–17 ч. 

Результаты исследований показали, что самый 
низкий выход ЭМ (0,69 %) относится к методу сушки  
в конвективном сушильном шкафу (рисунок  3) при 
следующих технологических параметрах: температу- 
ра  – 65  °C, время – 28 ч, в то время как высокий вы- 
ход ЭМ (1,69 %) характерен для способа сушки с при- 
менением ИК-излучения при технологических пара- 
метрах: температура – 35 °C, время – 17 ч.

Таблица 1. Содержание ЭМ в ЛРС полыни осенней при различных температурных режимах и методах сушки

Table 1. Results of the essential oil content in herbal medicinal raw materials of autumn wormwood 
under various temperature conditions and drying methods

Метод сушки 
Drying method

Содержание эфирного масла при заданных значениях температуры
Essential oil content at given temperatures

25 °С, % 30 °С, % 35 °С, % 40 °С, % 45 °С, % 50 °С, % 55 °С, % 60 °С, % 65 °С, %
ИК-сушка
IR drying

1,660,02 1,67 ± 0,01 1,69 ± 0,01 1,66 ± 0,02 1,63 ± 0,01 1,48 ± 0,02 1,29 ± 0,015 1,10 ± 0,02 0,82 ± 0,01

Конвективная 
сушка
Convective drying

1,48 ± 0,03 1,48 ± 0,102 1,41 ± 0,01 1,38 ± 0,01 1,11 ± 0,03 1,10 ± 0,02 0,94 ± 0,02 0,87 ± 0,02 0,69 ± 0,02

Таблица 2. Продолжительность сушки ЛРС полыни осенней при различных температурных режимах и методах сушки

Table 2. Results of drying duration of herbal medicinal raw materials of autumn wormwood  
under different temperature conditions and drying methods

Метод сушки 
Drying method

Время сушки при различных температурных режимах
Drying time at different temperatures

25 °С, ч 30 °С, ч 35 °С, ч 40 °С, ч 45 °С, ч 50 °С, ч 55 °С, ч 60 °С, ч 65 °С, ч
ИК-сушка
IR drying

21 ± 2 19 ± 1 17 ± 2 16 ± 1 14 ± 1 12 ± 2 10 ± 1 8 ± 1 7 ± 2

Конвективная 
сушка
Convective drying

78 ± 1 69 ± 2 63 ± 2 57 ± 2 51±1 45 ± 2 39 ± 1 32 ± 1 28 ± 2

Рисунок 2. Диаграмма влияния температурного режима на ко-
личественное содержание эфирного масла и время перера-
ботки полыни осенней при инфракрасном излучении

Figure 2. Diagram of the influence of the temperature regime on 
the quantitative content of essential oil and the processing time 
of wormwood by infrared radiation

Рисунок 3. Диаграмма влияния температурного режима на ко-
личественное содержание эфирного масла и время сушки тра-
вы полыни осенней в конвективном сушильном шкафу

Figure 3. Diagram of the influence of the temperature regime 
on the assay of essential oil and the processing time of autumn 
wormwood grass in a convective drying cabinet
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Необходимо отметить, что метод сушки в тени в 
естественных условиях позволяет сохранить опти-
мальное содержание эфирного масла в сырье (1,51 %), 
однако время процесса сушки, которое напрямую за- 
висит от погодных условий, составляет более 13 дней.

Таким образом, выбранный оптимальный режим 
сушки (применение ИК-излучения, температура – 35–
45  °C и время сушки – 14–17 ч) был включен в опыт-
но-промышленный регламент.

Моделирование экспериментов. Параллельно 
практическому эксперименту проводили исследова-
ние в соответствии с принципами концепции «Qua- 
lity by Design» с применением программы Minitab 
Statistical Software 21, используя статистический инст- 
румент DoE [12–17]. 

Эксперимент был разделен на 2 этапа: первый  – 
определение оптимальных значений для параметров 
«температура» и «время» для получения целевого  
значения влажности высушенного сырья, второй 
этап  – определение оптимальных значений этих же  
параметров для получения максимального содержа-
ния эфирного масла в высушенном сырье. Диапазо- 
ны варьирования технологических параметров, ко- 
торые впоследствии были введены в программу Mi- 
nitab для построения модельных экпериментов, со- 
ответствуют следующим значениям: температурный 
режим – 25–65 °С и время сушки – 7–21 ч.

При моделирования экспериментов оптимальные 
технологические параметры процесса сушки травы 
полыни осенней методом ИК-излучения определяли 
путем анализа их влияния на числовые значения по- 
казателей качества «Потеря в массе при высушива-
нии» и «Содержание эфирного масла». 

Построенная на первом этапе модель определи- 
ла в программе Minitab 13 необходимых экспери- 
ментов с заданными параметрами «температура» и 
«время». Все 13 экспериментов были выполнены, а 
результаты зафиксированы (таблица 3). В графу ПМВ 
(LOD) введены данные показателя «Потеря в массе  
при высушивании», полученные в результате прове-
дения экспериментов. Методика DoE, используя ста- 
тистическую обработку данных, раскрыла взаимосвязь 
технологических параметров между собой и с пока- 
зателем качества «Потеря в массе при высушивании».

После статистической обработки данных програм-
мой Minitab было получено следующее уравнение: 

LOD = 165,5 − 2,481 Temperature – 10,83*Time + 

0,00968*Temperature*Temperature + 

0,1928*Time*Time + 0,0732*Temperature*Time, 

позволяющее определить функциональную взаимос-
вязь между показателем качества «Потеря в массе  
при высушивании» (ПМВ/LOD) и входными парамет- 
рами  – температурой и временем, а также смоде-
лировать эксперимент (рисунок 4), в котором будет 
определена зона Design Space, позволяющая при раз- 
личном варьировании параметров в определенном 
диапазоне получать продукт надлежащего качества.

Таблица 3. Результаты исследования модели DoE  
по показателю качества «Потеря в массе при высушивании»  
в ЛРС полыни осенней при сушке методом ИК-излучения

Table 3. Results of the study of the DoE model in terms  
of quality loss on drying in herbal medicinal raw materials  
of autumn wormwood during processing by infrared radiation

Порядок
RunOrder

Тип точки
PtType

Температура, ºС
Temperature, ºС

Время, ч
Time, h

ПМВ, %
LOD, %

1 0 45,0000 14,0000 5,9
2 0 45,0000 14,0000 5,8
3 −1 45,0000 4,1005 53,0
4 1 65,0000 7,0000 5,1
5 −1 73,2843 14,0000 1,8
6 0 45,0000 14,0000 6,0
7 −1 45,0000 23,8995 3,1
8 1 25,0000 21,0000 6,1
9 0 45,0000 14,0000 5,8

10 −1 16,7157 14,0000 32,0
11 1 25,0000 7,0000 51,0
12 1 65,0000 21,0000 1,2
13 0 45,0000 14,0000 5,7

Моделирование экспериментов продемонстри-
ровало наглядную взаимосвязь между технологи-
ческими параметрами и показателем качества «По-
теря в массе при высушивании», где оптимальные 
параметры представлены таргетной зоной в полу-
овальной форме со светло-зеленым оттенком (см. 
рисунок 4).

С применением методики моделирования экс-
периментов были построены 3D-модели взаимосвя-
зи технологических параметров и показателя ка- 
чества «Потеря в массе при высушивании», в кото- 
рых можно рассмотреть числовые значения иссле-
дуемого показателя качества при различных усло-
виях (рисунок 5).

Рисунок 4. Взаимосвязь параметров «температура» и «время»  
с показателем качества «Потеря в массе при высушивании»

Figure 4. Relationship of temperature and time parameters with  
the quality indicator «loss on drying»

Фармацевтическая технология
Pharmaceutical Technology



87РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2023. Т. 12, № 4
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2023. V. 12, No. 4

Функция Response Optimizer программы Minitab 
позволяет не только рассмотреть влияние парамет- 
ров на значение показателя качества, но и устано- 
вить взаимосвязь между двумя параметрами (рису-
нок  6), что позволило определить оптимальные пока-
затели: температура – 45 °С и время – 14 ч. При этом  
потеря в массе при высушивании составила 5,8 %,  
что сопоставимо с результатами эксперимента.

На основании исследований на первом этапе  
были удалены технологические параметры, при ко-
торых значения показателя качества «Потеря в мас- 
се при высушивании» выходили за пределы регла-
ментируемых норм (строки 3, 10 и 11, таблица 3). 
Полученные результаты позволили смоделировать 
эксперименты (таблица 4) для второго этапа с пока-
зателем качества «Содержание эфирного масла». Ко- 
личество экспериментов сократилось с 13 до 11. Экс-
перименты  8 и 9 были исключены из дальнейшей  

работы, так как они требуют установки параметра 
температуры за пределами диапазона, определенно- 
го в первом этапе.

Таблица 4. Результаты исследования модели DoE  
по показателю качества «Содержание эфирного масла»  
в ЛРС полыни осенней при сушке методом ИК-излучения

Table 4. Results of the DoE model study on the «assay  
of essential oil» in herbal medicinal raw materials  
of autumn wormwood during processing by infrared radiation

П
ор

яд
ок

Ru
nO

rd
er

Ти
п 

то
чк

и
Pt

Ty
pe

Те
м

пе
ра

ту
ра

, º
С

Te
m

pe
ra

tu
re

, º
С

Вр
ем

я,
 ч

Ti
m

e,
 h

Со
де

рж
ан

ие
 Э

М
, %

A
ss

ay
, %

1 0 45,0000 14,0000 1,63
2 1 25,0000 21,0000 1,66
3 −1 45,0000 4,1005 0,26
4 0 45,0000 14,0000 1,62
5 1 65,0000 21,0000 0,11
6 0 45,0000 14,0000 1,61
7 0 45,0000 14,0000 1,63
8 −1 73,2843 14,0000 *
9 −1 16,7157 14,0000 *

10 1 65,0000 7,0000 0,82
11 −1 45,0000 23,8995 0,42
12 0 45,0000 14,0000 1,61
13 1 25,0000 7,0000 0,11

После статистической обработки данных програм-
мой Minitab было получено следующее уравнение: 

Assay = −4,821 + 0,1146 Temperature + 

0,5664 Time − 0,000763 Temperature*Temperature − 

0,013061 Time*Time − 0,004036 Temperature*Time, 

которое преобразовано в диаграмму Парето (рису-
нок  7). Диаграмма Парето позволяет оценить сущест- 

Рисунок 5. 3D-модели взаимосвязи технологических параметров и показателя качества «Потеря в массе при высушивании»

Figure 5. 3D models of the relationship between technological parameters and the quality indicator «loss on drying» 

Рисунок 6. Взаимосвязь технологических параметров темпе-
ратуры и времени от потери в массе при высушивании

Figure 6. The relationship between technological parameters of 
temperature and time to loss on drying

Фармацевтическая технология
Pharmaceutical Technology



88 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2023. Т. 12, № 4
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2023. V. 12, No. 4

венно значимые входные данные (как минимум 20 %), 
которые оказывают около 80 % эффекта на выход 
ные данные, включая эффект интеракции. На рисун-
ке  7 определен параметр, оказывающий наибольший 
существенный эффект на содержание эфирного мас- 
ла в сырье (выходное данное), – время (ВВ).

Данный подход позволяет наблюдать взаимосвязь 
между технологическими параметрами «температу- 
ра» и «время» и показателем качества «Содержание 
эфирного масла» в сырье, где оптимальные парамет- 
ры представлены таргетной зоной в полуовальной 
форме с темно-зеленым оттенком (рисунок 8).

Моделирование экспериментов продемонстриро- 
вало 3D-модели взаимосвязи технологических пара-
метров «температура» и «время» с показателем ка-
чества «Содержание эфирного масла» посредством 
программы Minitab, в которых можно рассмотреть 
значения содержания эфирного масла в сырье при 
различных условиях сушки (рисунок 9).

С применением функции Response Optimizer про-
граммы Minitab рассмотрена взаимосвязь между тех-
нологическими параметрами и показателем качества 
«Содержание эфирного масла», а также параметров 
между собой (рисунок 10).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведен сравнительный анализ методов сушки 

ЛРС травы полыни осенней (Artemisia serotina Bunge): 
ИК-излучения, конвективной сушки и теневой суш-

ки в естественных условиях. Установлено, что макси-
мальное содержание ЭМ (как основной группы БАВ) 
в сырье наблюдается при использовании сушки ме- 
тодом ИК-излучения при температуре 35–45  °C в те- 
чение 14–17  ч. При этом остаточная влажность ЛРС  
составляет не более 13 %, что соответствует фарма- 
копейным требованиям. 

Рисунок 7. Диаграмма Парето, Response Surface Regression: взаимосвязь технологических параметров «температура» и «время» 
с показателем качества «Количественное содержание эфирного масла»

Figure 7. Pareto diagram, Response Surface Regression: The relationship of technological parameters temperature and time with the 
quality indicator «assay of essential oil»

Рисунок 8. Взаимосвязь технологических параметров «темпе-
ратура» и «время» с показателем качества «Количественное 
содержание эфирного масла»

Figure 8. Relationship of technological parameters temperature 
and time with the quality indicator «assay of essential oil»
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Проведенные исследования прогнозирования оп-
тимальных параметров сушки при помощи програм-
мы Minitab Statistical Software 21 показали сопоста-
вимость с результатами эксперимента. На основании 
полученных результатов предложен оптимальный  
метод сушки травы полыни осенней для применения 
в производстве и получения ЛРС фармакопейного  
качества. Результаты исследования внедрены на фар-
мацевтическом предприятии ТОО «Фитолеум» для  
использования при сушке травы полыни осенней.
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Резюме
Введение. Технология влажного гранулирования представляет собой процесс направленного укрупнения частиц сыпучих материалов 
для придания удовлетворительных свойств таблеточным массам и, как следствие, достижения удовлетворительных характеристик 
целевых таблеток. Кроме того, в результате применения технологии влажного гранулирования при условии использования специальных 
вспомогательных веществ становится возможным управлять скоростью и кинетикой высвобождения активных фармацевтических 
субстанций из таблеток для достижения необходимого терапевтического эффекта. 
Цель. Изучение влияния матрицеобразующих компонентов, входящих в состав смесей для гранулирования, на скорость высвобождения 
4,4’-(пропандиамидо)дибензоата натрия из таблеток. 
Материалы и методы. Объектами исследования являлась оригинальная субстанция 4,4’-(пропандиамидо)дибензоат натрия, а также 
ряд вспомогательных веществ, к числу которых относились полимеры, применяемые для лекарственных форм с пролонгированным 
высвобождением, опудривающий компонент – стеарилфумарат натрия, а также порообразователи – ПВП и МКЦ. Ключевые параметры 
таблеток и кинетика растворения были изучены в соответствии с требованиями Государственной фармакопеи (ГФ) РФ XIV изд. и 
Фармакопеи ЕАЭС. 
Результаты и обсуждение. Для всех таблеток удалось достичь пролонгированного высвобождения, однако более 90 % вещества через 
12  часов высвобождали таблетки, содержащие этилцеллюлозу в качестве матрицеобразующего полимера. Высвобождение АФС из 
таблеток данного состава являлось наиболее равномерным и было приближено к кинетике нулевого порядка.
Заключение. Проведено изучение влияния матрицеобразующих компонентов, входящих в состав смесей для гранулирования, на 
скорость высвобождения 4,4’-(пропандиамидо)дибензоата натрия из таблеток. Наиболее равномерно и полно высвобождается АФС из 
таблеток, в которых матрицеобразующим полимером является этилцеллюлоза в количестве 27,7 %. 

Ключевые слова: влажное гранулирование, скорость высвобождения, кинетика высвобождения, таблетки с пролонгированным 
высвобождением, 4,4’-(пропандиамидо)дибензоат натрия
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Abstract
Introduction. Wet granulation technology is a process of directed particle aggregation of powder materials to obtain required properties of tablet 
masses and, as a consequence, to achieve satisfactory characteristics of tablets. In this addition, as a result of wet granulation technology, if special 
excipients are used, it becomes possible to control the rate and kinetics of release of active pharmaceutical substances from tablets to achieve the 
desired therapeutic effect. 
Aim. To study the effect of matrix-forming components included in the composition of mixtures for granulation on the rate of release of sodium 
4,4'-(propanediamido)dibenzoate from tablets. 
Materials and methods. The original substance sodium 4,4'-(propanediamido)dibenzoate, as well as a number of excipients, which included 
polymers used for prolonged-release dosage forms, lubricant – sodium stearyl fumarate, as well as pore-forming agents – PVP and MCC, were 
the objects of the study. The key parameters of tablets and dissolution kinetics were studied in accordance with the requirements of State 
Pharmacopoeia of the Russian Federation XIV edition and Pharmacopeia of the Eurasian Economic Union
Result and discussion. Prolonged release was achieved for all tablets, but more than 90 % of the substance was released after 12 hours in tablets 
containing ethylcellulose as a matrix-forming polymer. The release of APS from tablets of this formulation was the most prolonged.
Сonclusion. The effect of matrix-forming components included in the composition of mixtures for granulation on the rate of release of 
4,4'-(propanediamido)sodium dibenzoate from tablets has been studied. The most uniform and complete release of ASF from tablets in which the 
matrix-forming polymer is ethylcellulose in the amount of 27.7 %. 

Keywords: wet granulation, release rate, release kinetics, tablets with prolonged release, sodium 4,4’-(propanediamido)dibenzoate
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ВВЕДЕНИЕ 
Технология влажного гранулирования представ-

ляет собой процесс направленного укрупнения  
частиц порошкообразных материалов с примене-
нием увлажнителей, целью которого является улуч-
шение качества получаемых таблеточных смесей 
за счет повышения сыпучести, прессуемости, одно-
родности частиц по размеру. Такие качества табле-
точных смесей, в свою очередь, позволяют добить- 
ся однородности дозирования в таблетках, предот-
вратить расслоение таблеток и минимизировать 
проявление внешних дефектов, таких как сколы, 
трещины и пр. [1–3].

Помимо прочего, технологию влажного гранули-
рования применяют и при разработке таблеток с мо-
дифицированным высвобождением, например про-
лонгированным. Применение данной технологии 
позволяет включить АФС в матричный носитель, об-
разованный полимером с необходимыми свойства-
ми. Тип полимера, его природа и свойства, а также 
процентное содержание в таблетке позволяют задать 
требуемую скорость и кинетику высвобождения АФС 

для достижения оптимального терапевтического эф- 
фекта [4–6]. 

Цель работы. Изучение влияния матрицеобра-
зующих компонентов, входящих в состав смесей для  
гранулирования, на скорость высвобождения 4,4’- 
(пропандиамидо)дибензоата натрия из таблеток.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектом исследования являлась оригиналь-

ная АФС, 4,4’-(пропандиамидо)дибензоат натрия, об-
ладающая антистеатозным и гепатопротекторным 
действием. 

В качестве материалов для замедленного высво-
бождения ЛВ применяли гидрофильные и инерт-
ные полимеры: ГПМЦ торговой марки VIVAPHARM®  
(JRS PHARMA GmbH & Co. KG, Германия); карбомер 
торговой марки Carbopol® 71G NF (Lubrizol Corpora-
tion, США); ЭЦ торговой марки BonuCel® (BIOGRUND 
GmbH, Германия).

В качестве порообразующих и дополнительных 
свзяующих компонентов использовали ПВП торговой 
марки Kollidon® CL (BASF, Германия) и МКЦ Microcel® 
101 (Roquette, Франция). 
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В качестве лубриканта применяли стеарилфума-
рат натрия PRUV® (JRS PHARMA GmbH & Co. KG, Гер-
мания). На момент исследования АФС и ВВ имели  
неистекшие сроки годности. 

Полимеры в состав смеси вводили в количестве 
27,7 и 40 % от массы таблетки, что обусловлено пред-
варительными исследованиями, а также данными ли-
тературы1 [4, 5]. Составы таблеточных смесей в про-
центном содержании на одну таблетку приведены в 
таблице  1. Для исследования получали таблетки по 
следующей технологии. 

Компоненты смеси каждого состава отвешивали 
исходя из загрузки массой 100,0 г, а затем просеивали 
на сите с размером отверстий 0,5 мм. 

Все компоненты таблеточной смеси, кроме опуд- 
ривающего, помещали в ротационный смеситель типа 
«пьяная бочка» DGN-II и проводили смешение при ско-
рости вращения ротора 45 об/мин в течение 10 мин. 

Операцию гранулирования проводили в миксе-
ре-грануляторе SMG3-6-1 (Chongqing Jinggong Phar-
maceutical Machinery Co., Ltd, Китай) при скорости  
вращения импеллера 500–600 об/мин, скорость вра-
щения чоппера – 1200 об/мин. Смесь компонентов 
увлажняли водой очищенной (около 20 мл) до полу-
чения слегка влажной, не пристающей к стенкам ап- 
парата и мешалкам массы. Влажные гранулы высу- 
шивали в сушильном шкафу с принудительной кон- 
векцией OF-12G (Jeio Tech Co., Ltd., Корея) до остаточ-
ной влажности (1,5 ± 0,5) %. 

Полученный гранулят калибровали в коническом 
калибраторе ZLJ-125 с использованием сита с диа- 
метром отверстий 1,0 см. Гранулят опудривали стеа-
рилфумаратом натрия при скорости вращения рото- 
ра 45 об/мин в течение 5 мин. 

1 Фармакопея Евразийского экономического союза. До-
ступно по: https://docs.eaeunion.org/docs/ru-ru/01426917/
err_13082020_100. Ссылка активна на 20.09.2023.

Из гранулятов получали таблетки массой 0,360  г 
и диаметром 10 мм на однопуансонном таблеточ-
ном прессе ERWEKA EP-1 при усилии прессования  
(0,2–0,5) кН. Полученные таблетки контролировали по 
показателям: описание, однородность массы, проч-
ность на раздавливание – в соответствии с требова- 
ниями ГФ РФ XIV изд. и Фармакопеи ЕАЭС2 [7].

Изучение кинетики высвобождения проводили 
на приборе для теста «Растворение» DT620 (ERWEKA 
GmbH, Германия) в условиях, моделирующих дви- 
жение таблетки по ЖКТ: в первые два часа 0,01  М  
раствор соляной кислоты – для имитации прохож- 
дения через желудок, далее со 2 по 12 час – фосфат-
ный буферный раствор рН 6,8. Объем среды раст- 
ворения составлял 1000  мл при температуре (37 ± 
0,5) °С. Для проведения испытания применяли при-
бор I «Вращающаяся корзинка» со скоростью вра- 
щения 100 об/мин. Каждый из 6 сосудов наполняли 
соответствующей средой растворения. 6 таблеток  
по одной помещали в каждый аппарат «Вращающа- 
яся корзинка» и проводили испытание. По прошест- 
вии 2 часов производили полную замену среды раст- 
ворения. Отбирали пробы по 10 мл по истечении 2, 
4, 6, 8, 10 и 12 часов с восполнением среды раство- 
рения. Отобранную пробу фильтровали через мемб- 
ранный фильтр с размером пор 0,45 мкм. Брали 
аликвоту 5 мл и помещали в мерную колбу на 50  мл, 
объем раствора доводили до метки водой очищен-
ной. Количество вещества, перешедшего в среду 
растворения определяли методом УФ-спектрофото-
метрии при длине волны (268 ± 2) нм в кювете квар-
цевого стекла с толщиной поглощающего слоя 10 мм. 
В качестве раствора сравнения использовали воду 
очищенную. В качестве раствора стандартного об- 
разца (РСО) использовали раствор субстанции 4,4’- 

2 Государственная Фармакопея Российской Федера-
ции XIV издания. Т. 2. Доступно по: http://femb.ru/femb/
pharmacopea.php. Ссылка активна на 20.09.2023.

Таблица 1. Составы таблеточных смесей

Table 1. Compositions of tablet mixtures

Компонент, %
Ingredient %

Состав 1
Mixture 1

Состав 2
Mixture 2

Состав 3
Mixture 3

Состав 4
Mixture 4

Состав 5
Mixture 5

Состав 6
Mixture 6

4,4’-(пропандиамидо)дибензоат 
натрия
Sodium 4,4'-(propanediamido)di- 
benzoate

50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0

VivaPharm® 27,7 40,0

BonuCel® 27,7 40,0

Carbopol® 71 27,7 40,0

Kollidon CL 11,3 5,0 11,3 5,0 11,3 5,0

Microcel® 101 10,0 4,0 10,0 4,0 10,0 4,0

Стеарилфумарат натрия
Sodium stearyl fumarate

1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

Итого
Total

100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
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(пропандиамидо)дибензоат натрия (СПХФУ, Россия) 
с содержанием основного вещества не менее 99,7 %. 

Пригодность методики УФ-спектрофотометрии, 
обоснование выбранных условий, а также описание 
приготовления стандартного образца были приведе-
ны в результатах исследования Е. В. Флисюк и соавт [8].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Результаты проведения контроля качества табле-

ток представлены в таблице 2.
Полученные таблетки обладали удовлетворитель-

ным внешним видом, соответствовали требованиям 

прочности на раздавливание и истираемости, предъ- 
являемым ГФ РФ XIV изд. 

Результаты изучения кинетики растворения при-
ведены на рисунке 1. 

Для всех таблеток удалось достичь пролонги-
рованного высвобождения, однако более 90 % ве-
щества через 12 часов высвобождали таблетки, 
содержащие этилцеллюлозу в качестве матрицеоб- 
разующего полимера. Более медленное высвобож- 
дение из таблеток других составов может быть свя-
зано с образованием гелевого слоя на поверхности 
гидрофильных полимеров ГМПЦ и карбопола при  
их набухании, через который АФС медленнее диф-

Таблица 2. Результаты контроля качества таблеток на основе 4,4’-(пропандиамидо)дибензоата натрия

Table 2. Results of quality control of tablets based on sodium 4,4’-(propanediamido)dibenzoate

Показатель 
качества 

Quality control 
parameter 

Описание
Appearance

Однородность массы, г
Mass homogeneity, g

Прочность на 
раздавливание, Н

Crushing strength, N

Истираемость, %
Abrasion, %

Состав 1
Composition 1

Белые двояковыпуклые таблетки без 
сколов и трещин
White, round, biconvex, no chips or 
cracks 

0,360 ± 0,003 89 ± 5 0,13 ± 0,07

Состав 2
Composition 2

0,355 ± 0,006 92 ± 1 0,12 ± 0,05

Состав 3
Composition 3

0,365 ± 0,004 105 ± 3 0,24 ± 0,07

Состав 4
Composition 4

0,362 ± 0,003 105 ± 2 0,20 ±0,03

Состав 5
Composition 5

0,360 ± 0,004 110 ± 5 0,11 ± 0,04

Состав 6
Composition 6

0,358 ± 0,002 98 ± 3 0,10 ± 0,03

Рисунок 1. Профили растворения 4,4’-(пропандиамидо)дибензоата натрия из таблеток с пролонгированным высвобождением в 
среде объемом 1000 мл

Figure 1. Dissolution profiles of sodium 4,4’-(propanediamido)dibenzoate from prolonged release tablets in medium volume of 1000 ml 
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фундируют в среду растворения, в то время как ЭЦ, 
обладающая инертными свойствами по отношению 
к воде и водным растворам, не образует дополни-
тельного гелевого слоя, а ПВП и МКЦ образуют при 
растворении поры в инертном матриксе, что обес- 
печивает замедленную, но необходимую скорость 
высвобождения АФС [9, 10].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Проведено изучение влияния матрицеобразую-

щих компонентов, входящих в состав смесей для гра-
нулирования, на скорость высвобождения 4,4’-(про- 
пандиамидо)дибензоата натрия из таблеток. Наибо- 
лее равномерно и полно высвобождается АФС из  
таблеток, в которых матрицеобразующим полимером 
является этилцеллюлоза в количестве 27,7 %. 

ЛИТЕРАТУРА 
1.	 Писарев Д. И., Новиков О. О., Жилякова Е. Т., Бойко  Н. Н.,  
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Резюме
Введение. Всестороннее изучение молекулы активной фармацевтической субстанции (АФС) является одним из определяющих критериев 
фармацевтической разработки в соответствии с концепцией Quality by Design (QbD) и основными положениями ICH Q8. Пространственное 
расположение атомов в молекуле нередко оказывает значительное влияние на физико-химические и технологические свойства АФС, а 
следовательно, и на способ получения готовой лекарственной формы (ГЛФ) из нее. 
Цель. Изучение некоторых свойств веществ, геометрических изомеров молекулы, представляющей собой производное 
диэтиламиноэтанола (ДЭАЭ), а также сравнение выбранных технологий получения ГЛФ. 
Материалы и методы. Объектами исследования являлись два вещества, пространственные изомеры молекулы, производного ДЭАЭ, 
обладающего нейропротекторным, антиастеническим и антиоксидантным действием. Изучение свойств АФС и полученных таблеток 
было проведено в соответствии с требованиями Государственной фармакопеи Российской Федерации (ГФ РФ) XIV изд., Фармакопеи 
Евразийского экономического союза, а также Европейской фармакопеи 9.0 изд. В качестве вспомогательных веществ использованы 
вещества, обладающие не истекшим на момент исследования сроком годности, а также разрешенные для медицинского применения. 
Результаты и обсуждение. Геометрическая конфигурация производного ДЭАЭ оказывает влияние на свойства АФС, что влияет на 
этапы фармацевтической разработки, в особенности на разработку технологии и состава ГЛФ. При использовании цис-ДЭАЭ значительно 
упрощается технологический процесс и улучшается качество получаемого препарата, и, как следствие, может быть достигнута лучшая 
стабильность и увеличены сроки хранения ГЛФ. 
Заключение. В ходе исследования были изучены некоторые свойства АФС цис-ДЭАЭ и проведено их сравнение с аналогичными 
свойствами транс-ДЭАЭ. Проведено сравнение технологий получения таблеток на основе двух указанных конфигураций молекулы 
производного ДЭАЭ. Было установлено, что изомеры обладают различными технологическими свойствами, а также существенно 
отличаются по влагосорбционной способности. Данное свойство определяет подход к получению таблеток. Технология производства 
таблеток на основе цис-ДЭАЭ представляется более простой, а ГЛФ на ее основе – более стабильной. 

Ключевые слова: геометрическая конфигурация, изомерия, гигроскопичность, твердые дисперсные системы, влажное гранулирование, 
прямое прессование
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Abstract
Introduction. A comprehensive study of the active pharmaceutical ingredient (API) molecule is one of the defining criteria for pharmaceutical 
development according to the Quality by Design (QbD) concept and the ICH Q8 framework. The spatial arrangement of atoms in the molecule 
often has a significant impact on the physicochemical and technological properties of API, and hence on the method of producing dosage form 
based on it. 
Aim. To study some properties of substances, geometrical isomers of the molecule, which is a derivative of diethylaminoethanol (DEAE), as well as 
to compare the selected technologies for the preparation of dosage form. 
Materials and methods. The objects of the study were two substances, spatial isomers of the molecule, a derivative of DEAE, possessing 
neuroprotective, antiastenic and antioxidant effects. The study of properties of API and the obtained tablets was carried out in accordance with the 
requirements of the State Pharmacopoeia of the Russian Federation XIV edition, the Pharmacopoeia of the Eurasian Economic Union, as well as the 
European Pharmacopoeia 9.0 edition. In this research were used substances that have not expired at the time of the study, as well as authorized for 
medical use.
Результаты и обсуждение. The geometrical configuration of the DEAE derivative influences the properties of the API, which has an impact on 
the stages of pharmaceutical development, especially on the development of the technology and formulation of dosage form. The use of cis-DEAE 
significantly simplifies the technological process and improves the quality of the resulting drug, and as a consequence, better stability and longer 
shelf life of dosage form may be achieved. 
Conclusion. In the course of the study, some properties of cis-DEAE API were studied and compared with similar properties of trans-DEAE. A 
comparison of tablet preparation technologies based on the two mentioned configurations of the DEAE derivative molecule has been carried out. 
It was found that the isomers have different technological properties and also differ significantly in moisture adsorption capacity. This property 
determines the approach to tablet preparation. The technology of tablets based on cis-DEAE appears to be simpler, and dosage form based on it is 
more stable. 

Keywords: geometric configuration, isomerism, hygroscopicity, solid dispersed systems, wet granulation, direct compression
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ВВЕДЕНИЕ 

Целью фармацевтической разработки является  
разработка качественного препарата и производст- 
венного процесса для последующего выпуска про-
дукта. Фармацевтическая разработка включает в се-
бя множество этапов, к числу которых относится пре-
формуляционное исследование, например изучение 
физико-химических и технологических свойств актив-
ной фармацевтической субстанции (АФС), разработ- 
ка состава готовой лекарственной формы (ГЛФ), а  
также технологии ее получения. Очевидно, что пред-
ставленными пунктами фармацевтическая разработ- 
ка не ограничена, однако наиболее часто трудности 
возникают именно на данных этапах. Основным прин-

ципом ICH Q8 является обеспечение качества препа- 
рата через его разработку1, 2 [1–3]. 

Известно, что структура молекулы АФС оказывает  
непосредственное влияние на физико-химические, 
технологические и другие свойства вещества. Кро-

1 EMEA, 2004. Guideline on ICH Topic Q8, Note for Guidance 
on Pharmaceutical Development, EMEA/CHMP/167068/2004. 
Available at: https://www.ema.europa.eu/en/documents/
sc ient i f ic - guidel ine/note - guidance -phar maceut ica l -
development_en.pdf. Accessed: 20.09.2023. 

2 Решение Совета Евразийской экономической комиссии 
от 3 ноября 2016 года No 77 «Об утверждении Правил над-
лежащей производственной практики Евразийского эконо-
мического союза». Доступно по: http://www.fptl.ru/biblioteka/
eaeunion_lekarstva/ EAEU_pravila-GMP.pdf. Ссылка активна на 
20.09.2023.
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ме того, влияние оказывает пространственное распо-
ложение атомов и конфигурация молекулы. С другой 
стороны, фактором риска при разработке ГЛФ может 
являться также полиморфная модификация вещества. 
В этой связи зачастую фармацевтическую разработ-
ку ГЛФ с известной молекулой начинают именно со  
всестороннего изучения изомерии и полиморфной 
модификации последней. 

Целью настоящего исследования являлось 
сравнительное изучение некоторых свойств веществ, 
геометрических изомеров молекулы, представляю-
щей собой производное диэтиламиноэтанола (ДЭАЭ), 
а также сравнение выбранных технологий получе- 
ния ГЛФ. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Объектами исследования являлись два вещества, 

пространственные изомеры молекулы, производно- 
го ДЭАЭ, обладающего нейропротекторным, антиасте- 
ническим и антиоксидантным действием. АФС бы-
ли синтезированы на кафедре органической химии  
ФГБОУ ВО СПХФУ Минздрава России.

АФС бис{2-[(2e)-4-гидрокси-4-оксобут-2-еноилок-
си]-N,N-ди-этилэтанаминия} бутандиоат (далее транс-
ДЭАЭ) была изучена, а проведенные исследования 
описаны в работах О. А. Терентьевой и соавт. [4–7].

АФС бис{2-[(2z)-4-гидрокси-4-оксобут-2-еноилок-
си]-N,N-ди-этилэтанаминия} бутандиоат (далее цис-
ДЭАЭ) ранее изучена не была. Обе субстанции пред-
ставляли собой белый аморфный порошок без запаха  
и видимых включений. 

В ходе исследования были изучены наиболее  
критичные физико-химические и технологические 
свойства АФС цис-ДЭАЭ, а именно: влагопоглоща- 
ющая способность, насыпная плотность, насыпная 
плотность после уплотнения, сыпучесть. 

Определение влагопоглощающей способности 
проводили по следующей методике: в климатическую 
камеру постоянных условий Memmert HP1011 поме-
щали точную навеску АФС (около 1,0 г); устанавлива- 
ли условия испытаний – относительную влажность 
80 %, температуру (25 ± 2) °С; определяли прирост 
массы (%) через 24 часа1. 

Насыпную плотность, насыпную плотность после 
уплотнения, а также сыпучесть определяли в соответст- 
вии с требованиями ГФ РФ XIV изд., ОФС.1.4.2.0016.15 
«Степень сыпучести порошков»2. 

В качестве вспомогательных веществ в работе 
использовали лактозы моногидрат SuperTab® 24AN  
(DFE Pharma, Германия), крахмал картофельный (CAS 

1 European Pharmacopoeia. 9th edition. – Strasbourg: 
Council of Europe, 2016. Available at: https://www.coe.int/
en/web/portal/-/the-9th-edition-european-pharmacopoeia-
maintaining-high-quality-standards-in-a-dynamic-global-
environment. Accessed: 20.09.2023.

2 Государственная Фармакопея Российской Федера-
ции XIV издания. Т. 2. Доступно по: http://femb.ru/femb/
pharmacopea.php. Ссылка активна на 20.09.2023.

№  65996-62-5, LYCKEBY AMYLEX, a.s., Чехия), каль-
ция гидрофосфат DI-CAFOS® A150 (Chemische Fabrik 
Budenheim KG, Германия), магния стеарат фармако-
пейный (Leko Style, Россия). На момент проведения  
исследования вспомогательные вещества обладали 
неистекшим сроком годности. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Результаты изучения свойств АФС цис-ДЭАЭ, а так-

же аналогичные результаты для транс-ДЭАЭ пред-
ставлены в таблице 1 [7]. 

Таблица 1. Свойства АФС

Table 1. Properties of APIs

цис-ДЭАЭ
cis-DEAE

транс-ДЭАЭ
trans-DEAE

Влагопоглощающая 
способность, %
Moisture absorption capacity, %

24,18 ± 0,62 52,57 ± 1,00

Насыпная плотность, г/мл
Bulk density, g/ml

0,537 0,492

Насыпная плотность после 
уплотнения, г/мл
Tapped density, g/ml

0,721 0,632

Сыпучесть, с/100г
Flowability, sec/100g

10,8

Не обладает 
сыпучестью
Do not have 
flowability

При анализе данных установлено, что АФС транс-
ДЭАЭ обладает худшими технологическими свойст- 
вами, чем цис-ДЭАЭ. Отсутствие сыпучести и низкая 
прессуемость первой обусловливают необходимость 
применения дополнительных технологических опе-
раций для получения качественного продукта. Так, 
для производства таблеток на основе транс-ДЭАЭ 
была предложена технология прямого прессования 
с применением веществ, позволяющих нивелиро-
вать неудовлетворительные технологические свойст- 
ва. В составе таблеток применяли лактозы моногид- 
рат, предназначенный для прямого прессования,  
также в качестве наполнителя был использован каль-
ция гидрофосфат дигидрат, в качестве дезинтегран-
та  – крахмал картофельный и стеарат магния в ка- 
честве лубриканта [4].

Кроме того, транс-ДЭАЭ обладала большей вла-
гопоглощающей способностью, поэтому для анало-
гичного состава была предложена технология влаж-
ного гранулирования вспомогательных веществ с 
последующим смешиванием с АФС транс-ДЭАЭ и 
опудриванием. Такое введение АФС не позволя-
ло полностью решить проблему гигроскопичности 
и стабильности, однако существенно снижало вла-
гопоглощающую способность таблеток на основе 
транс-ДЭАЭ. 

Для решения проблемы гигроскопичности была 
предложена технология гранулята для прессования 
таблеток через получение твердых дисперсных сис- 
тем (ТДС). В приведенном исследовании получали 
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смеси транс-ДЭАЭ с ПЭГ6000 и лактозой с примене-
нием технологии экструзии горячего расплава, а так-
же при перемешивании с высоким усилием сдвига. 
Данные технологические приемы позволили сущест- 
венно снизить гигроскопичность АФС и при этом  
повысить сыпучесть за счет получения гранул, одно-
родных по размеру. Совокупность данных факторов 
позволила получить таблетки удовлетворительно-
го качества. Было отмечено, что данная технология 
может быть широко применена для гигроскопичных  
субстанций [5, 10].

Для сравнения свойств, в частности влагопогло-
щающей способности, были получены таблетки цис-
ДЭАЭ. При этом использовали компоненты, анало-
гичные тем, которые были выбраны для таблеток на 
основе транс-ДЭАЭ (таблица 2).

Таблица 2. Составы таблеток 

Table 2. Compositions of tablets

Компонент
Component

Содержание  
в 1 таблетке

Content in 1 tablet

Функциональное 
назначение 

вещества 
Functional purpose 

of the substance
мг
mg

%

АФС
API

60,0 13,3
Действующее 
вещество
Active ingredient 

Кальция гидрофосфат 
Calcium hydrophosphate

250,0 55,5
Наполнитель
Excipient

Лактозы моногидрат
Lactose monohydrate

50,5 11,2
Наполнитель
Excipient

Крахмал картофельный 
Potato starch

85,0 18,9

Дезинтегрант, связу-
ющее, наполнитель
Desintegrant, binder, 
excipient

Магния стеарат
Magnesium stearate

4,5 1,0
Лубрикант
Lubricant 

Итого
Total

450,0 100,0

Смешение компонентов, кроме лубриканта, про-
водили в смесителе типа «пьяная бочка». После по- 
лучения однородной визуально смеси добавляли лу-
брикант и проводили опудривание в том же смеси-
теле. Из полученной таблеточной смеси прессовали 
таблетки массой 0,450 г и диаметром 10 мм на одно-
пуансонном таблеточном прессе при усилии прес-
сования 0,1–0,4  кН. Масса загружалась в матрицу без 
«провисаний», заполняла ее равномерно, что свиде-
тельствует о хорошей сыпучести таблеточной смеси. 

Полученные таблетки контролировали по пока-
зателям: истираемость, прочность на раздавлива-
ние, распадаемость – в соответствии с требованиями 
ГФ РФ XIV изд.1 

1 Государственная Фармакопея Российской Федера-
ции XIV издания. Т. 2. Доступно по: http://femb.ru/femb/
pharmacopea.php. Ссылка активна на 20.09.2023.

Также определяли влагопоглощающую способ-
ность по приросту массы таблеток (%) через 24  часа 
при относительной влажность 80 и 50 % и темпера-
туре (25 ± 2)  °C в климатической камере постоянных  
условий Memmert HP1011. 

Результаты изучения и их сравнение с аналогич-
ными таблетками на основе транс-ДЭАЭ представле- 
ны в таблице 3 [4]. 

Таблица 3. Свойства таблеток 

Table 3. Properties of tablets

Параметр 
Parameter

таблетки 
цис-ДЭАЭ

tablets  
of cis-DEAE

таблетки 
транс-ДЭАЭ

tablets  
of trans-DEAE

Истираемость, %
Abrasion, %

0,06 0,1

Прочность на раздавливание, кН
Crushing strength, N

163,2 ± 1,8 156,9 ± 7,9

Распадаемость, мин
Disintegration, min

2,4 ± 0,2 6,0 ± 0,3

Прирост массы 
через 24 ч, %
Weight gain after 
24 h, %

80 % влажность 
80 % humidity

5,18 9,23

50 % влажность 
50 % humidity

0,89 1,73

Анализ полученных результатов показал, что ис-
пользование в качестве АФС цис-ДЭАЭ при анало- 
гичном качественном и количественном составе 
вспомогательных веществ позволяет улучшить ка- 
чество получаемых таблеток, а также, что закономер-
но, снизить их гигроскопичность. Последний фак-
тор также может оказывать значительное влияние 
на стабильность препарата. В случае использования  
транс-ДЭАЭ установленный по результатам исследо- 
вания стабильности срок годности составил 2  года. 
При замене АФС срок годности может быть продлен 
до 3 лет [8–10].

Таким образом, геометрическая конфигурация 
производного ДЭАЭ оказывает влияние на свойства 
АФС, что, в свою очередь, оказывает влияние на эта-
пы фармацевтической разработки, в особенности 
на разработку технологии получения и состава ГЛФ.  
При использовании цис-ДЭАЭ значительно упроща-
ется технологический процесс и улучшается качество 
получаемого препарата, и, как следствие, может быть 
достигнута лучшая стабильность и увеличены сроки 
хранения ГЛФ. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
В ходе исследования были изучены некоторые 

свойства АФС цис-ДЭАЭ и проведено их сравнение с 
аналогичными свойствами транс-ДЭАЭ. Проведено 
сравнение технологий получения таблеток на основе  
двух указанных конфигураций молекулы производ-
ного ДЭАЭ. Было установлено, что изомеры обладают 
различными технологическими свойствами, а также 
существенно отличаются по влагосорбционной спо-
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собности. Данное свойство определяет подход к по- 
лучению таблеток. Технология производства таблеток 
на основе цис-ДЭАЭ представляется более простой,  
а ГЛФ на ее основе – более стабильной. 
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Резюме
Введение. В настоящее время среди населения распространена проблема заболеваний печени, в особенности неалкогольной жировой 
болезни печени, а также лекарственных поражений печени. В связи с этим существует необходимость поиска новых решений в разработке 
препаратов гепатотропной терапии. В клинической практике нередко используются одновременно несколько гепатопротективных 
средств в виде отдельных препаратов или комбинаций. Комбинированное применение субстанций в одной готовой лекарственной форме 
(ГЛФ) может обеспечивать как усиление того или иного фармакологического эффекта, так и расширение спектра гепатотропного действия. 
В состав комбинированных гепатопротекторов часто вводят компоненты растительного происхождения. Плоды расторопши пятнистой 
содержат не менее 2,4 % суммы флаволигнанов в пересчете на силибин, что обуславливает гепатопротекторный эффект лекарственных 
препаратов на их основе и объясняет перспективность использования данного растительного сырья в терапии заболеваний печени. 
Цель. Разработка технологии получения сухого экстракта расторопши пятнистой плодов, обогащенного силибином. 
Материалы и методы. Объектами исследования служили расторопши пятнистой плоды (Silybum marianum (L.) Gaertn.) от двух 
производителей, заготовленные в июне 2022 года. Показатели качества готового продукта, сухого экстракта расторопши пятнистой 
плодов, определяли по методикам, описанным в Государственной фармакопее (ГФ) РФ XIV изд. Статистическую обработку результатов 
исследований проводили в соответствии с ГФ РФ XIV, том I, с. 289, ОФС.1.1.0013.15 «Статистическая обработка результатов химического 
эксперимента».
Результаты и обсуждение. Предложен эффективный метод экстрагирования лекарственного растительного сырья (ЛРС), позволяющий 
получить наибольший выход биологически активных веществ (БАВ). Предложен способ очистки спиртоводного извлечения после 
экстракции. Разработана технология получения сухого экстракта расторопши пятнистой плодов. Проведена стандартизация полученного 
сухого экстракта.
Заключение. В ходе исследования разработана технология получения сухого экстракта расторопши пятнистой плодов. Определены 
показатели качества фитосубстанции, сухого экстракта расторопши пятнистой плодов, обогащенного силибином.

Ключевые слова: расторопша пятнистая, экстрагирование, сухой экстракт, флаволигнаны, гепатотропная терапия
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Abstract
Introduction. Currently, the problem of liver diseases is widespread among the population, especially non-alcoholic fatty liver disease, as well as 
medicinal liver lesions. In this regard, there is a need to find new solutions in the development of hepatotropic therapy drugs. In clinical practice, 
several hepatoprotective agents are often used simultaneously in the form of separate drugs or combinations. The combined use of substances 
in one finished dosage form (FDF) can provide both an enhancement of a particular pharmacological effect and an expansion of the spectrum of 
hepatotropic action. Components of plant origin are often introduced into the composition of combined hepatoprotectors. Silybum marianum L. 
fruits contain at least 2.4 % of the amount of flavolignans in terms of silybin, which causes the hepatoprotective effect of medicines based on them 
and explains the prospects of using this vegetable raw material in the treatment of liver diseases.
Aim. Development of technology for obtaining a dry extract of Silybum marianum L. fruit, enriched with silybin.
Materials and methods. The objects of the study were Silybum marianum (L.) Gaertn. fruits from producer 2, harvested in June 2022. The quality 
indicators of the finished product, a dry extract of Silybum marianum (L.) fruit, were determined by the methods described in the SP XIV ed. 
Statistical processing of the research results was carried out in accordance with SP XIV ed., Volume I, p. 289, GM.1.1.0013.15 "Statistical processing of 
the results of a chemical experiment".
Results and discussion. The optimal method of extraction of medicinal plant raw materials is proposed, which allows to obtain the highest yield 
of biologically active substances. A method of purification of ethanol-water extraction after extraction is proposed. The technology of dry extract 
of Silybum marianum (L.) fruit has been developed. Standardization of the obtained dry extract was carried out.
Conclusion. In the course of the study, the technology of dry extract of Silybum marianum (L.) fruit was developed. The quality indicators of 
phytosubstantiation, dry extract of Silybum marianum (L.) fruits enriched with silybin were determined. 

Keywords: Silybum marianum (L.), extraction, flavolignan dry extract, hepatotropic therapy
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ВВЕДЕНИЕ
Печень является ключевым органом в метабо-

лизме и выведении многих веществ, таких как липи-
ды, ксенобиотики, загрязнители окружающей среды 
и химиотерапевтические средства. Заболевания, свя-
занные с печенью, обычно характеризуются стеато-
зом, гепатитом, фиброзом и циррозом печени  [1]. От 
10 до 40 % людей не только в Российской Федерации,  
но и по всему миру страдают от заболеваний печени, 
а именно неалкогольной жировой болезни печени 
(НАЖБП), 3–5 % страдают от неалкогольного стеато- 
гепатита (НАСГ).

Большинство заболеваний связано с факторами 
образа жизни. Прогрессирование заболеваний пече- 
ни приводит к таким осложнениям, как цирроз пече- 
ни и рак, которые крайне негативно сказываются на 
качестве жизни и приводят к смерти.

В связи с этим актуальна проблема профилактики 
и лечения заболеваний печени, для чего используют- 
ся гепатопротекторы [2, 3]. 

В клинической практике нередко используются од-
новременно несколько гепатопротективных средств в 
виде отдельных препаратов или комбинаций. 

 Комбинированное применение субстанций в од-
ной ГЛФ может обеспечивать как усиление того или 
иного фармакологического эффекта, так и расшире-
ние спектра гепатотропного действия [4]. 

В состав комбинированных гепатопротекторов  
часто вводят компоненты растительного происхож- 
дения [5].

Установлено, что гепатопротекторной активностью  
обладают суммарные извлечения из расторопши  
пятнистой Silybum marianum (L.) Gaertn. Экстракт рас- 
торопши в основном содержит флавонолигнаны, фла- 
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воноиды (таксифолин, кверцетин) и полифеноль-
ные молекулы, он обладает различными фармако-
логическими свойствами, в том числе гепатопротек-
торным, и используется для лечения заболеваний 
печени, включая алкогольную болезнь печени, неал-
когольную жировую болезнь печени и лекарственную 
токсичность [6–8].

В плодах расторопши пятнистой содержится си-
лимарин, который оказывает такие эффекты, как  
ускорение восстановления поврежденных клеток пе-
чени, снижение окисления жиров, нормализация ли-
пидного обмена, улучшение биохимических показа-
телей, регуляция транспортировки биологических 
жидкостей на клеточном уровне, нейтрализация и  
выведение гепатотоксичных веществ [9–11]. Силибин, 
входящий в группу флаволигнанов, обладает также  
антиоксидантным, противовоспалительным и проти-
вовирусным действием [12].

Для разработки оригинального комбинирован-
ного гепатопротекторного средства, содержащего в 
составе экстракт расторопши пятнистой, проведена 
разработка технологии производства данной фито-
субстанции, обогащенной силибином.

Согласно патенту RU2102999C1 «Способ получе-
ния экстракта расторопши пятнистой», экстракцию  
ведут 80%-м этиловым спиртом методом реперколя-
ции сначала при комнатной температуре, затем при 
60–85 °C [13]. 

Стоит отметить, что патент на это изобретение  
был опубликован в 1998 году, и, судя по анализу лите-
ратуры, за последние 25 лет в России не проводилось 
разработок по повышению эффективности технологии 
получения сухого экстракта расторопши пятнистой 
плодов.

В связи с вышеизложенным целью данного ис-
следования являлась разработка технологии экст- 
рагирования расторопши пятнистой плодов и полу-
чения сухого экстракта расторопши, обогащенного 
силибином.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследования были проведены в период с сен- 

тября 2022 года по июнь 2023 года. Объектами ис-
следования служили расторопши пятнистой плоды 
(Silybum marianum (L.) Gaertn.) от фирм-производите-
лей № 1 и № 2, заготовленные в июне 2022 года. 

Входной контроль качества растительного сырья  
проводили по следующим показателям: влажности 
(анализатор влажности «Эвлас-2М», Россия), общей 
золе, золе, нерастворимой в 10%-й соляной кислоте 
(печь муфельная лабораторная LOIP LF-7/13-G1, Рос-
сия), описанию, подлинности, содержанию экстрак-
тивных веществ, сумме флаволигнанов в пересче-
те на силибин, жирному маслу. Анализ был проведен  
согласно требованиям ГФ РФ XIV [14].

Для получения сухого экстракта навеску лекарст- 
венного растительного сырья измельчают на элект- 
ротраво- и корнерезке (ТУ 37-53 тип 622-1-М, Россия) 

до размера частиц 1,0 мм, загружают в экстрактор,  
заливают экстрагентом – спиртом этиловым 80%-м 
в соотношении «сырье : экстрагент» (1 : 30). Затем на- 
стаивают в течение 30 минут, после чего доводят 
смесь до кипения и при умеренном кипении ведут  
экстракцию в течение 30 минут. По окончании про- 
цесса спиртоводная вытяжка отстаивается в тече-
ние 2  суток при температуре не выше 8  °С до осаж-
дения балластных веществ с последующей фильтра-
цией (фильтр обеззоленный «Белая лента» d 110 мм, 
ООО  «Мелиор», Россия). Профильтрованная вытяжка 
поступает в делительную воронку (ВД-1-2000 цилинд- 
рическая, Россия) для проведения очистки от бал- 
ластных веществ методом жидкостной экстракции. В 
качестве тяжелой фазы выступает спиртоводная вы-
тяжка БАВ, в качестве легкой фазы – гексан (гексан 
чистый для анализа (С6Н14), 110-54-3). Очищенное от 
балластных веществ спиртоводное извлечение под-
вергают концентрированию с последующим высуши-
ванием в сушильном шкафу (ОАО «Смоленское СКТБ 
СПУ», Россия). Полученный сухой экстракт с содержа-
нием остаточной влаги не более 5 % анализировали 
по следующим показателям: описанию, потере в мас- 
се при высушивании (анализатор влажности «Эвлас-
2М», Россия), насыпной плотности, сыпучести (ВП-12А, 
ТУ 64-7-260), подлинности, количественному содер- 
жанию суммы флаволигнанов (электроспектрофото-
метр UV mini-1240, Shimadzu, Япония), гигроскопич- 
ности. Анализ был проведен согласно методикам,  
приведенным в ГФ РФ XIV [14].

Определение остаточных органических раствори-
телей (ООР) проводили методом газовой хроматогра-
фии в соответствии с ГФ РФ XIV, том I, ОФС.1.1.0008.15 
«Остаточные органические растворители» на газо- 
вом хроматографе Clarus 680 (PerkinElmer Inc., США) 
с пламенно-ионизационным детектором. Для при-
готовления испытуемого образца около 0,5 г сухого 
экстракта (точная навеска) поместили во флакон для 
парофазного анализа, добавили 5,0 мл диметилсуль-
фоксида (99,8 %, х. ч., ООО «Компонент-Реактив», Рос-
сия) и герметично укупорили.

Приготовление стандартного раствора проводи- 
ли следующим образом: 10 мкл стандартного об-
разца гексана (гексан чистый для анализа (С6Н14), 
110-54-3) поместили в мерную колбу 50 мл и довели  
объем раствора диметилсульфоксидом (99,8 %, х. ч.,  
ООО  «Компонент-Реактив», Россия) до метки. Полу-
ченный стандартный раствор разбавили в 20  раз. 
Аликвоту 5  мл этого стандартного раствора помести-
ли во флакон для парофазного анализа и герметично 
укупорили.

Определение проводилось с использованием 
капиллярной колонки Elite-WAX ETR 60 м, 0,32 мм,  
1  мкм, в условиях программирования температуры: 
120  °С в течение 4 минут с увеличением температу-
ры до 180  °С со скоростью 10 °С/мин, затем 5  минут 
при конечной температуре, температура инжектора – 
120  °С, температура детектора (ионизационно-пла-
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менный) – 220  °С, скорость потока газа-носителя 
(азот) – 2 мл/мин. 

Для количественной оценки содержания гексана 
использовали метод внешнего стандарта. 

Статистическую обработку результатов исследо-
ваний проводили в соответствии с ГФ РФ XIV, том  I, 
с. 289, ОФС.1.1.0013.15 «Статистическая обработка ре-
зультатов химического эксперимента» [14].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Для проведения исследований были закуплены 

расторопши пятнистой плоды от двух фирм-произ-
водителей. В рамках входного контроля был прове-
ден сравнительный анализ по показателям качества 
с целью выбора сырья расторопши пятнистой пло-
дов с бόльшим содержанием БАВ. Анализ проводил-
ся с использованием методик, описанных в ГФ РФ 
XI издания [14].

Полученные результаты определения показате- 
лей качества расторопши пятнистой плодов представ-
лены в таблице 1. 

Таким образом, анализ качества расторопши пят-
нистой плодов различных производителей показал  

соответствие качества сырья требованиям Государст- 
венной фармакопеи Российской Федерации XIV  из- 
дания [14]. Однако сырье, полученное от производи- 
теля 2, содержало бόльшее количество суммы флаво-
лигнанов и было использовано в дальнейшем иссле-
довании по разработке технологии получения экст- 
ракта расторопши пятнистой плодов.

Основным биологически активным веществом, 
содержащимся в расторопши пятнистой плодах, яв-
ляется силимарин – природная композиция БАВ, со-
стоящая главным образом из флаволигнанов и фла- 
воноидов. Одним из главных компонентов силима-
рина выступает силибин, по которому проводят стан-
дартизацию плодов и получаемого сухого экстракта.  
Поэтому целью разработки технологии получения  
фитосубстанции является выбор метода и условий 
экстракции и способа очистки, при которых выход 
сухого экстракта, обогащенного силибином, будет 
максимальным.

Для выбора условий экстрагирования были про- 
ведены следующие исследования: выбор экстрагента, 
выбор метода экстракции, время экстракции, соотно-
шение «сырье : экстрагент».

Таблица 1. Результаты сравнительного изучения показателей качества расторопши пятнистой плодов

Table 1. The results of a comparative study of the quality indicators of Silybum marianum L. fruit

Наименование показателя
The name of the indicator

Экспериментальные данные
Results Требования ГФ РФ XIV издания 

(ФС.2.5.0035.15)
Requirement SP XIV ed. (GM 2.5.0035.15)Производитель «1»

Manufacturer «1»
Производитель «2» 

Manufacturer «2»

Описание
Description

Цельное сырье. Плоды – семянки яйцевидной формы, слегка сдавленные с боков, длиной 
от 5 до 8 мм, шириной от 2 до 4 мм. Цвет от черного до светло-коричневого. Запах слабый
Whole raw materials. The fruits are ovoid achenes, slightly compressed from the sides, 5 to 
8 mm long, 2 to 4 mm wide. The color ranges from black to light brown. The smell is weak

Определение основных БАВ
Determination of the main BAS

На хроматограммах испытуемых растворов 
обнаруживаются зоны адсорбции фиолето-
вого цвета на уровне зон адсорбции РСО си-
либина
On the chromatograms of the tested solutions, 
purple adsorption zones are detected at the 
level of the adsorption zones of RS silybin

На хроматограмме испытуемого раствора 
должна обнаруживаться зона адсорбции 
фиолетового цвета на уровне зоны адсорб-
ции РСО силибина, допускается обнаруже-
ние других зон адсорбции
On the chromatogram of the test solution, a 
purple adsorption zone should be detected at 
the level of the adsorption zone of RS silybin, 
the detection of other adsorption zones is 
allowed

Влажность, %
Humidity, %

1,01 ± 0,04 4,54 ± 0,18
Не более 12
No more 12

Зола общая, %
Ash total, %

5,50 ± 0,28 5,46 ± 0,27
Не более 6
No more 6

Зола, нерастворимая в хлористоводородной 
кислоте, %
Ash insoluble in hydrochloric acid, %

3,65 ± 0,17 3,47 ± 0,16
Не более 4
No more 4

Количественное 
определение, % 
Quantitative 
content, %

Сумма флаволигнанов в пе-
ресчете на силибин
Quantitative content of flavo 
lignans in terms of silybin

2,42 ± 0,01 5,47 ± 0,28
Не менее 2,4

No less 2,4

Экстрактивные вещества, из- 
влекаемые спиртом 80%-м
Extractive substances, ethanol 
80 %

6,06 ± 0,36 10,79 ± 0,64
Не менее 4

No less 4

Жирное масло
Fatty oil

32,76 ± 1,64 29,17 ± 1,46
Не менее 15

No less 15
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Также с целью получения очищенного сухого  
экстракта был рассмотрен способ очистки извлечения 
перед сушкой.

Согласно литературным данным, силимарин из-
влекается спиртом этиловым высокой концентра-
ции  [15]. В связи с этим была изучена степень извле-
чения суммы флаволигнанов в пересчете на силибин 
такими экстрагентами, как спирт этиловый 96%-й, 
спирт этиловый 80%-й и спирт этиловый 70%-й. Ре-
зультаты представлены в таблице 2.

Таблица 2. Результаты количественного определения суммы  
флаволигнанов в пересчете на силибин  
в спиртоводных извлечениях после экстракции  
спиртом этиловым различной концентрации

Table 2. Results of quantitative determination of the amount  
of flavolignans in terms of silybin in alcohol-water extracts  
after extraction with ethanol of various concentrations

Концентрация спирта этило-
вого, %
Concentration of еthanol, %

96 80 70

Содержание суммы флаво-
лигнанов в пересчете на си-
либин, %
Quantitative content of flavo- 
lignans in terms of silybin, %

5,47 ± 0,28 6,64 ± 0,35 3,83 ± 0,19

Из представленных результатов видно, что наи-
более полное извлечение биологически активных ве-
ществ достигается спиртом этиловым 80%-м.

Для сравнительного исследования были выбраны  
следующие методы экстрагирования с учетом осо- 
бенностей состава ЛРС:
•• мацерация с обратным холодильником на кипя-

щей водяной бане;
•• мацерация с обратным холодильником на кипя-

щей водяной бане с применением двухфазной  
системы экстрагентов (ДСЭ);

•• ультразвуковая экстракция;
•• ультразвуковая экстракция с применением ДСЭ.

Так как лекарственное растительное сырье со- 
держит около 30 % жирного масла, помимо классиче-
ских методов экстракции с одним экстрагентом бы-
ли исследованы способы экстракции с применени-
ем двухфазной системы экстрагентов, где в качестве  
неполярного вещества был выбран гексан. Описание 
методов представлено ниже.
1.	 Ультразвуковая экстракция с применением ДСЭ 

(спирт этиловый 80%-й – гексан). Сырье измель-
чали до величины частиц, проходящих сквозь 
сито с отверстиями размером 1 мм. Около 3,0  г 
(точная навеска) измельченного сырья помеща-
ли в колбу со шлифом и прибавляли 30 мл спир-
та 80%-го. Настаивали в течение 30 минут, после  
чего добавляли 30 мл гексана. Колбу с содержи-
мым устанавливали в ультразвуковую ванну (ван-
на ультразвуковая ПСБ-1335-05, 35  кГц), нагре-
тую до температуры 90–100  °С, и вели экстракцию  
в течение 10 минут. Затем извлечение охлаждали 
до комнатной температуры и фильтровали через 
бумажный фильтр (фильтр обеззоленный «Белая 

лента» d  110 мм, ООО «Мелиор», Россия). Во вре-
мя экстракции наблюдалось эмульгирование при 
смешении экстрагентов, что в дальнейшем услож-
нило процесс фильтрации и разделения фаз. 
Содержание суммы флаволигнанов в пересчете  

на силибин составило (4,26 ± 0,23) %.
2.	 Ультразвуковая экстракция. Сырье измельча-

ли до величины частиц, проходящих сквозь сито 
с отверстиями размером 1 мм. Около 3,0 г (точ-
ная навеска) измельченного сырья помещали в  
колбу со шлифом и прибавляли 30 мл спирта  
80%-го. Настаивали в течение 30 минут. Колбу с 
содержимым устанавливали в ультразвуковую  
ванну, нагретую до температуры 90–100  °С, и  
вели экстракцию в течение 15 минут. Затем со-
держимое колбы охлаждали до комнатной тем-
пературы и фильтровали через бумажный фильтр 
(фильтр обеззоленный «Белая лента» d 110  мм, 
ООО «Мелиор», Россия). 
Содержание суммы флаволигнанов в пересчете  

на силибин составило (3,92 ± 0,21) %. На основании 
анализа результатов можно сделать вывод о том, что 
применение ультразвука без кипения экстрагента не 
увеличивает эффективность экстракции.
3.	 Мацерация с обратным холодильником на кипя-

щей водяной бане с применением ДСЭ (спирт  
этиловый 80%-й – гексан, 1 : 1). Сырье измельча- 
ли до величины частиц, проходящих сквозь сито  
с отверстиями размером 1 мм. Около 3,0 г (точ-
ная навеска) измельченного сырья помещали  
в колбу со шлифом и прибавляли 30 мл спирта  
80%-го. Настаивали в течение 30 минут, после  
чего добавляли 30  мл гексана. Колбу с содержи-
мым присоединяли к обратному холодильнику 
и нагревали на кипящей водяной бане в течение 
30 минут. Затем содержимое колбы охлаждали до 
комнатной температуры и фильтровали через бу-
мажный фильтр (фильтр обеззоленный «Белая 
лента» d 110 мм, ООО «Мелиор», Россия). Эмуль- 
гирования экстрагентов не наблюдалось.
Содержание суммы флаволигнанов в пересче-

те на силибин в спиртоводной фазе составило (4,78 ± 
0,26) %.
4.	 Мацерация с обратным холодильником на кипя-

щей водяной бане. Точную навеску сырья из-
мельчали до величины частиц, проходящих 
сквозь сито с отверстиями размером 1 мм. Около  
3,0  г (точная навеска) измельченного сырья по-
мещали в колбу со шлифом и прибавляли 150 мл 
спирта 80%-го. Настаивали в течение 30  минут. 
Колбу с содержимым присоединяли к обрат- 
ному холодильнику и нагревали на водяной ба-
не в течение 30  мин. Затем содержимое колбы  
охлаждали до комнатной температуры и филь-
тровали через бумажный фильтр (фильтр обез- 
золенный «Белая лента» d 110 мм, ООО «Мелиор», 
Россия).
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Содержание суммы флаволигнанов в пересчете  
на силибин составило (4,97 ± 0,27) %.

На основании анализа вышеизложенных резуль-
татов установлено, что бόльший выход по БАВ дос- 
тигается при мацерации с обратным холодильником 
на кипящей водяной бане с применением ДСЭ (спирт 
этиловый 80%-й – гексан, 1 : 1) и мацерации с обрат-
ным холодильником на кипящей водяной бане.

Расторопши пятнистой плоды содержат также 
около 20 % водорастворимых белков, которые мо-
гут перейти в спиртоводное извлечение при экстра-
гировании спиртом этиловым 80%-м. Для очистки от  
водорастворимых балластных веществ полученное 
извлечение необходимо отстаивать при пониженной 
температуре (не более 8 °С) около 2 суток и после их 
осаждения профильтровать через бумажный фильтр.

Плоды расторопши содержат жирное масло в  
значительных количествах, поэтому для очистки по-
лучаемых извлечений стало необходимым добавить 
стадию очистки гексаном методом жидкостной экст- 
ракции в соотношении 1 : 1 (спиртоводное извлече- 
ние : гексан). Очищенное извлечение подвергали вы- 
сушиванию. 

Полученные сухие экстракты взвешивали и опре-
деляли содержание суммы флаволигнанов в пе-
ресчете на силибин. Результаты представлены в таб- 
лице 3.

Таким образом, из всех исследованных методов 
экстракции расторопши пятнистой плодов самым  
эффективным с точки зрения выхода по сухому экст- 
ракту и его качеству является мацерация с обратным 
холодильником на кипящей водяной бане с после- 
дующей очисткой сначала отстаиванием при пони-
женной температуре, а далее гексаном методом жид- 
костной экстракции.

На основании анализа литературных данных для  
сравнения были выбраны следующие соотношения  
«сырье : экстрагент»: 1 : 10, 1 : 20, 1 : 30, 1 : 40 и 1 : 50.  
Экстракцию и количественное определение суммы 
флаволигнанов в пересчете на силибин в спиртовод- 

ных извлечениях проводили согласно методу, опи- 
санному ранее. Результаты представлены в виде диа-
граммы на рисунке 1.

Основываясь на результатах, можно сделать вы-
вод о том, что при модуле экстракции 1 : 30, 1 : 40 и  
1 : 50 увеличение выхода БАВ статистически незначи-
мо, поэтому для дальнейших исследований выбран 
модуль экстракции 1 : 30.

Также была исследована зависимость степени из-
влечения БАВ от времени экстрагирования. Резуль- 
таты представлены на рисунке 2.

На основании анализа содержания БАВ в извле- 
чении в зависимости от времени экстракции можно 

Таблица 3. Результаты определения массы сухого экстракта и количественного определения суммы флаволигнанов  
в пересчете на силибин

Table 3. Results of determination of dry extract weight and quantitative determination of the amount of flavolignans  
in terms of silybin

Метод экстракции
Extraction method

Мацерация с обратным холодильником  
на кипящей водяной бане с применением ДСЭ  

(спирт этиловый 80%-й – гексан)
Maceration with a reverse refrigerator  

in a boiling water bath using two-phase solvent 
system (ethanol 80 % – hexane)

Мацерация с обратным холодильником  
на кипящей водяной бане  

с последующей очисткой гексаном 
методом жидкостной экстракции

Maceration with a reverse refrigerator  
in a boiling water bath followed by hexane 

purification by liquid extraction

Масса полученного сухого экстракта, г
The mass of the resulting dry extract, g

0,17 ± 0,01 0,21 ± 0,01

Содержание суммы флаволигнанов в пе-
ресчете на силибин, %
The content of the sum of flavolignans in 
terms of silybin, %

67,17 ± 3,63 71,24 ± 3,85

Рисунок 1. Содержание БАВ в извлечении в зависимости от 
модуля экстракции 

Figure 1. BAS content in extraction depending on the extraction 
module
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сделать вывод, что в течение 30 минут содержание 
суммы флаволигнанов в извлечении в пересчете на 
силибин и абсолютно сухое сырье достигает 5,95 %,  
а затем уменьшается.

По вышеизложенной методике был получен су- 
хой экстракт плодов расторопши пятнистой и опре- 
делены показатели качества согласно ГФ РФ XIV [14]. 
Результаты испытаний приведены в таблицах 4 и 5.

При оценке содержания остаточных органиче-
ских растворителей изучали содержание гексана, как 
растворителя 2 класса токсичности, используемого в 
технологии получения сухого экстракта. Содержание 
гексана в независимых трех пробах сухого экстракта 
составило (1,3 ± 0,1) ppm.

Хроматограммы стандартного и испытуемого раст- 
воров представлены на рисунках 3, 4. Содержание 
гексана не превышает предельно заявленного (не бо-
лее 290 ppm), что говорит о соблюдении технологии 
очистки сухого экстракта.

Результаты исследования гигроскопичности су-
хого экстракта расторопши пятнистой плодов пред-
ставлен в таблице 6. Для определения гигроско-
пичности сухого экстракта расторопши пятнистой 
использовали раствор магния хлорида (относитель-
ная влажность 40 %), раствор натрия хлорида (от-
носительная влажность 70 %), воду (относительная 
влажность 100 %).

Таким образом, увеличение массы в среднем на- 
ходится в пределах от 2 до 15 %, что говорит о гигро-
скопичности сухого экстракта расторопши пятнистой.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Для разработки оригинального комбинирован-

ного гепатопротекторного средства, содержащего в 
составе экстракт расторопши пятнистой, проведена 
разработка технологии получения данной фитосуб-
станции, обогащенной силибином.

Рисунок 2. Содержание суммы флаволигнанов в пересчете на 
силибин в зависимости от длительности экстракции

Figure 2. The content of the sum of flavolignans in terms of silybin, 
depending on the duration of extraction

Рисунок 3. Хроматограмма стандартного раствора гексана при изучении содержания ООР

Figure 3. Chromatogram of a standard hexane solution when studying the content of ROS
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Таблица 5. Технологические свойства  
сухого экстракта расторопши пятнистой плодов 

Table 5. Technological properties of dry extract  
of Silybum marianum L. fruits
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Насыпная плотность, г/мл
Bulk weight, g/ml

ГФ РФ ОФС.1.4.2.0016.15
GM 1.4.2.0016.15

50,00 ± 2,97

Степень сыпучести, с
Looseness, s

ГФ РФ ОФС.1.4.2.0016.15
GM 1.4.2.0016.15

Сыпучесть 
отсутствует

There is  
no flowability

Таблица 6. Изучение гигроскопичности  
сухого экстракта расторопши пятнистой

Table 6. Study of hygroscopicity  
of dry Silybum marianum L. extract

Увеличение массы  
сухого экстракта, %
Increase in the mass  
of the dry extract, % 

Относительная влажность 
среды, % 

Relative humidity  
of the medium, %

0,30 ± 0,02 40
1,38 ± 0,07 70
6,49 ± 0,37 100

Рассмотрены различные методы экстрагирова-
ния ЛРС, из которых выбран метод, позволяющий по-
лучить наибольший выход как по БАВ, так и по су- 

хому экстракту, – мацерация с обратным холодиль-
ником на кипящей водяной бане. Предложен спо-
соб очистки спиртоводного извлечения после стадии  
экстракции. Разработана технология сухого экстрак-
та расторопши пятнистой плодов. Проведена стандар-
тизация полученного сухого экстракта по показате- 
лям качества: описанию, потере в массе при высуши-
вании, подлинности, количественному определению 
суммы флаволигнанов в пересчете на силибин, на- 
сыпной плотности, степени сыпучести, остаточным  
органическим растворителям и гигроскопичности.
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Резюме
Введение. Возникновение новых штаммов микроорганизмов, обладающих множественной лекарственной устойчивостью (МЛУ) 
в отношении применяемых противомикробных лекарственных препаратов, является одной из актуальных проблем современной 
медицины. Для предотвращения наращивания смертей, связанных с МЛУ, процесс поиска новых антибиотиков и их внедрение в 
медицинскую практику должны идти непрерывно. Инфекционные заболевания также сопровождаются повреждением клеток и 
развитием свободнорадикальных процессов окисления, соответственно, поиск новых антиоксидантов – важная задача. С учетом 
мощного биосинтетического потенциала базидиомицетов данная группа грибов имеет все перспективы стать новым источником 
биологически активных веществ в целом, а также антибиотиков и антиоксидантов в частности. Шляпочные грибы, представленные 
преимущественно базидиомицетами, насчитывают около 14 000 видов и являются доступным источником сырья для поиска 
перспективных антимикробных соединений и антиоксидантов.
Цель. Изучение антиоксидантной и противомикробной активности суммарных экстрактов, полученных из шляпочных грибов, в 
отношении Escherichia coli, Staphylococcus aureus и Candida albicans и оценка пригодности шляпочных грибов для использования в качестве 
природного источника веществ с противомикробной и антиоксидантной активностью.
Материалы и методы. Противогрибковую и антибактериальную активность экстрактов определяли микрометодом двукратных 
серийных разведений в жидкой питательной среде в 96-луночных планшетах в двух повторах. Изучение данного вида биологической 
активности осуществляли в отношении референтных (типовых) штаммов Staphylococcus aureus ATCC 6538-P, Escherichia coli ATCC 25922, 
Candida albicans NCTC 885-653. Для исследований антиоксидантной активности с помощью DPPH использовали спиртовые извлечения 
из плодовых тел грибов, полученные методом мацерации 96%-м этанолом при соотношении сырья и экстрагента 1 к 8 в течение суток, 
водный раствор аскорбиновой кислоты (витамина С) и этанольный раствор тролокса.
Результаты и обсуждение. В отношении представителя грамположительной флоры S. aureus исследуемые экстракты шляпочных грибов 
проявили низкую активность, в среднем порядка 2500 или 5000 мкг/мл. В отношении представителя грамотрицательной флоры E. coli 
8 % исследуемых экстрактов шляпочных грибов проявили среднюю активность порядка 1250 мкг/мл. Наибольшее количество экстрактов 
шляпочных грибов – 19 % от всех исследуемых видов проявили активность в отношении дрожжевого микромицета C. albicans. Наиболее 
высокая активность против C. albicans наблюдалась у экстрактов грибов Cantharellula umbonata с МИК 625 мкг/мл, Cortinarius olivaceofuscus 
с МИК 625 мкг/мл и Hypomyces chrysospermus с МИК 312 мкг/мл. В ходе скрининга антиоксидантной активности исследуемые извлечения 
разделили на три группы: с высокой (более 50 % ППР), средней (от 15 до 50 % ППР) и низкой (менее 15 %) антиоксидантной активностью. 
Было показано, что сумма фенольных соединений значимо коррелирует с уровнем антиоксидантной активности во всех трех группах, 
но в группах со средней и низкой антиоксидантной активностью присутствуют также другие, нефенольные группы веществ, вносящие 
значимый вклад в общую антиоксидантную активность.
Заключение. Шляпочные грибы представляют собой перспективный источник биологически активных веществ с противогрибковой и 
антиоксидантной активностью.

Ключевые слова: шляпочные грибы, ВЭЖХ-скрининг, антимикробная активность, антиоксидантная активность
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Вклад авторов. А. К. Уэйли, А. О. Уэйли выполнили экспериментальную часть по получению экстрактов шляпочных грибов и их  
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Abstract
Introduction. The emergence of new strains of microorganisms that are multidrug resistant (MDR) in relation to the antimicrobial drugs used 
is one of the pressing problems of modern medicine. To prevent an increase in MDR-related deaths, the search for new antibiotics and their 
introduction into medical practice must be continuously ongoing. Infectious diseases are also accompanied by cell damage and the development 
of free radical oxidation processes, therefore the search for new antioxidants is also an important task. Considering the powerful biosynthetic 
potential of basidiomycetes, this group of fungi has every prospect of becoming a new source of biologically active substances in general, as well 
as antibiotics and antioxidants in particular. Cap mushrooms, represented mainly by basidiomycetes, number about 14,000 species and are an 
accessible source of raw materials for the search for promising antimicrobial compounds and antioxidants.
Aim. Study of the antioxidant and antimicrobial activity of total extracts obtained from cap mushrooms against Escherichia coli, Staphylococcus 
aureus and Candida albicans and assessment of the suitability of cap mushrooms as a natural source of substances with antimicrobial and 
antioxidant activity.
Materials and methods. The antifungal and antibacterial activity of the extracts was determined by the micromethod of two-fold serial dilutions 
in a liquid nutrient medium in 96-well plates in duplicate. The study of this type of biological activity was carried out against reference (type) strains 
Staphylococcus aureus ATCC 6538-P, Escherichia coli ATCC 25922, Candida albicans NCTC 885-653. To study antioxidant activity using DPPH, we used 
alcoholic extracts from the fruiting bodies of mushrooms obtained by maceration with 96 % ethanol at a ratio of raw materials to extractant of 1 to 
8 for 24 hours, an aqueous solution of ascorbic acid (vitamin C) and an ethanol solution of Trolox.
Result and discussion. In relation to S. aureus, a representative of gram-positive flora, the studied extracts of cap mushrooms showed low activity, 
on average about 2500 or 5000 μg/ml. In relation to E. coli, a representative of gram-negative flora, 8 % of the studied cap mushroom extracts 
showed an average activity of about 1250 μg/ml. The largest number of cap mushroom extracts – 19% of all studied species – showed activity 
against the yeast micromycete C. albicans. The highest activity against C. albicans was observed in extracts of the mushrooms Cantharellula 
umbonata with an MIC of 625 μg/ml, Cortinarius olivaceofuscus with an MIC of 625 μg/ml, and Hypomyces chrysospermus with an MIC of  
312 μg/ml. During screening of antioxidant activity, the studied extracts were divided into three groups: with high (more than 50 % PPR), medium 
(from 15 to 50 % PPR) and low (less than 15 %) antioxidant activity. It was shown that the sum of phenolic compounds significantly correlates with 
the level of antioxidant activity in all three groups, but in the groups with medium and low antioxidant activity there are also other non-phenolic 
groups of compounds that make a significant contribution to the total antioxidant activity.
Conclusion. Cap mushrooms are a promising source of biologically active substances with antifungal and antioxidant activity.

Keywords: cap mushrooms, HPLC screening, antimicrobial activity, antioxidant activity

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. Andrei K. Whaley, Anastasiia O. Whaley performed the experimental part of obtaining cap mushroom extracts 
and their HPLC analysis. Valentina V. Novikova, Vitaly O. Vasiliev screened the antimicrobial activity of the obtained extracts. Alexey V. Klemper 
collected the mushrooms and determined their species. Raman I. Lukashov, Natalia I. Mandrik, Natalia S. Gurina screened the antioxidant activity 
of the obtained extracts. Gennadi P. Yakovlev, Vladimir G. Luzhanin aided conceptual development and supervision of the experiment. All authors 
participated in the discussion of the results.

Funding. The results of the work were obtained using the equipment of the Center for Collective Use "Analytical Center of Saint-Petersburg State 
Chemical and Pharmaceutical University" within the framework of agreement No. 075-15-2021-685 dated July 26, 2021 with the financial support of 
the Ministry of Education and Science of Russia.

For citation: Whaley A. K., Whaley A. O., Novikova V. V., Vasiliev V. O., Klemper A. V., Lukashov R. I., Mandrik N. I., Gurina N. S., Yakovlev  G. P., 
Luzhanin V. G. Antimicrobial and antioxidant activity screening of mushrooms growing in the Leningrad region. Drug development & registration. 
2023;12(4):111–125. (In Russ.) https://doi.org/10.33380/2305-2066-2023-12-4-1576

Фармацевтическая технология
Pharmaceutical Technology



113РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2023. Т. 12, № 4
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2023. V. 12, No. 4

ВВЕДЕНИЕ
Возникновение новых штаммов микроорганиз- 

мов, обладающих множественной лекарственной 
устойчивостью (МЛУ) в отношении применяемых  
противомикробных лекарственных препаратов, явля-
ется одной из актуальных проблем современной ме-
дицины1. Потребление антибиотиков в мире ежегод- 
но растет, что приводит к формированию антибиоти-
корезистентности, которая усугубляется из-за отсутст- 
вия новых противомикробных препаратов на фар-
мацевтическом рынке и кардинальных изменений в 
подходе к лечению инфекционных заболеваний  [1]. 
В настоящий момент одним из основных подходов к 
борьбе с МЛУ является рациональное применение 
противомикробных лекарственных препаратов, но 
данные меры способны лишь замедлить естествен- 
ный эволюционный процесс возникновения новых 
штаммов микроорганизмов с МЛУ [2]. Единственным 
фундаментальным решением проблемы борьбы с  
МЛУ является поиск и разработка новых эффектив-
ных антибиотиков, что по своей сути представляет 
собой «гонку вооружений» человечества против па-
тогенных микроорганизмов [3–5]. Для предотвраще-
ния наращивания смертей, связанных с МЛУ, процесс  
поиска новых антибиотиков и их внедрение в меди-
цинскую практику должны идти непрерывно. Следует  
также отметить, что инфекционные заболевания со-
провождаются повреждением клеток и развитием  
свободнорадикальных процессов окисления, чему 
можно препятствовать, используя антиоксиданты.

Грибы представляют собой обширную группу жи-
вых организмов. В соответствии с современными 
оценками, на Земле существует от 200 до 350  тысяч,  
а по некоторым данным – до 1,5 миллионов видов  
грибов, из которых на сегодняшний день описаны 
около 150  тысяч [6]. Грибы встречаются повсеместно 
и способны заселять разнообразные экологические 
ниши, что во многом обусловлено их способностью 
использовать в качестве пищевых источников любые 
органические субстраты [7]. Наличие мощного био-
синтетического аппарата, позволяющего грибам про-
дуцировать огромное разнообразие вторичных ме- 
таболитов для конкуренции и защиты от других гри-
бов и бактерий, делает их перспективными объекта-
ми для поиска новых антибиотиков и антиоксидан- 
тов  [8]. Вторичные метаболиты растений также пред-
ставляют определенный интерес для поиска новых 
веществ с противомикробной активностью, особенно 
учитывая их низкую токсичность. Одна из основных 
групп вторичных метаболитов, выделяемых из расте-
ний, представлена полифенолами [9–17], которые по 
результатам наших предыдущих исследований пока-
зали умеренную антимикробную активность [18–21]. 

1 Centers for Disease Control and Prevention Biggest Threats 
and Data. Antibiotic/Antimicrobial Resistance CDC. Available at: 
https://www.cdc.gov/drugresistance/biggest-threats.html. Ac-
cessed: 13.09.2023.

Плесневые грибы, из которых наиболее известная  
и многочисленная группа представлена аскомице-
тами, насчитывающими более 30 000 видов, хорошо 
известны науке и медицине как богатые источники  
значимых токсинов и антибиотиков, благодаря чему 
они широко изучаются с целью поиска новых биоло- 
гически активных соединений [22]. Не менее обшир-
ная группа грибов – базидиомицеты, состоящая из  
более чем 40 000 видов, намного хуже изучена в ка- 
честве источника антибиотиков и антиоксидантов. С 
учетом мощного биосинтетического потенциала ба-
зидиомицетов данная группа грибов имеет все пер-
спективы стать новым источником биологически  
активных веществ в целом, а также антибиотиков и  
антиоксидантов в частности. Шляпочные грибы, пред-
ставленные преимущественно базидиомицетами, на-
считывают около 14 000 видов и являются доступным 
источником сырья для поиска перспективных анти- 
микробных и антиоксидантных соединений [23]. 

Также большим преимуществом шляпочных гри-
бов как источника активных биомолекул является их 
широкое распространение на территории Россий- 
ской Федерации, а также возможность заготовки 
плодовых тел некоторых грибов в значительных ко-
личествах. Таким образом, целью настоящего ис-
следования является изучение антиоксидантной и 
противомикробной активности суммарных экстрак-
тов, полученных из шляпочных грибов, в отношении 
представителей грамположительных и грамотрица-
тельных бактерий, дрожжевых микромицетов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Все 83 вида шляпочных грибов (таблица 1) бы-

ли собраны в питомнике лекарственных растений  
ФГБОУ ВО СПХФУ Минздрава России (поселок Стек- 
лянный, Ленинградская область) в августе и начале 
сентября 2022 года. Определение видовой принад-
лежности проводилось исходя из морфологических  
и экологических характеристик каждого вида. Иссле-
дуемые извлечения из шляпочных грибов получены 
методом мацерации с использованием 96%-го эта- 
нола как экстрагента при комнатной температуре  
без перемешивания при соотношении сырья и экст- 
рагента 1 к 8 в течение суток. Полученные экстракты  
в дальнейшим анализировались методом ВЭЖХ-УФ. 

ВЭЖХ-УФ-хроматограммы регистрировали на жид-
костном хроматографе Shimadzu Prominence LC-20AD  
(Япония), оснащенном автосамплером Shimadzu 
Prominence SIL-20A (Япония), термостатом колонок  
СТО-20АС, колонкой Supelcosil LC-18, 25 см × 4,6  мм, 
5  мкм (США), и диодно-матричным детектором Shi- 
madzu Prominence SPD-M20A (Япония). Система под-
вижной фазы состоит из элюента А – воды ультра-
чистой с добавлением 0,1%-й трифторуксусной кис-
лоты (ТФУ) (v/v) (PanReac AppliChem, Германия) и  
элюента Б  – ацетонитрила HPLC Far UV/Gradient Grade 
(J.T. Baker, США) с добавлением 0,1%-й ТФУ. 
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Таблица 1. Минимальная ингибирующая концентрация экстрактов шляпочных грибов в отношении S. aureus, E. coli и C. albicans

Table 1. Minimum inhibitory concentration of cap mushroom extracts against S. aureus, E. coli and C. albicans

№ 
Вид гриба

Fungi species
S. aureus  

6538Р АТСС
E. coli  

25922 АТСС
С. albicans  

885-653 NCTC

1 Macrolepiota procera (Scop.) Sinnger
Зонтик пестрый
Parasol mushroom

2500/2500 2500/2500 5000/5000

2 Calocera viscosa (Pers.) Fr.
Калоцера клейкая
Yellow stagshorn

2500/2500 2500/5000 1250/1250

3 Russula consobrina (Fr.) Fr.
Сыроежка родственная
Russula consobrina

5000/5000 1250/2500 2500/1250

4 Rickenella fibula (Bull.) Raithelh
Риккенелла оранжевая
Orange mosscap

5000/5000 2500/2500 1250/625

5 Rhizopogon roseolus (Corda.) Th. Fr. 
Ризопогон розоватый
Rhizopogon roseolus

5000/5000 2500/2500 2500/2500

6 Psathyrella candolleana (Fr.) Maire
Псатирелла Кандолля
Pale brittlestem

>5000 >5000 >5000

7
Arrhenia sphagnicola (Berk.) Redhead, 
Lutzoni, Moncalvo & Vilgalys

Аррения сфагновая
Sphagnum navel

2500/2500 5000/5000 2500/2500

8 Mycena inclinata (Fr.) Quél.
Мицена наклоненная
Clustered bonnet

5000/5000 2500/2500 2500/2500

9 Cortinarius caperatus (Pers.) Fr.
Колпак кольчатый
Gypsy mushroom

5000/5000 1250/1250 1250/1250

10 Russula vesca (Fr.)
Сыроежка съедобная
Bare-toothed Russula

2500/2500 2500/2500 2500/2500

11 Lepiota grangei (Eyre.) Kühner
Лепиота гранжская
Green Dapperling

5000/5000 2500/2500 2500/2500

12 Bolbitius titubans (Bull.) Fries.
Больбитиус золотистый
Yellow Fieldcap

2500/2500 2500/2500 2500/2500

13 Clavulina coralloides (L.) J. Schröt.
Клавулина коралловидная
Crested Coral

5000/5000 2500/2500 2500/2500

14 Lactarius rufus (Scop.) Fr.
Горькушка
Rufous milkcap

5000/5000 2500/2500 1250/1250

15 Cortinarius camphoratus (Fr.) Fr.
Паутинник камфорный
Goatcheese webcap

2500/1250 2500/2500 2500/2500

16 Hydnellum aurantiacum (Batsch) P. Karst.
Гиднеллум оранжевый
Orange Hydnellum

1250/1250 1250/1250 1250/1250

17 Xerocomus subtomentosus (L.) Quél.
Моховик зеленый
Suede bolete

5000/5000 2500/2500 2500/2500

18 Imleria badia (Fr.) Vizzini
Польский гриб
Bay bolete

5000/5000 2500/2500 2500/2500

19 Leccinum versipelle (Fr. & Hök) Snell
Подосиновик желто-бурый
Orange birch bolete

2500/2500 2500/2500 >5000

20 Collybia fusipes (Bull.) Gray
Коллибия веретеноногая
Spindleshank mushroom

5000/5000 5000/5000 2500/2500

21 Entoloma vernum S. Lundell
Энтолома весенняя
Pinkgill mushroom

2500/2500 1250/1250 1250/1250

22 Tricholomopsis decora (Fr.) Singer
Рядовка украшенная
Prunes and custard mushroom

5000/5000 5000/5000 2500/2500

23 Entoloma cetratum (Fr.) M.M. Moser
Энтолома щитоносная
Honey Pinkgill

1250/2500 2500/2500 2500/2500

24 Daedalea quercina (L.) Pers.
Дубовая губка
Oak mazegill

2500/2500 2500/2500 2500/2500

25 Schizophyllum commune (Fries)
Щелелистник обыкновенный
Split-gill mushroom

5000/5000 2500/2500 2500/2500

26 Phellinus igniarius (L.) Quél.
Трутовик ложный
Willow Bracket

2500/2500 5000/2500 2500/2500

27 Calocybe gambosa (Fr.) Donk.
Клоцибе майская
St. George's mushroom

5000/5000 5000/5000 2500/2500

28 Hypholoma elongatum (Pers.) Ricken
Ложноопенок длинноногий
Sphagnum brownie

5000/5000 2500/2500 2500/2500

29 Agaricus arvensis Schaeff.
Шампиньон полевой
Horse Mushroom

2500/5000 2500/2500 2500/2500

30 Cortinarius armillatus (Fr.) Fr.
Паутинник браслетчатый
Red-banded cortinarius

5000/5000 2500/5000 5000/5000
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№ 
Вид гриба

Fungi species
S. aureus  

6538Р АТСС
E. coli  

25922 АТСС
С. albicans  

885-653 NCTC

31 Cortinarius limonius (Fr.) Fr. 
Паутинник львино-желтый
Sunset webcap

2500/2500 5000/5000 2500/2500

32 Xerocomus chrysenteron (Bull.) Šutara
Моховик трещиноватый
Red cracking bolete

5000/5000 1250/2500 2500/2500

33
Gymnopus peronatus
(Bolton) Gray

Коллибия обернутая
Wood woollyfoot

5000/5000 5000/5000 2500/2500

34 Galerina calyptrata P.D. Orton
Галерина колпачковая
Tiny bog Galerina

5000/5000 2500/2500 2500/2500

35 Rickenella swartzii (Fr.) Kuyper
Рикенелла Сварца
Collared mosscap

2500/2500 5000/5000 2500/2500

36 Marasmius wettsteinii Quél.
Негниючник нежнейший
Marasmius wettsteinii

5000/5000 5000/5000 2500/2500

37
Trichaptum fuscoviolaceum (Ehrenb.) 
Ryvarden

Трихаптум буро-фиолетовый
Violet-toothed polypore

2500/2500 1250/1250 2500/2500

38 Postia stiptica (Pers.) Julich
Постия вяжущая
Bitter Bracket fungus

1250/1250 2500/2500 1250/1250

39 Clitopilus prunulus (Scop. ex Fr. P. Kumm.)
Клитопилус сливовый
The sweetbread mushroom

5000/5000 2500/2500 2500/2500

40 Clitocybe gibba (Pers.) P. Kumm.
Говорушка ворончатая
Common Funnel

5000/5000 2500/2500 2500/2500

41 Hypomyces chrysospermus Tul. & C.Tul.*
Гипомицес 
золотистоспоровый
The bolete eater

2500/2500 2500/2500 312/312

42 Postia rennyi (Berk. & Broome) Rajchenb.
Постия Ренни
Postia Rennyi

2500/2500 5000/5000 1250/1250

43 Pleurotus ostreatus P. Kumm.
Вешенка обыкновенная
Oyster mushroom

5000/5000 2500/2500 2500/2500

44 Trametes trogii Berk.
Траметес Трога
Trametes trogii

2500/2500 5000/5000 1250/1250

45 Cordyceps militaris (L.) Fr.
Кордицепс военный
Scarlet Caterpillarclub

5000/5000 5000/5000 5000/5000

46 Postia caesia (Schrad.) P. Karst.
Постия синевато-серая
Conifer Blueing Bracket fungus

2500/2500 1250/1250 2500/2500

47 Chalciporus piperatus (Bull.) Bataille
Перечный гриб
Peppery bolete

5000/5000 2500/2500 2500/2500

48 Russula emetica (Schaeff.) Pers.
Сыроежка жгучеедкая
Emetic russula

5000/5000 2500/1250 2500/2500

49 Paxillus involutus (Batsch) Fr.
Свинушка тонкая
Brown Roll-Rim

2500/2500 2500/5000 2500/2500

50
Antrodiella pallescens (Pilát) Niemelä & 
Miettinen

Антродиелла бледноватая
Antrodiella pallescens

2500/2500 625/1250 >5000

51 Hypocrea gelatinosa (Tode) Fr.
Гипокрея желатинозная
Hypocrea gelatinosa

2500/2500 2500/2500 2500/2500

52
Sebacina epigaea (Berk. & Broome) Bourdot 
& Galzin

Себацина наземная
Sebacina epigaea

2500/2500 2500/2500 2500/2500

53 Amanita muscaria (L.) Hook.
Мухомор красный
Fly amanita

5000/5000 2500/2500 2500/2500

54 Cortinarius triumphans Fr.
Паутинник триумфальный
Birch Webcap mushroom

2500/2500 2500/2500 2500/2500

55 Thelephora terrestris Ehrh.
Телефора наземная
Common Fiber Vase

5000/5000 2500/2500 2500/2500

56 Ganoderma applanatum (Pers.) Pat.
Трутовик плоский
Wood-decay fungus

5000/5000 5000/5000 2500/2500

57
Xerocomellus porosporus (Imler ex Watling) 
Šutara

Боровик проспоровый
The Sepia Bolet

>5000 >5000 >5000

58 Grifola frondosa (Dicks.) Gray 
Грифола курчавая
Hen-of-the-woods

5000/5000 5000/5000 2500/1250

59 Ramaria stricta (Pers.) Quél.
Рамария жесткая
Strict-branch coral

5000/5000 2500/2500 1250/1250

60
Cortinarius purpureus (Bull.) Bidaud, 
Moënne- Locc. & Reumaux

Паутинник пурпурный
Imperial webcap

5000/5000 2500/2500 1250/1250

Продолжение таблицы 1
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Профиль элюции: 0,01–5,0 минут 5 % Б (изокра-
тический режим), 5,0–45,75 минут 5–100 % Б (ли-
нейный градиент), 45,75–50,0 минут 100 % Б (изо-
кратический режим), 50,0–60,0 минут 100–5 % Б 
(линейный градиент), 60,0–65,0 минут 5 % Б (изокра-
тический режим, приведение колонки в равновесие). 

Ввод анализируемого образца осуществляли в объ-
еме 10 мкл, температура колонки во время анали-
за составляла 40 °C, используемая скорость потока –  
1 мл/мин. Запись УФ-спектра осуществляли в диапа- 
зоне от 190 нм до 800  нм при аналитической длине 
волны 254 и 280 нм.

№ 
Вид гриба

Fungi species
S. aureus  

6538Р АТСС
E. coli  

25922 АТСС
С. albicans  

885-653 NCTC

61 Tubaria confragosa (Fries) Harmaja
Тубария бугристая
Ringed twiglet

5000/5000 2500/2500 1250/1250

62 Hericium coralloides Scop.) Pers.
Ежовик коралловидный
Coral tooth fungus

5000/5000 >5000 2500/2500

63 Tapinella panuoides (Batsch) E.-J. Gilbert 
Тапинелла панусовидная
Oyster Rollrim mushroom

2500/2500 2500/2500 5000/5000

64
Rhodocollybia prolixa (Fr.) Antonín & 
Noordel

Коллибия изогнутая
Toothed toughshank

5000/5000 2500/2500 2500/2500

65 Ampulloclitocybe clavipes (Pers.) Redhead
Говорушка булавоногая
Club-footed clitocybe

2500/2500 2500/2500 2500/2500

66 Mycena epipterygia (Scop.) Gray
Мицена слизистая
Yellow-stemmed mycena

2500/2500 2500/2500 2500/2500

67 Melanoleuca brevipes (Bull.) Pat.
Меланолеука 
коротконожковая
Stunted cavalier

>5000 >5000 5000/5000

68 Cortinarius semisanguineus (Fr.) Gillet
Паутинник 
краснопластинковый
Surprise webcap

2500/2500 2500/2500 2500/1250

69 Chroogomphus rutilus (Schaeff.) O.K. Mill.
Мокруха пурпуровая
The copper spike

5000/5000 5000/5000 2500/2500

70 Handkea utriformis (Bull.) Pers. 
Головач мешковатый
Handkea utriformis

2500/2500 5000/5000 2500/2500

71 Cantharellula umbonata (J.F. Gmel.) Singer
Лисичка горбатая
The Humpback

5000/5000 5000/5000 625/625

72 Suillus bovinus (L.) Kuntze
Козляк
Jersey cow mushroom

5000/5000 2500/2500 2500/2500

73 Panaeolus foenisecii (Pers.) R. Maire
Навозник сенный
Mower's mushroom

5000/5000 2500/2500 2500/2500

74 Armillaria mellea (Vahl) P. Kumm. 
Опенок осенний
Honey fungus

5000/5000 2500/2500 2500/2500

75 Cortinarius collinitus (Pers.) Fr.
Паутинник голубоствольный
Belted slimy cortinarius

2500/2500 2500/2500 2500/2500

76 Cortinarius variecolor (Pers.) Fr.
Паутинник разноцветный
Cortinarius variecolor

2500/2500 2500/2500 2500/2500

77 Gomphidius roseus (Fr.) Oudem.
Мокруха розовая
Rosy spike-cap

2500/2500 2500/2500 2500/2500

78 Albatrellus subrubescens (Murrill) Pouz.
Альбатреллус краснеющий
Albatrellus subrubescens 
mushroom

2500/2500 5000/5000 >5000

79
Albatrellus ovinus (Schaeff. ex Fr.) Kotl. & 
Pouzar

Трутовик овечий
Sheep Polypore

2500/2500 2500/2500 2500/2500

80 Phellodon tomentosus (L.) Banker 
Феллодон войлочный
Wooly tooth

5000/5000 2500/2500 2500/2500

81 Hydnellum ferrugineum (Fr.) P. Karst.
Гиднеллум ржавчинный
The mealy tooth

2500/1250 2500/1250 2500/1250

82 Cortinarius olivaceofuscus Kűhner
Паутинник оливково-бурый
Cortinarius olivaceofuscus

5000/5000 2500/5000 625/625

83 Gymnopilus picreus (Pers.) P. Karst.
Гимнопил горький
Gymnopilus picreus

2500/2500 1250/1250 1250/625

Примечание. * Hypomyces chrysospermus – сумчатый гриб, паразитирующий на плодовых телах болетовых грибов.

Note. * Hypomyces chrysospermus is a sac fungus that parasitizes the fruiting bodies of boletus fungi.

Окончание таблицы 1
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Для проведения противомикробного скринин-
га экстракты грибов выпаривали досуха, измеряли 
массу сухого остатка и растворяли в необходимом 
объеме ДМСО. Противогрибковую и антибактери-
альную активность экстрактов определяли микро-
методом двукратных серийных разведений в жид-
кой питательной среде в 96-луночных планшетах1 в 
двух повторах. Изучение данного вида биологиче-
ской активности осуществляли в отношении рефе-
рентных (типовых) штаммов Staphylococcus aureus 
ATCC 6538-P, Escherichia coli ATCC 25922, Candida 
albicans NCTC 885-653. Для приготовления микроб- 
ной взвеси использовали суточные культуры мик- 
роорганизмов, выращенные на питательном ага-
ре (бактерии) и агаре Сабуро (грибы). Концентра-
ция микробных клеток в опыте составила (2–5) × 
105 КОЕ/мл [24]. Посевы инкубировали в термоста- 
те при температуре (35 ± 1)  °С [25]. Оценку роста 
проводили визуально через 22–24  часа инкубиро-
вания. В качестве положительного контроля исполь-
зовали питательную среду с внесенной исследуе-
мой культурой. В качестве отрицательного контроля  
использовали интактную питательную среду. За зна-
чение МИК (минимальной ингибирующей концент- 
рации) принимали наименьшую концентрацию со-
единения, при которой отсутствует определяемый 
визуально рост тест-организма. 

Для исследований антиоксидантной активности 
использовали спиртовые извлечения из плодовых  
тел грибов, полученные методом мацерации 96%-м 
этанолом при соотношении сырья и экстрагента 1 к 8  
в течение суток, водный раствор аскорбиновой кис- 
лоты (витамина С) и этанольный раствор тролокса.

В качестве препаратов сравнения использовали  
известный природный антиоксидант – аскорбиновую  
кислоту и синтетический аналог витамина Е – тро- 
локс (Sigma-Aldrich, США). Для них изучали зависи-
мость антиоксидантного эффекта от концентрации 
(рисунки 1 и 2 соответственно).

Методика оценки антиоксидантной активности.  
Испытуемый раствор. К 0,300 мл спиртового извле- 
чения прибавляли 6,00 мл раствора 0,05 г/л 2,2- 
дифенил-1-пикрилгидразила (DPPH) в 96%-м этано- 
ле. Измерение оптической плотности проводили че-
рез 30 мин при длине волны 517 нм.

Также измеряли оптическую плотность раство-
ра без антиоксидантов, приготовленного путем при-
бавления к 0,300 мл 96%-го этанола 6,00 мл раство- 
ра 0,05 г/л DPPH в 96-м этаноле.

Компенсационный раствор – 96%-й этанол.

1 Centers for Disease Control and Prevention Biggest Threats 
and Data. Antibiotic/Antimicrobial Resistance CDC. Available at: 
https://www.cdc.gov/drugresistance/biggest-threats.html. Ac-
cessed: 13.09.2023.

Процент поглощения радикалов (ППР) вычисляли 
по формуле:

0 1

0

( )
ППР 100,

A A
A
−

= ⋅

где А0 – оптическая плотность раствора DPPH без  
антиоксидантов; А1 – оптическая плотность испыту- 
емого раствора.

Количественное определение суммы фенольных  
соединений проводили по следующей методике: 
0,500  мл спиртового извлечения помещали в мер- 
ную колбу на 50 мл, прибавляли 0,750 мл реакти-
ва Фолина – Чокальтеу и 23,8 мл раствора 100 г/л  
натрия карбоната, доводили до объема 50,0 мл во- 
дой очищенной. Оптическую плотность измеряли че-
рез 30 мин при длине волны 760 нм.

Компенсационный раствор. В качестве компен-
сационного раствора использовали раствор, состо- 
ящий из 0,750 мл реактива Фолина – Чокальтеу и 
24,3  мл раствора 100 г/л натрия карбоната, доведен- 
ного до объема 50,0 мл водой очищенной. 

Рисунок 1. Зависимость ППР от концентрации аскорбиновой 
кислоты

Figure 1. Dependence of PRA on the concentration of ascorbic acid

Рисунок 2. Зависимость ППР от концентрации тролокса

Figure 2. Dependence of PRA on Trolox concentration
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Концентрацию фенольных соединений определя-
ли в пересчете на галловую кислоту методом градуи-
ровочного графика (рисунок 3). 

Статистическую обработку результатов исследо-
ваний проводили при помощи пакета «Анализ дан-
ных» компьютерной программы Microsoft Office Exсel 
2016. Каждое исследование выполняли в трех по-
вторностях (n = 3; Р = 95 %). Результат представляли 
в виде среднего значения и полуширины его дове- 
рительного интервала. Для оценки значимости раз- 
личий между изучаемыми параметрами использо-
вали t-критерий Стьюдента. Значения статистически  
значимо различались при р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты скрининга противомикробной актив-
ности представлены в таблице 1.

В отношении представителя грамположитель-
ной флоры S. aureus исследуемые экстракты шляпоч-
ных грибов проявили низкую активность, в среднем 

порядка 2500 или 5000 мкг/мл. Экстракты Hydnellum 
aurantiacum и Postia stiptica были единственными, для 
которых значения МИК были ниже среднего и со- 
ставляли порядка 1250 мкг/мл. ВЭЖХ-анализ данных 
экстрактов показал значительное качественное и ко-
личественное разнообразие вторичных метаболитов 
у Hydnellum aurantiacum (рисунок 4), в то время как  
на ВЭЖХ-хроматограмме (рисунок 5) у Postia stiptica 
наблюдалось только качественное разнообразие вто-
ричных метаболитов при их достаточно малом ко-
личественном содержании. Из данных наблюдений  
можно сделать следующие выводы: 
1.	 Hydnellum aurantiacum содержит значительное 

количество вторичных метаболитов, проявляю-
щих общее неселективное действие в отношении 
S. aureus.

2.	 Postia stiptica содержит в незначительном коли- 
честве метаболиты, которые обладают сравни-
тельно выраженным действием в отношении 
S. aureus.
В отношении грамотрицательной бактерии E.  coli 

наибольшую активность, помимо ранее упомянуто-
го Hydnellum aurantiacum, с МИК 1250 мкг/мл про- 
явили экстракты Rozites caperata, Entoloma vernum, 
Trichaptum fuscoviolaceum, Gymnopilus picreus, Postia  
caesia и Antrodiella pallescens. Анализ большинства 
ВЭЖХ-хроматограмм экстрактов в данной группе шля-
почных грибов, за исключением Gymnopilus picreus 
(рисунок 6), показал заметное отсутствие содержа- 
ния вторичных метаболитов в каком-либо значимом 
качественном и количественном отношении. На хро-
матограммах экстрактов Entoloma vernum (рисунок  7)  
и Antrodiella pallescens (рисунок 8) в ощутимых коли- 
чествах наблюдался только пик эргостерола. Из по-
лученных данных можно сделать вывод о том, что 
установленная активность по отношению к E. coli, ве-
роятнее всего, в большинстве случаев обусловлена 
присутствием соединений алифатической природы, 
которые диодно-матричный детектор хроматографа 
не способен обнаруживать.

Рисунок 3. Зависимость оптической плотности от концентра-
ции галловой кислоты

Figure 3. Dependence of optical density on gallic acid con- 
centration

Рисунок 4. ВЭЖХ-хроматограмма экстракта Hydnellum aurantiacum

Figure 4. HPLC chromatogram of Hydnellum aurantiacum extract
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Наибольшее количество экстрактов шляпочных 
грибов проявили активность в отношении дрожже-
вого микромицета C. albicans. Значения МИК поряд-
ка 1250 мкг/мл и ниже, помимо ранее упомянутых 
Hydnellum aurantiacum, Postia stiptica, Rozites caperata, 

Gymnopilus picreus и Entoloma vernum, проявили экст- 
ракты Calocera viscosa, Rickenella fibula, Lactarius 
rufus, Hypomyces chrysospermus, Postia rennyi, Trametes 
trogii, Ramaria stricta, Cortinarius purpureus, Tubaria 
confragosa, Cantharellula umbonata и Cortinarius oli- 

Рисунок 6. ВЭЖХ-хроматограмма экстракта Gymnopilus picreus

Figure 6. HPLC chromatogram of Gymnopilus picreus extract

Рисунок 7. ВЭЖХ-хроматограмма экстракта Entoloma vernum

Figure 7. HPLC chromatogram of Entoloma vernum extract

Рисунок 5. ВЭЖХ-хроматограмма экстракта Postia stiptica

Figure 5. HPLC chromatogram of Postia stiptica extract

Фармацевтическая технология
Pharmaceutical Technology



120 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2023. Т. 12, № 4
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2023. V. 12, No. 4

vaceofuscus. Наиболее высокая активность против  
C. albicans наблюдалась у экстрактов грибов Cant- 
harellula umbonata (рисунок  9) с МИК 625 мкг/мл,  
Cortinarius olivafuscus (рисунок  10) с МИК 625 мкг/мл  
и Hypomyces chrysospermus с МИК 312 мкг/мл (рису-
нок  11). В целом неудивительно, что наибольшее  

количество экстрактов шляпочных грибов показа-
ли активность преимущественно в отношении наи-
более родственного микромицета C.  albicans из  
царства грибов, а не бактерий S. aureus и E.  coli. Са-
мая выраженная активность против C. albicans на- 
блюдалась у Hypomyces chrysospermus – единствен- 

Рисунок 8. ВЭЖХ-хроматограмма экстракта Antrodiella pallescens

Figure 8. HPLC chromatogram of Antrodiella pallescens extract

Рисунок 9. ВЭЖХ-хроматограмма экстракта Cantharellula umbonata

Figure 9. HPLC chromatogram of Cantharellula umbonata extract

Рисунок 10. ВЭЖХ-хроматограмма экстракта Cortinarius olivafuscus

Figure 10. HPLC chromatogram of Cortinarius olivaceofuscus extract
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ного аскомицета в данном исследовании, паразити-
рующего на плодовых телах болетовых грибов. Hy-
pomyces chrysospermus известен своим содержанием  
пептайболов – линейных пептидных антибиоти-
ков, содержащих от 7 до 20 аминокислотных остат-
ков, показавших выборочную активность в отноше-
нии некоторых дрожжей, мицелиальных грибов и 
бактерий [26]. 

В ходе скрининга антиоксидантной активности  
исследуемые извлечения разделили на три группы:  
с высокой (более 50 % ППР), средней (от 15 до 50 % 
ППР) и низкой (менее 15 %) антиоксидантной актив- 
ностью. Также определяли сумму фенольных соеди- 
нений при отнесении к определенному уровню анти- 
оксидантной активности с целью выявления взаимо- 
связи между этими параметрами.

Выявлено, что высокой антиоксидантной актив-
ностью (более 50 % ППР) обладают извлечения из 
плодовых тел Paxillus involutus (65,6 ± 1,16 %, что со-
ответствует 0,14 мг/мл аскорбиновой кислоты и  
0,2  мг/мл тролокса), Agaricus arvensis (56,9 ± 2,22 %, 
что соответствует 0,13 мг/мл аскорбиновой кисло-
ты и 0,17 мг/мл тролокса), Xerocomus subtomentosus 
(52,9 ± 2,03 %, что соответствует 0,12 мг/мл аскор-
биновой кислоты и 0,16  мг/мл тролокса), Hydnel-
lum aurantiacum (73,2 ± 0,72 %, что соответствует  
0,16 мг/мл аскорбиновой кислоты и 0,23 мг/мл тро-
локса), Ganoderma applanatum (76,0 ± 0,85 %, что со-
ответствует 0,16 мг/мл аскорбиновой кислоты и  
0,24 мг/мл тролокса), Cortinarius limonius (64,8 ± 2,82 %, 
что соответствует 0,14 мг/мл аскорбиновой кис-
лоты и 0,2 мг/мл тролокса), Hydnellum ferrugineum 
(76,9 ± 0,49 %, что соответствует 0,16 мг/мл аскорби- 
новой кислоты и 0,24 мг/мл тролокса), Phellinus ignia- 
rius (58,9 ± 1,43 %, что соответствует 0,13 мг/мл аскор-
биновой кислоты и 0,18  мг/мл тролокса) и Xerocomus 
porosporus (76,0 ± 0,34 %, что соответствует 0,13 мг/мл  
аскорбиновой кислоты и 0,18  мг/мл тролокса) 
(рисунок 12).

Высокий уровень антиоксидантной активности 
может быть связан с высоким содержанием феноль-
ных соединений в изученных плодовых телах гри-
бов Paxillus involutus (727,9 ± 8,06 мкг/мл), Agaricus ar-
vensis (163,2 ± 6,28 мкг/мл), Xerocomus subtomentosus 
(160,3 ± 3,74 мкг/мл), Hydnellum sp. (463,4 ± 26,6 мкг/мл),  
Ganoderma applanatum (860,5 ± 4,68 мкг/мл), Corti- 
narius limonius (213,4 ± 6,04 мкг/мл), Hydnellum fer-
rugineum (416,2 ± 7,39 мкг/мл), Phellinus igniarius 
(159,6 ± 6,30  мкг/мл) и Xerocomus porosporus (251,6 ± 
14,2 мкг/мл) (рисунок 13).

При этом выявлено, что ППР извлечениями из  
плодовых тел с высоким уровнем антиоксидантной  
активности значимо связан с содержанием феноль- 
ных соединений (р = 0,0025; Fкрит. = 4,49; F = 12,8), одна- 
ко только ими не обусловлен (r = 0,5730).

Средний уровень антиоксидантной активности  
(от 15 до 50 %) характерен для извлечений из Xero- 
comus chrysenteron (46,3 ± 2,00 %), Agaricus sp. (22,0 ± 

Рисунок 12. ППР извлечениями из плодовых тел с высоким 
уровнем антиоксидантной активности

Figure 12. PRA of extracts from fruiting bodies with high levels of 
antioxidant activity

Рисунок 11. ВЭЖХ-хроматограмма экстракта Hypomyces chrysospermus

Figure 11. HPLC chromatogram of Hypomyces chrysospermus extract
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0,32 %), Daedalea quercina (20,8 ± 0,83 %), Xerocomus 
badius (32,8 ± 2,74 %), Thelephora terrestris (15,3 ± 
1,66 %), Suillus luteus (33,1 ± 1,23 %), Collybia peronata 
(46,4 ± 1,00 %), Cortinarius sp. (46,0 ± 0,77 %), Agaricus  
sp. (33,7 ± 2,15 %), Hypomyces на Xerocomus (19,9 ± 
0,96 %) (рисунок 14).

Извлечения со средним уровнем антиоксидант-
ной активности содержали в целом меньше феноль-
ных соединений: Xerocomus chrysenteron (210,4 ± 
2,51 мкг/мл), Agaricus sp. (102,9 ± 2,96 мкг/мл), Dae- 
dalea quercina (118,4 ± 5,04 мкг/мл), Xerocomus ba-
dius (74,2 ± 5,56 мкг/мл), Thelephora terrestris (17,1 ± 
3,14 мкг/мл), Suillus luteus (59,5 ± 3,34  мкг/мл), Col-
lybia peronata (216,7 ± 2,97 мкг/мл), Cortinarius sp. 

(205,2 ± 3,96 мкг/мл), Agaricus sp. (196,9 ± 10,4 мкг/мл), 
Hypomyces на Xerocomus (206,7 ± 2,65 мкг/мл) (рису- 
нок 15).

При этом выявлено, что ППР извлечениями из  
плодовых тел со средним уровнем антиоксидантной 
активности значимо связан с содержанием феноль- 
ных соединений (р = 0,00025; Fкрит. = 4,41; F = 20,7),  
однако только ими не обусловлен (r = 0,56062).

Установлен ряд извлечений с низкой антиокси-
дантной активностью (менее 15 %): Amanita musca-
ria (4,71 ± 1,84 %), Lactarius sp. (13,1 ± 0,91 %), Corti-
narius armillatus (0,44 ± 0,91 %), Cortinarius triumphans 
(6,77 ± 1,74 %), Cortinarius camphoratus (–1,45 ± 0,63 %), 
Leccinum versipelle (7,41 ± 0,63 %), Collybia fusipes 
(6,22 ± 1,08 %), Postia rennyi (14,7 ± 0,24 %), Postia 
caesia (13,4 ± 0,94 %), Pleurotus ostreatus (9,40 ± 1,00 %), 
Clitocybe gibba (9,17 ± 1,13 %), Sebacina epigaea (13,9 ± 
0,76 %), Entoloma cetratum (4,37 ± 0,85 %), Clitopilus 
prunulus (4,77 ± 1,69 %), Entoloma vernum (8,95±3,15%), 
Tricholomopsis decora (5,14 ± 0,84 %) (рисунок 16).

Для этих извлечений характерно сниженное со-
держание фенольных соединений: Amanita muscaria 
(55,7 ± 3,52 мкг/мл), Lactarius sp. (88,5 ± 2,96  мкг/мл), 
Cortinarius armillatus (39,2 ± 1,93 мкг/мл), Cortinarius 
triumphans (126,0 ± 4,10 мкг/мл), Cortinarius camph-
oratus (69,0 ± 2,97 мкг/мл), Leccinum versipelle (120,6 ± 
9,05 мкг/мл), Collybia fusipes (18,1 ± 6,78 мкг/мл), Pos- 
tia rennyi (35,1 ± 1,12 мкг/мл), Postia caesia (72,1 ± 
1,82 мкг/мл), Pleurotus ostreatus (55,7 ± 6,17 мкг/мл),  
Clitocybe gibba (55,6 ± 0,82 мкг/мл), Sebacina epi-
gaea (20,7 ± 1,93 мкг/мл), Entoloma cetratum (28,6 ± 
6,03 мкг/мл), Clitopilus prunulus (78,6 ± 4,08 мкг/мл), 
Entoloma vernum (31,7 ± 2,08 мкг/мл), Tricholomopsis 
decora (6,75 ± 1,38 мкг/мл) (рисунок 17). Концентра-
ция фенольных соединений для данных экстрактов  

Рисунок 13. Концентрация фенольных соединений в извлече-
ниях из плодовых тел с высоким уровнем антиоксидантной 
активности

Figure 13. Concentration of phenolic compounds in extracts from 
fruiting bodies with high levels of antioxidant activity

Рисунок 14. ППР извлечениями из плодовых тел со средним 
уровнем антиоксидантной активности

Figure 14. PRA of extracts from fruiting bodies with an average 
level of antioxidant activity

Рисунок 15. Концентрация фенольных соединений в извлече-
ниях из плодовых тел со средним уровнем антиоксидантной 
активности

Figure 15. Concentration of phenolic compounds in extracts from 
fruiting bodies with an average level of antioxidant activity
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имела высокую степень разброса значений вокруг 
среднего.

При этом выявлено, что ППР извлечениями из  
плодовых тел с низким уровнем антиоксидантной  
активности значимо связан с содержанием феноль- 
ных соединений (р = 4,9 · 10–6; Fкрит. = 4,17; F = 30,8),  
однако их содержанием не обусловлен (r = –0,0005).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведено исследование антимикробной актив-

ности экстрактов, полученных из 83 видов шляпоч-
ных грибов, произрастающих в Ленинградской обла-
сти. В отношении представителя грамположительной 
флоры S. aureus, за исключением двух видов, зна-

чения МИК варьировались от 2500 до 5000 мкг/мл.  
По отношению к представителю грамотрицатель-
ной флоры E. coli наблюдалась активность на уровне  
1250 мкг/мл для восьми видов. Против дрожжево-
го микромицета C. albicans наблюдалась наиболь-
шая активность для семнадцати видов – от 1250 до  
312 мкг/мл. Также были выявлены грибные извлече-
ния с высоким, средним и низким уровнем антиокси-
дантной активности. Показано, что антиоксидантная 
активность извлечений из плодовых тел грибов свя-
зана с содержанием фенольных соединений, однако 
обусловлена не только их содержанием, а, предпо- 
ложительно, другими группами биологически актив-
ных веществ. Исходя из полученных данных, можно 

Рисунок 17. Концентрация фенольных соединений в извлечениях из плодовых тел с низким уровнем антиоксидантной 
активности

Figure 17. Concentration of phenolic compounds in extracts from fruiting bodies with low levels of antioxidant activity

Рисунок 16. ППР извлечениями из плодовых тел с низким уровнем антиоксидантной активности

Figure 16. PRA with extracts from fruiting bodies with low levels of antioxidant activity
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сделать вывод, что шляпочные грибы представляют 
собой перспективный источник биологически актив-
ных веществ с противогрибковой и антиоксидант- 
ной активностью.
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Министерства здравоохранения Российской Федерации (ФГБОУ ВО СПХФУ Минздрава России). 197022, Россия, г. Санкт-Петербург, ул. Профессора Попова, д. 14, лит. А
2 Федеральное государственное автономное образовательное учреждение высшего образования «Первый Московский государственный медицинский университет имени 
И. М. Сеченова» Министерства здравоохранения Российской Федерации (Сеченовский Университет). 119991, Россия, г. Москва, ул. Трубецкая, д. 8, стр. 2
3 Федеральное государственное бюджетное учреждение науки Федеральный исследовательский центр химической физики им. Н. Н. Семёнова Российской академии наук  
(ФИЦ ХФ РАН). 119991, Россия, г. Москва, ул. Косыгина, д. 4

 Контактное лицо: Гусев Константин А. E-mail: konstantin.gusev@pharminnotech.com

ORCID: К. А. Гусев – https://orcid.org/0000-0003-1922-3282; А. Р. Алиев – https://orcid.org/0000-0003-0010-0119; 
               Ю. Э. Генералова – https://orcid.org/0000-0002-2573-6036; Н. А. Аксенова – https://orcid.org/0000-0003-0527-8899; 
               Г. В. Речкалов – https://orcid.org/0009-0004-0608-1611; Д. Н. Маймистов – https://orcid.org/0000-0001-8070-1699; 
               Г. М. Алексеева – https://orcid.org/0009-0008-6343-0450; Е. В. Флисюк – https://orcid.org/0000-0001-8077-2462.

Статья поступила: 26.09.2023             Статья принята в печать: 07.11.2023             Статья опубликована: 24.11.2023

Резюме
Введение. «Эбастин», антигистаминный препарат второго поколения, выпускается в форме орально диспергируемых таблеток 
и таблеток, покрытых пленочной оболочкой. Субстанция эбастина характеризуется высокой биодоступностью, но низкой 
растворимостью в воде и средах желудочно-кишечного тракта. Для решения проблемы низкой растворимости эбастина предложена 
технология создания твердых дисперсий на основе полимерных носителей методом экструзии горячего расплава.
Цель. Разработка состава и технологии получения экструдата для создания аморфной твердой дисперсной системы эбастина с целью 
ускорения процесса высвобождения и повышения биодоступности.
Материалы и методы. Эбастин микронизированный (АО «Активный Компонент», Россия); эбастин кристаллический (Arevipharma 
GmbH, Германия); VIVAPHARM® PVP/VA 64 (JRS Pharma GMbH & Co. KG, Германия). Экструдаты получали на двухшнековом лабораторном 
экструдере с сонаправленным вращением шнеков HAAKE™ miniCTW (Thermo Fisher Scientific, Германия). Образцы исследовали методами 
дифференциальной сканирующей калориметрии, синхронного термического анализа, порошковой рентгеновской дифракции и  
ИК-фурье-спектроскопии. Количественное содержание действующего вещества определяли методом спектрофотометрии, а 
содержание родственных примесей в аморфной твердой дисперсии эбастина определяли методом ВЭЖХ.
Результаты и обсуждение. Разработана технология получения аморфной твердой дисперсии эбастина методом экструзии горячего 
расплава, значительно улучшены фармакокинетические свойства активного вещества, оптимизирован процесс получения твердой 
дисперсии, содержащей 20 % эбастина, с целью уменьшения содержания количества примесей в экструдате.
Заключение. Максимальная концентрация эбастина для аморфной твердой дисперсии надлежащего качества на основе PVP/VA64 
составила 20 %. Получение твердой дисперсии методом экструзии горячего расплава с содержанием эбастина в PVP/VA64 выше 30 % 
невозможно, так как расплав не стеклуется.

Ключевые слова: орально диспергируемые таблетки, эбастин, экструзия горячего расплава, аморфная твердая дисперсия,  
растворимость
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Abstract
Introduction. Ebastine is a second-generation antihistamine drug available in the form of orally disintegrating tablets and film-coated tablets. 
Ebastine substance exhibits high bioavailability, but low solubility in water and gastrointestinal tract media. The technology of solid dispersions 
based on polymer carriers by hot melt extrusion is proposed to solve the problem of ebastine low solubility.
Aim. Composition development of extrudate and its production technology to create an amorphous solid dispersion of ebastine in oder to 
increase the recovery rate and bioavailability.
Materials and methods. Ebastin micronized (JSC "Active Component", Russia); ebastin crystalline (Arevipharma GmbH, Germany); VIVAPHARM® 
PVP/VA 64 (JRS Pharma GMbH & Co. KG, Germany). Extrudates were obtained on a HAAKE™ miniCTW co-rotating twin-screw laboratory extruder 
(Thermo Fisher Scientific, Germany). Extrudates were studied by differential scanning calorimetry, synchronous thermal analysis, powder X-ray 
diffraction and FTIR-spectroscopy. The quantitative content of the active ingredient was determined by spectrophotometry. The content of related 
impurities in the amorphous solid dispersion of ebastine was determined by HPLC.
Results and discussion. The technology of amorphous solid dispersion of ebastine by hot melt extrusion was developed. The pharmacokinetic 
properties of ebastine were significantly improved. The process of obtaining solid dispersion with 20 % of ebastine was optimized in order to 
reduce the content of impurities in the extrudate.
Conclusion. The maximum concentration of ebastine for proper quality amorphous solid dispersion based on PVP/VA64 amounted to 20 %. 
Obtaining a solid dispersion by hot melt extrusion with ebastine content in PVP/VA64 higher than 30 % is impossible because the melt does not 
possess the glass transition property.

Keywords: orally disintegrating tablet, ebastine, hot melt extrusion, extrudate, amorphous solid dispersion, solubility
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ВВЕДЕНИЕ

Согласно данным Всемирной организации здра-
воохранения, аллергическими реакциями страдает 
более трети населения Земли, заболеваемость рас-
тет с каждым годом. В России, по данным опроса 
компании Rambler&Co в 2021 году, более 60 % опро-
шенных граждан сталкиваются с симптомами аллер-

гии ежегодно. Антигистаминные препараты часто 
назначаются для устранения симптомов аллергиче-
ского ринита и в качестве дополнительной терапии 
при астме.

Первой линией терапии аллергических заболе-
ваний в настоящее время остаются антигистамин-
ные препараты (АГП), которые значительно облег-
чают симптомы аллергии. Одной из перспективных 
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форм для приема АГП являются орально дисперги-
руемые таблетки, которые обеспечивают удобство 
приема и быстрое наступление фармакологическо-
го эффекта.

«Эбастин», антигистаминный препарат второго  
поколения, выпускается в форме орально дисперги-
руемых таблеток и таблеток, покрытых пленочной 
оболочкой. Субстанция эбастина характеризуется вы-
сокой биодоступностью, но низкой растворимостью  
в воде и средах желудочно-кишечного тракта (ЖКТ). 
Для повышения биодоступности действующего ве- 
щества в орально диспергируемых таблетках ис-
пользуется технология лиофилизации. А для получе- 
ния необходимого профиля высвобождения таблеток, 
покрытых пленочной оболочкой, применяют микро-
низированную субстанцию.

Технология производства лиофилизированных 
таблеток характеризуется высокой стоимостью про-
цесса и уникальностью оборудования. Однако для 
повышения растворимости и биодоступности дейст- 
вующего вещества могут быть использованы и другие, 
более оптимальные методы.

Существует несколько подходов, улучшающих аб-
сорбцию вещества в ЖКТ за счет повышения раст- 
воримости и/или скорости растворения. Методы по-
вышения растворимости делятся на химические (со- 
ли  [1], сокристаллы [2] и пролекарства [3]) и физи-
ческие (комплексообразование [4], создание само- 
эмульгирующихся композиций, липосомальные тех- 
нологии  [5], микронизация [6], преобразование в 
аморфную форму и создание твердых дисперсных  
систем (ТДС) на основе полимерных носителей [7]).  
Химические модификации имеют весьма ограничен-
ное применение ввиду особенностей активной мо-
лекулы. В то же время физические методы являются 
более универсальными и широко используются в тех-
нологии готовых лекарственных средств (ГЛС).

Уменьшение размера частиц – одна из самых  
распространенных технологий повышения раство- 
римости лекарств, поскольку растворимость дейст- 
вующего вещества (ДВ) неразрывно связана с удель-
ной поверхностью частиц. Данный метод широко 
используется в фармацевтической технологии для 
повышения биодоступности плохо растворимых ак-
тивных фармацевтических субстанций (АФС) [6], что 
позволяет снизить терапевтическую дозу лекарст- 
венного вещества (ЛВ) и уменьшить количество по-
бочных эффектов. Однако уменьшение размера ча-
стиц оказывает сравнительно небольшое влияние  
на растворимость ДВ, поскольку повышает не пре-
дельную растворимость АФС, а скорость его раство-
рения за счет увеличения площади, доступной для 
сольватации. Например, в исследовании Xi Han со- 
общается, что микронизация ибупрофена не приве- 
ла к увеличению скорости растворения [8].

При измельчении ДВ приобретает неудовлетво-
рительные технологические свойства. Отсутствие сы-
пучести, агломерация, повышение реакционной и 

адсорбционной способностей являются следствием 
увеличения свободной поверхностной энергии ча-
стиц в процессе измельчения. При этом система ста-
новится термодинамически неустойчивой: частицы 
взаимодействуют с кислородом воздуха, другими 
компонентами порошкообразной смеси и окружаю- 
щей среды (газами, мелкими частицами или микро- 
организмами), с материалом мельниц, а также адсор-
бируют влагу, что приводит к уменьшению устойчи- 
вости при хранении. Другой существенный недоста- 
ток технологии – это накопление в процессе измель-
чения частицами и элементами оборудования элект- 
ростатических зарядов, что вызывает пыление ДВ и 
прилипание к поверхности оборудования, за счет  
чего увеличиваются технологические потери. Все эти 
факторы приводят к усложнению процесса и больше-
му количеству потерь на каждой стадии производст- 
ва готовой лекарственной формы на основе микро- 
низированной субстанции.

В качестве альтернативного промышленного ме-
тода повышения растворимости и биодоступности 
ДВ предложено создание твердых дисперсных систем  
(ТДС) на основе полимерных носителей методом  
экструзии горячего расплава. Создание ТДС позволяет 
в большей степени повысить растворимость по срав-
нению с методом микронизации. Так, в исследова- 
нии Nam Ah Kim сообщается, что для ТДС будеина  
характерно повышение растворимости более чем в 
20  раз относительно микронизированной субстан- 
ции [9]. 

Экструзия горячего расплава – это непрерыв-
ный или периодический процесс, который включа-
ет плавление, смешение, гомогенизацию и продавли-
вание материала через матрицу при нагревании  [7]. 
В результате расплавления, последующего интенсив-
ного перемешивания, продавливания и остывания 
образуется ТДС на основе полимера, содержащего 
действующее вещество. В такой системе ДВ внедрены 
в носитель, который состоит из одного или несколь-
ких фармацевтически приемлемых полимеров, пла-
стификаторов и вспомогательных веществ.

Полимеры, используемые при экструзии горя- 
чего расплава в фармации, могут быть водораство-
римыми или водонерастворимыми либо могут обес- 
печивать растворимость ТДС в определенных сре-
дах. К нерастворимым в воде носителям относят-
ся такие полимеры, как этилцеллюлоза и различные 
воски: в такой системе высвобождение ДВ происхо-
дит за счет диффузии. Водорастворимые полимеры 
включают гидроксипропилметилцеллюлозу (ГПМЦ), 
полиэтиленоксиды, полиэтиленгликоли, поливинил-
пирролидон и его сополимеры, а также их компози- 
ции, в которых ДВ высвобождается за счет диффу-
зии или эрозии в процессе растворения полимерной 
матрицы  [10, 11]. Из литературы известны основные 
параметры для фармацевтически пригодных поли-
меров-носителей – термические свойства и особен- 
ности процесса экструзии.
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Физические и химические свойства полимера-но-
сителя определяют основные свойства ТДС: позво- 
ляют модифицировать высвобождение ДВ из конеч-
ной лекарственной формы, определяют раствори-
мость АФС в лекарственной форме и стабильность 
при хранении. Ранее авторы провели исследования  
по созданию твердых дисперсий [7] и экструдатов  [12]  
с заданными технологическими свойствами. На ос-
новании литературных данных и опыта разработки 
технологии в качестве полимера-носителя для суб-
станции эбастина был выбран сополимер поливинил-
пирролидона и винилацетата (соотношение 60 : 40). 
Этот полимер-носитель позволяет значительно повы-
сить растворимость ДВ и обладает невысокой темпе-
ратурой экструзии.

В исследовании использовали фармацевтические 
субстанции эбастина, полученные от двух производи-
телей: кристаллический эбастин и микронизирован-
ный. Оба образца практически нерастворимы в воде 
и малорастворимы в 0,01 н соляной кислоте. Допол-
нительно микронизированная АФС эбастина обладает  
неудовлетворительными технологическими свойст- 
вами, такими как низкая сыпучесть, пыление и накоп- 
ление статического заряда.

Целью работы является разработка состава  
экструдата и технологии его получения для создания 
аморфной твердой дисперсной системы эбастина для 
ускорения процесса высвобождения и повышения 
биодоступности.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалы. Эбастин микронизированный 

(АО  «Активный Компонент», Россия); эбастин крис- 
таллический (Arevipharma GmbH, Германия); VIVA- 
PHARM® PVP/VA 64 (далее – PVP/VA) (JRS Pharma GMbH 
& Co. KG, Германия).

Оборудование. Двухшнековый лабораторный 
экструдер HAAKE™ miniCTW (Thermo Fisher Scientific, 
Германия) с сонаправленными коническими шне-
ками; коническая мельница-калибратор ZLJ-125 
(Shanghai Unique Machinery Technology Co., Ltd., Ки-
тай); многофункциональная лабораторная установка 
Unique Machinery DGN-II (Shanghai Unique Machinery 
Technology Co., Ltd., Китай); дифференциальный ска-
нирующий калориметр DSC  3+ (Mettler-Toledo GmbH, 
Швейцария); синхронный термический анализатор 
STA 6000 (PerkinElmer, США); ИК-фурье-спектрометр 
ФСМ 1201 (АО «СПБ Инструментс», Россия); автомати-
ческий порошковый дифрактометр Ultima IV-285 (Ri-
gaku Corporation, Япония); спектрофотометр СФ-2000  
(ООО «ОКБ Спектр», Россия); жидкостный хромато-
граф высокого давления Flexar (PerkinElmer, США);  
тестер растворения DT 626/1000 HH (ERWEKA GmbH, 
Германия).

Синхронный термический анализ проводили  
на синхронном термическом анализаторе STA 6000. 
Нагрев тигля осуществляли со скоростью 10 К/мин в 
диапазоне температур от 20 до 400 °С, в среде инерт-

ного газа – азота. Анализ проводили в керамическом 
тигле объемом 250 мкл. 

Дифференциальную сканирующую калориме-
трию (ДСК) проводили на дифференциальном ска- 
нирующем калориметре  DSC  3+. Метод состоял из 
трех последовательных сегментов: нагрева, охлаж-
дения, нагрева в диапазоне от 0 до 150 °С. Измене-
ние температуры производилось с интенсивностью  
10  К/мин в среде азота с расходом 50  мл/мин. Ис-
пользовались тигли алюминиевые стандартные на 
40 мкл с перфорацией. Калибровку по температуре и 
энтальпии проводили по чистым металлам – индию  
(МЕ-119442) и цинку (МЕ-119441) в соответствии с  
инструкциями производителя. Данные обрабатыва-
лись с помощью программного обеспечения Mettler 
STARe, версия V16.20c.

Спектр поглощения образцов измеряли на ИК- 
фурье-спектрометре ФСМ 1201 в диапазоне длин волн 
от 500 до 4000 см–1. Пробоподготовку проводили по 
стандартной методике, исследуемое вещество за- 
прессовывали в таблетку с KBr для ИК-спектрометрии. 
Данные обрабатывали с помощью программного  
обеспечения Python 3.9, для визуализации использо- 
вана библиотека matplotlib версии 3.7.0.

Исследование образцов методом порошко-
вой рентгеновской дифракции проводилось с ис-
пользованием автоматического порошкового диф-
рактометра Ultima IV-285, излучение рентгеновской 
трубки  – CuKα1 + 2, длины волн – λCuKα1 = 1.54059 Å и 
λCuKα2 = 1.54443  Å, режим работы трубки – 40 кВ / 30  мА, 
позиционно-чувствительный детектор, геометрия на  
отражение, схема фокусировки Брегга – Брентано, 
скорость вращения образца – 20 оборотов в мину-
ту, интервал углов дифракции – 2θ = 3–60º, шаг ска-
нирования – 0,02º, скорость сканирования – 2  º/мин,  
атмосфера – воздух. Образцы готовили сухим прес- 
сованием исследуемой смеси в низкофоновую кю-
вету из монокристаллического кремния (глубина  
0,5 мм, диаметр исследуемой площади 20 мм).

Методика получения экструдатов. Смешение 
эбастина и PVP/VA64 осуществляли в аппарате ти-
па «пьяная бочка» в течение 20 минут при скорости  
вращения 45 об/мин. Экструзию горячего расплава 
проводили в двухшнекововом лабораторном экстру-
дере HAAKE™ MiniCTW с сонаправленными кониче-
скими шнеками. Экструдер собирали, устанавливали 
матрицу с диаметром отверстия 1 мм и задавали тем-
пературу нагрева материального цилиндра. Загружа-
ли смесь равными порциями, равномерность загруз- 
ки контролировалась по крутящему моменту на шне-
ках. Фиксировался рабочий крутящий момент, при  
котором через матрицу стабильно экструдировался 
обработанный состав. Экструдат вытягивался вруч-
ную, для упрощения последующего измельчения диа-
метр выдерживался в диапазоне от 1,0 до 1,4 мм.

Полученный экструдат измельчали на конической 
мельнице-калибраторе ZLJ-125 через сито с круглы-
ми ячейками диаметром 1,0 мм, со скоростью враще-
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ния роторного ножа 500–600 об/мин (нож с круглым 
профилем). Измельченный экструдат просеивали че-
рез сито 710 мкм и фракцию менее 710 мкм собирали  
в фольгированный ZIP-пакет для защиты от света и 
влаги в процессе хранения.

Количественное определение эбастина прово-
дили методом УФ-спектрофотомерии. Готовили раст- 
вор эбастина в 96%-м спирте этиловом с номиналь-
ной концентрацией 1 мг/мл и полученный раствор 
фильтровали через нейлоновый фильтр с диаметром 
пор 0,45 мкм. 1,0 мл фильтрата помещали в мерную 
колбу вместимостью 100 мл, доводили объем раство- 
ра 0,01  М раствором хлористоводородной кислоты  
до метки и перемешивали.

Измеряли оптическую плотность испытуемого 
раствора ТДС и раствора стандартного образца эбас- 
тина на спектрофотометре в максимуме поглощения 
при длине волны 258 нм. В качестве раствора сравне-
ния использовали 0,01М раствор хлористоводород-
ной кислоты.

Тест кинетики растворения проводился на тес- 
тере растворения ERWEKA DT 626/1000 HH со ско- 
ростью вращения лопастной мешалки 50 об/мин в 
среде 0,01  М раствора хлороводородной кислоты. 
Объем среды растворения составил 1000 мл, темпе- 
ратура среды (37 ± 0,5)  °С. Пробы 10 мл отбирали и 
фильтровали через нейлоновый фильтр с диаметром 
пор 0,45  мкм через равные промежутки времени  –  
15, 30, 45  минут, с последующим восполнением сре- 
ды. Для количественного определения использовался 
метод УФ-спектрофотомерии с внешним стандартом.

Примеси определяли методом высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ). Анализ 
проводили на хроматографе жидкостном высокого 
давления Flexar, снабженном насосом с формирова-
нием градиента на стороне низкого давления, авто-
дозатором, термостатом колонки и УФ-детектором. 
Для проведения испытаний готовили раствор с но-
минальной концентрацией действующего вещества 
2  мг/мл (растворитель – ацетонитрил и вода в соот- 
ношении 8 : 2).

Приготовление буферного раствора рН 6,0: в 
мерную колбу вместимостью 1000 мл помещают 
950  мл воды для хроматографии, 1,4 мл триэтилами- 
на и 0,3  мл фосфорной кислоты, добавляют фосфор-
ную кислоту (при необходимости) до pH 6,0 ± 0,1, до-
водят объем раствора водой для хроматографии до 
метки и перемешивают. Полученный раствор фильт- 
руют через нейлоновый фильтр с диаметром пор  
не более 0,45 мкм.

Подвижная фаза А. Смешивают 300 мл буфер- 
ного раствора и 100 мл ацетонитрила, перемешивают 
и дегазируют.

Подвижная фаза Б. Смешивают 500 мл метанола 
и 100 мл ацетонитрила, перемешивают и дегазируют.

Время записи хроматограммы должно не ме-
нее чем в 1,5 раза превышать время удерживания 
эбастина.

Хроматографические условия представлены в  
таблице 1.

Таблица 1. Хроматографические условия

Table 1. Chromatography conditions

Колонка
Column

Kromasil 300-5C8, 250 мм × 4,6 мм, 5 мкм
Kromasil 300-5C8, 250 mm × 4.6 mm, 5 µm

Элюент
Eluent

ПФ А: ПФ Б (55:45)
MP A : MP B (55 : 45)

Скорость потока
Flow rate

1,5 мл/мин
1,5 ml/min

Температура колонки
Column temperature

40 °С

Детектор
Detector

УФ, 210 нм
UV, 210 nm

Объем пробы
Sample volume

20 мкл
20 μl

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для определения применимости процесса экстру-

зии горячего расплава для получения твердой дис-
персии эбастина исследовали термические свойст- 
ва микронизированной и немикронизированной  
субстанций. Согласно полученным результатам ДСК 
температуры плавления образцов составили 86,1 и 
87,5  °С соответственно. Согласно результатам син-
хронного термического анализа разрушение субстан-
ции эбастина начинается при температуре свыше 
200  °С. Таким образом установили первоначальный 
рабочий диапазон процесса экструзии для субстан- 
ции эбастина от 80 до 150 °С в зависимости от итого- 
вого состава твердой дисперсии.

В качестве исходного сырья ввиду оптималь-
ных технологических свойств для процесса экстру-
зии и получения ТДС выбран немикронизированный 
эбастин.

Термические свойства полученного образца  
PVP/VA64 исследованы методом синхронного тер-
мического анализа. Результаты показали, что обра-
зец PVP/VA64 марки VIVAPHARM® PVP/VA 64 содер- 
жит 1,5 % воды по массе, при этом не характеризует-
ся явными эффектами плавления. Характерный эндо-
термический эффект в диапазоне от 40 до 100 °С соот- 
ветствует потере массы при испарении воды (рису-
нок 3). Как ранее было изучено, рабочий температур-
ный диапазон экструзии для PVP/VA64 находится в  
диапазоне от 120 до 200 °С.

Для уточнения минимальной рабочей темпера-
туры экструзии PVP/VA64 экструдировали чистый 
полимер в диапазоне температур от 110 до 180 °С с 
шагом в 10 °С. Минимальная рабочая температура 
экструзии чистого VIVAPHARM® PVP/VA 64 состави-
ла 140 °С.

Учитывая, что ДВ имеет температуру плавления 
значительно ниже, чем у полимера-носителя, оно  
может выполнять роль пластификатора и потенциаль-
но позволит снизить рабочую температуру экструзии 
до 120 °С при 20%-м содержании эбастина в смеси.
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Для определения оптимального температурного 
диапазона экструзии при одинаковой скорости вра-
щения шнеков (20 об/мин) состав, содержащий 20 % 
эбастина и 80 % полимера-носителя по массе, экст- 
рудировали при температурах 120, 130 и 140 °С.  
В процессе экструзии оценивали крутящий момент  
на шнеках, время пребывания материала в экструде- 
ре и внешний вид экструдата. Фотографии получен-
ных экструдатов представлены на рисунке 1. В полу-
ченных образцах оценивали количественное содер-
жание эбастина и сумму примесей. Сводные данные 
представлены в таблице 2.

Полученные при температуре 120 °С экструда-
ты являются мутными. При повышении темпера-
туры процесса получаемые продукты становятся  
прозрачными и затем приобретают желтоватый отте-
нок. Аналогично при повышении температуры уве- 
личивается количество примесей эбастина в экстру- 
дате (таблица 2).

На основании полученных данных проведена оп-
тимизация параметров процесса экструзии с целью 
снижения термического воздействия на продукт. При 
температурах 120 и 130 °С получены экструдаты при 
скоростях вращения шнеков 50 об/мин и 100 об/мин, 

благодаря чему сокращено время пребывания эбасти-
на в экструдере.

Параметры экструдата оценены аналогично пре-
дыдущему эксперименту, результаты представлены в 
таблице 3. 

Согласно результатам, представленным в табли-
це  3, для образцов № 4–7 удалось снизить сумму при-
месей до нормативных показателей в готовой ле- 

Таблица 2. Результаты процесса экструзии ТДС эбастина

Table 2. Results of extrusion ebastine SDS

№

Содержание 
эбастина, %

Ebastine 
content, %

Содержание 
PVP/VA64, %

PVPVA64 
content, %

Тэкструзии, °С
Тextrusion, °С

Скорость 
вращения 

шнеков, об/мин
Screw rotation 

speed, rpm

Время 
пребывания  

в экструдере, с
Residence time 
in extruder, sec

Крутящий 
момент, Н/м
Torque, N/m

Сумма примесей, %
Amount  

of impurities, %

Чистая субстанция эбастина (Arevipharma GmbH, Германия)
Pure ebastine (Arevipharma GmbH, Germany) 0,058 ± 0,005

1

20 80

120

20 195

0,09 0,41 ± 0,01

2 130 0,06 0,58 ± 0,01

3 140 0,06 0,76 ± 0,02

Таблица 3. Результаты процесса экструзии ТДС эбастина после оптимизации

Table 3. Results of extrusion ebastine SDS after optimization

№

Содержание 
эбастина, %

Ebastine 
content, %

Содержание 
PVP/VA64, %

PVPVA64 
content, %

Тэкструзии, °С
Тextrusion, °С

Скорость 
вращения 

шнеков, об/мин
Screw rotation 

speed, rpm

Время 
пребывания  

в экструдере, с
Residence time in 

extruder, sec

Крутящий 
момент, Н/м
Torque, N/m

Сумма примесей, %
Amount  

of impurities, %

Чистая субстанция эбастина (Arevipharma GmbH, Германия)
Pure ebastine (Arevipharma GmbH, Germany)

0,058 ± 0,005

4

20 80

120
50 100

0,15 0,19 ± 0,02

5 130 0,12 0,16 ± 0,02

6 120
100 80

0,3 0,13 ± 0,01

7 130 0,3 0,14 ± 0,01

Рисунок 1. Фотография экструдатов эбастина и PVP/VA64, по-
лученных при различных температурах

Figure 1. Photograph of ebastine and PVP/VA64 estrudates 
prepared at various temperatures
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карственной форме (не более 0,2 %). Кроме того,  
при уменьшении времени пребывания смеси компо-
нентов в экструдере наблюдалась динамика сниже- 
ния примесей. Визуально все образцы экструдата 
№ 4–7 являются бесцветными и прозрачными.

В рамках проведенной работы исследована воз-
можность увеличения концентрации эбастина в ТДС 
для последующего создания готовой лекарственной 
формы. При параметрах экструзии (см. таблица 3) по-
лучены экструдаты, содержащие 30 % эбастина по 
массе. Дополнительно проведена серия эксперимен-
тов по получению экструдатов, содержащих 50 %  
эбастина. Экструдаты с содержанием эбастина 50 % 
не стекловались, образовывали вязкую, смолоподоб-
ную массу.

Состав, содержащий 30 % эбастина, показал зна-
чительное увеличение количества примесей вплоть 
до 0,8 % при 120 °С и 100 об/мин. Таким образом, мак-
симальная концентрация эбастина в бинарной твер-
дой дисперсии на основе PVP/VA64 составила 20 %  
по массе.

Для контроля качества экструдатов проведено 
количественное определение эбастина. Содержание 
эбастина в полученных образцах ТДС соответствова- 
ло заявленному с учетом погрешности метода.

Твердая дисперсия эбастина (20 %) охарактери-
зована синхронным термическим анализом. ДСК-кри-
вые ТДС эбастина (20 %), PVP/VA64 и чистого кристал-
лического вещества представлены на рисунке 2. На 
кривой ДСК твердой дисперсии эбастина не наблю-

дается отдельного пика, соответствующего плавле-
нию чистой субстанции, что может свидетельство-
вать об образовании аморфной твердой дисперсии 
АФС в результате обработки методом экструзии го-
рячего расплава.

ТДС эбастина (20 %) проанализирована с помо-
щью ИК-фурье-спектроскопии. ИК-спектры в диапа-
зоне от 2000 до 450 см–1 чистого эбастина, PVP/VA64  
и ТДС эбастина представлены на рисунке 3. Основ- 
ные характеристические пики эбастина присутствуют 
на спектре твердой дисперсии, при этом отсутствие 
новых пиков указывает на отсутствие химических ре-
акций с участием обоих компонентов. Уширение и  
незначительное смещение полос в ИК-спектре ТДС  
по сравнению с ИК-спектрами исходных веществ мо-
жет указывать как на переход ДВ из кристаллическо- 
го состояния в аморфное, так и на взаимодействие  
полимерного носителя с эбастином (формирование 
гидрофобных и водородных связей).

Образцы чистого кристаллического эбастина,  
PVP/VA64, механической смеси PVP/VA64 и эбастина  
(20 %) и твердой дисперсии (20 %) оценены на степень 
кристалличности методом порошковой рентгенов-
ской дифракции. Согласно полученным результа-
там (рисунок  4) эбастин представляет собой кристал-
лическую фазу, PVP/VA64 – аморфную, механическая  
смесь эбастина и PVP/VA64 – смесь кристаллической  
и аморфной фаз, при этом твердая дисперсия являет- 
ся аморфной фазой.

Рисунок 2. Результат ДСК эбастина, PVP/VA64 и ТДС (20 %)

Figure 2. Results of DSC ebastine, PVP/VA64 and SDS (20 %)
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Рисунок 3. ИК-фурье-спектры эбастина, PVP/VA64 и ТДС (20 %)

Figure 3. FTIR spectrum of ebastine, PVP/VA64 and SDS (20 %)

Рисунок 4. Результаты исследования порошковой рентгеновской дифракции образцов

Figure 4. XRPD diffractograms of samples
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Таким образом, на основе PVP/VA64 получена 
аморфная твердая дисперсная система (АТДС), содер-
жащая 20 % эбастина. 

Для оценки скорости растворения ДВ эбастина 
из твердой дисперсии проведен тест сравнительной 
кинетики растворения. Для сравнения использова-
ли исходную кристаллическую субстанцию, таблетки 
«Кестин», покрытые пленочной оболочкой, и лиофи- 
лизированные таблетки «Кестин».

Согласно полученным результатам (рисунок  5) 
кристаллическая субстанция демонстрирует низкую 
скорость растворения (53,5 % через 45 минут). Наи-
высшая скорость растворения характерна для ори-
гинальных лиофилизованных таблеток «Кестин». При 
этом твердая дисперсия показывает результат, пре- 
вышающий скорость высвобождения ДВ из таблеток, 
покрытых пленочной оболочкой, и приближается к 
результату лиофилизованных таблеток.

На основании изучения кинетики высвобождения 
эбастина можно сделать вывод о возможности созда-
ния орально диспергируемых таблеток методом пря-
мого прессования на основе АТДС эбастина, получен-
ной методом экструзии горячего расплава.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Результатом проделанной работы стала разра- 

ботка составов АТДС эбастина, содержащих 20 и 30 % 
ДВ, с улучшенными фармакокинетическими свойства-

ми. Показана возможность создания АТДС эбастина 
на основе кристаллической (немикронизированной) 
фармацевтической субстанции. 

С помощью технологии экструзии горячего рас-
плава увеличена скорость растворения и высвобо-
ждения эбастина из АТДС по сравнению с микрони- 
зированной субстанцией. Для уменьшения количест- 
ва родственных примесей эбастина в целевой АТДС 
проведена оптимизация технологии экструзии. Ис-
следован профиль кинетики растворения получен-
ной АТДС, показано значительное улучшение ско-
рости растворения и высвобождения эбастина из 
АТДС. Кинетика растворения АТДС оказалась близка к  
орально диспергируемым таблеткам, полученным 
методом лиофилизации. В перспективе дальнейших 
разработок лежит возможность получения орально 
диспергируемых таблеток на основе АТДС эбастина 
методом прямого прессования.
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Рисунок 5. Кинетика высвобождения эбастина из различных образцов

Figure 5. Ebastine release kinetics from various samples
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Резюме
Введение. После появления эмпаглифлозина на фармацевтическом рынке отмечается рост публикаций, посвященных первичной 
и вторичной фармакодинамике препарата, увеличивается перечень потенциальных показаний к применению данного ингибитора  
натрий-глюкозного котранспортера. Гипотезы о фармакологических эффектах и механизмах их реализации проверяются как в масштабных 
клинических исследованиях, так и в экспериментах на животных.
Цель. Целью данной работы являлись исследования эффективности эмпаглифлозина с использованием эхокардиографических, 
гистологических и молекулярно-биологических анализов в трех наиболее значимых точках динамического перехода от острого инфаркта 
миокарда к постинфарктной хронической сердечной недостаточности на лабораторных крысах-самцах.
Материалы и методы. Эксперимент выполнялся на 60 аутбредных крысах-самцах. Инфаркт миокарда моделировали у наркотизированных 
животных путем перманентной перевязки левой коронарной артерии. Основываясь на данных эхокардиографического (ЭхоКГ) 
исследования, животных рандомизировали на две группы: контрольный инфаркт – группа патологии без лечения, получавшая плацебо, – 
и группа терапии с патологией, получавшая эмпаглифлозин в дозе 1 мг/кг per os внутрижелудочно ежедневно с первого дня эксперимента. 
На 10, 20 и 30-й день после операции животным проводили ЭхоКГ-исследование, производилась эвтаназия части животных по 10 из 
каждой группы для выполнения гистологического исследования и молекулярного анализа.
Результаты и обсуждение. Использование эмпаглифлозина у животных после моделирования инфаркта миокарда способствовало 
значимому увеличению работоспособности миокарда на 10, 20 и 30-й день, достигая максимума на 20-й день (47,58 ± 1,87 %). Препарат 
способствует длительному сохранению зоны повреждения сердечной мышцы с ранним образованием зрелой соединительной ткани, а 
также увеличивает сопротивляемость миокарда к воздействию гипоксии путем роста количества HIF-1.
Заключение. На основании проведенных исследований можно сделать вывод о возможности применения натрий-глюкозного 
котранспортера 2 типа эмпаглифлозина при формировании постинфарктной хронической сердечной недостаточности в условиях 
нормогликемии.

Ключевые слова: инфаркт миокарда, SGLT2-ингибиторы, эхокардиографическое исследование, молекулярно-биологический анализ, 
гистология
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Abstract
Introduction. With the emergence of empagliflozin in the pharmaceutical market, there has been an increase in publications on the primary 
and secondary pharmacodynamics of the drug, and the list of potential indications for the use of this sodium-glucose co-transporter inhibitor is 
increasing. Hypotheses about pharmacological effects and mechanisms of their implementation are tested both in large-scale clinical studies and 
in animal experiments.
Aim. The purpose of this work was to study the effectiveness of empagliflozin by echocardiographic, histological and molecular biological analyses 
at the three most significant points of the dynamic transition from acute myocardial infarction to post-infarction chronic heart failure in laboratory 
male rats.
Materials and methods. The experiment was performed on 60 male outbred rats. Myocardial infarction was modeled in narcotic animals by 
permanent ligation of the left coronary artery. Based on echocardiographic (EchoCG) study data, animals were randomized to two groups: control 
infarction: untreated pathology group treated with placebo and pathology group treated with empagliflozin 1 mg/kg per os intragastric daily 
from the first day of the experiment. At 10, 20 and 30 days after the operation, the animals were also subjected to EchoCG testing, and a group of 
10 animals from each group were euthanized for histological examination and molecular analysis.
Results and discussion. Empagliflozin use in animals after myocardial infarction modeling contributed to a significant increase in myocardial 
performance on days 10, 20 and 30, reaching a maximum on day 20 (47.58 ± 1.87 %). The drug promotes long-term preservation of the area of 
damage to the heart muscle with early formation of mature connective tissue, and also increases myocardial resistance to hypoxia by increasing 
the amount of HIF-1.
Conclusion. Based on the studies carried out, it can be concluded that it is possible to use the sodium-glucose cotransporter type 2 empagliflozin 
in the formation of post-infarction chronic heart failure in the conditions of normoglycemia.

Keywords: myocardial infarction, SGLT2 inhibitors, echocardiogram, molecular biological analysis, histology
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ВВЕДЕНИЕ
Результаты исследования С. А. Шальновой и  

соавт. о встречаемости инфаркта миокарда (ИМ) у  
населения Российской Федерации подтверждают об-
щую долю патологии в 2,9 % от популяции: 5,2 % у 
мужчин и 1,5 % у женщин, с тенденцией к увеличе-
нию с возрастом  [1]. Проведенное к 31.08.2023 кли- 
ническое исследование Empact-Mi посвящено оцен-
ке влияния гипогликемического средства – SGLT2- 
ингибитора эмпаглифлозина (Джардинс®, Boehringer 
Ingelheim) на госпитализацию пациентов с сердеч- 
ной недостаточностью и смертность после перене-
сенного острого ИМ. Однако результаты данного ис-
следования еще только должны стать общедоступ-
ными1. Представлялось актуальным выполнение 

1 EMPACT-MI: A Study to Test Whether Empagliflozin Can 
Lower the Risk of Heart Failure and Death in People Who Had 
a Heart Attack (Myocardial Infarction). Identifier: NCT04509674// 
Available at: https://classic.clinicaltrials.gov/ct2/show/
NCT04509674?term=EMPACT-MI&draw=2&rank=1. Accessed: 
28.09.2023.

экспериментального исследования на лаборатор-
ных животных, позволяющего достаточно быстро 
получить предварительные результаты и использо-
вать методики, недоступные при проведении кли- 
нического исследования, в том числе гистологиче-
ские post mortem. В проведенных нами ранее ис-
следованиях была подтверждена эффективность 
испытуемого препарата на модели постинфаркт-
ной хронической сердечной недостаточности (ПИ 
ХСН)  [2]. При литературном поиске не были обнару-
жены экспериментальные исследования похожего 
дизайна. Однако данные клинического исследова- 
ния EMPA-RESPONSE-AHF2 подтверждают возмож-
ность применения ингибиторов SGLT2 у госпитали-
зированных пациентов с острым ИМ непосредст- 
венно после их стабилизации. В исследовании  

2 Effects of Empagliflozin on Clinical Outcomes in Patients 
With Acute Decompensated Heart Failure (EMPA-RESPONSE) 
ClinicalTrials.gov Identifier: NCT03200860. Available at: https://
classic.clinicaltrials.gov/ct2/show/results/NCT03200860. 
Accessed: 28.09.2023.
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EMPA-RESPONSE-AHF 80 пациентов с острым ИМ  
были рандомизированы и начали получать эмпаг-
лифлозин или плацебо в течение суток после воз-
никновения ИМ. В целом эмпаглифлозин показал се-
бя безопасным и хорошо переносимым препаратом, 
снижая выраженность эффектов комбинированной 
конечной точки [3] 

Гибель кардиомиоцитов и дисфункция остав-
шихся жизнеспособных кардиомиоцитов являются  
основными патологическими факторами сердеч-
ной недостаточности после ИМ. Митохондриальные  
комплексы становятся важными медиаторами ре-
гуляции функции кардиомиоцитов. Однако точная 
роль субъединиц митохондриального комплекса  
при сердечной недостаточности после ИМ остает-
ся неясной. В исследовании Janbandhu показано,  
что HIF-1 или фактор, индуцируемый гипоксией, по-
давляет пролиферацию сердечных фибробластов  
после инфаркта, индуцируемую активными формами 
кислорода (АФК) [4]. HIF-1 является фактором транс-
крипции, который функционирует как главный ре-
гулятор кислородного гомеостаза у всех видов мно-
гоклеточных животных, он контролирует доставку 
кислорода, участвуя в процессах ангиогенеза и ре- 
моделирования сосудов, а также использование кис-
лорода, регулируя метаболизм глюкозы и окисли-
тельно-восстановительный гомеостаз.

При дисфункции миокарда после перенесенного  
инфаркта экспрессия NDUFV опосредует выражен-
ный терапевтический эффект, связанный с регуляцией  
фиброза и апоптоза [5].

Ряд исследований демонстрируют важную роль 
митохондриального дыхательного комплекса II (сук- 
цинатдегидрогеназа, SDHA) в модулировании про- 
дукции АФК при различных сердечно-сосудистых 
патологиях: так, нарушение его сборки в миокарде  
способствует развитию дилатационной кардиомио- 
патии  [6]. Именно поэтому, помимо методов функци-
ональной диагностики (ЭхоКГ) и гистологического 
анализа, при проведении эксперимента использова- 
ны молекулярно-биологические методы.

Целью данного исследования явилась оценка 
эффективности эмпаглифлозина при эксперименталь-
ном ИМ в динамике в условиях нормогликемии и вы-
явление возможного механизма реализации кардио-
тропного эффекта. Для достижения данной цели были 
поставлены следующие задачи:
•• проведение эхокардиографического (ЭхоКГ) ис-

следования на 10, 20 и 30-е сутки от перевязки  
левой коронарной артерии (ЛКА);

•• динамическая гистологическая оценка патологи-
ческих изменений в миокарде;

•• динамическая оценка экспрессии фактора, инду-
цируемого гипоксией (HIF-1), НАДН-дегидрогена- 
зы [убихинон] флавопротеина 1 (NDUFV) и сукци-
натдегидрогеназы (SDHА) методом молекулярно- 
биологического анализа.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Эксперимент выполнялся на 60 аутбредных кры-

сах-самцах, полученных из питомника лаборатор-
ных животных ФГУП ПЛЖ «Рапполово» РАМН. Все ма-
нипуляции с животными проводили в соответствии 
с Директивой 2010/63/EU Европейского парламен-
та и Совета Европейского союза по охране живот-
ных, используемых в научных целях, от 22 сентября 
2010  г. Исследование было выполнено с соблюде-
нием принципов Европейской конвенции о защите 
позвоночных животных, используемых для экспери- 
ментов и других научных целей (Страсбург, 1986) в 
соответствии с правилами надлежащей лаборатор-
ной практики и в соответствии с протоколом био-
этической комиссии СПХФУ №  Rat-SA(MI)-2020 от 
03.02.2020.

Масса животных после периода адаптации на мо-
мент начала эксперимента составила (190 ± 10)  г. Жи-
вотные содержались в условиях 12/12-часового све-
то-темнового режима и получали стандартный корм 
и питьевую воду ad libitum. Инфаркт миокарда моде-
лировали у наркотизированных животных [золетил 
(Virbac, Франция) + ксилазин (Interchemie, Нидерлан-
ды)] путем перманентной перевязки левой коронар-
ной артерии [7–9]. Сразу же после операции, основы-
ваясь на значениях эхокардиографического (ЭхоКГ) 
исследования и данных второго стандартного отве- 
дения снятых электрокардиограмм (ЭКГ), животных 
рандомизировали на две группы: контрольный ин-
фаркт  – группа патологии без лечения, получавшая 
плацебо (группа № 1), – и группа терапии с патоло- 
гией, получавшая эмпаглифлозин в дозе 1 мг/кг  
per os внутрижелудочно ежедневно с первого дня  
эксперимента (группа № 2). На 10, 20 и 30-й день 
после операции животным также производили 
ЭхоКГ-исследование, осуществляли забор и анализ 
гистологического материала. ЭхоКГ выполняли нар- 
котизированным животным на ультразвуковой систе- 
ме MyLabTouchSL 3116 (Esaote, Италия) (рисунок 1). 

При проведении ЭхоКГ животных размещали на  
подогреваемом столике в положении на спине. 
Шерсть над областью сердца предварительно выбри- 
вали для максимального контакта с гелем и ультра- 
звуковым сосудистым линейным датчиком высоко-
го разрешения с частотой 13 МГц. ЭхоКГ проводили  
в В-режиме (двумерное сканирование) и М-режиме 
(одномерное сканирование) [9]. Ключевыми параме-
трами оценки были фракция выброса (ФВ, %), фракция 
укорочения (ФУ, %), конечный систолический размер 
левого желудочка (КСР ЛЖ, мм), конечный диастоли- 
ческий размер левого желудочка (КДР ЛЖ, мм) и час- 
тота сердечных сокращений (ЧСС, уд/мин). 

Через 10, 20 и 30 дней после моделирования ИМ 
производилась эвтаназия части животных по 10 из  
каждой группы для выполнения гистологического ис-
следования и молекулярного анализа.
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Эвтаназию осуществляли внутрисердечной инъ-
екцией 30 %-го раствора калия хлорида наркоти-
зированных животных с целью остановки сердца в  
диастолу. После эвтаназии животных вскрывали, 
сердце извлекали, область с визуализированной зо-
ной некроза помещали в раствор 10%-го забуферен-
ного нейтрального формалина для дальнейшего гис- 
тологического исследования, а оставшийся миокард 
замораживали в жидком азоте для последующего  
молекулярно-биологического анализа. Органы жи-
вотных, погибших в интервале между точками, так- 
же подвергались гистологическому исследованию, 
но не замораживались.

Все данные выражены как среднее ± стандарт- 
ное отклонение. Что касается небольшого размера  
группы и отсутствия нормального распределения  
значений, то для обработки статистических данных  
использовались непараметрические статистические 
методы. В частности, критерий Краскела – Уоллиса  
использовался для оценки значимости различий меж-
ду двумя несовпадающими популяциями. Анализ дан-
ных проводился с использованием пакета STATISTI- 
CA v10.0 (StatSoft, Tulsa, OK, USA), причем значения 
p ≤ 0,05 рассматривались как указывающие на стати-
стическую значимость. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
В первые 10 дней после моделирования ИМ вы- 

живаемость животных в группе контрольного ин-
фаркта составила 80 %, а в группе терапии – 100 %. В 
последующем выживаемость в обеих группах была 
100 %. 

Эхокардиографическое исследование

Согласно данным, полученными нами в ранее 
проведенных исследованиях [7], ФВ (Т) здоровых 
крыс данного пола и возраста колеблется в преде-
лах (71,3 ± 5,21) %, а по литературным данным, ва-
рьирует от 53,7 до 86 % [8]. При этом ФВ в группе 
контрольного инфаркта (группа № 1) на 10-й день 
составила (18,71 ± 7,60) % с возрастанием к 20-му 
дню до (37,12 ± 6,34) % и снижением на 30-й день 
до (24,90 ± 5,49) %, что соответствует формирова-

нию постинфарктной хронической сердечной не-
достаточности (ПИ ХСН). В случае применения эм-
паглифлозина (группа № 2) значимые приросты 
эффективности работы миокарда наблюдались на 
10, 20 и 30-й дни, а на точке «20 дней» достигали 
своего абсолютного максимума (47,58 ± 1,87) % (ри-
сунок 2, А). Значимые различия имеются на точке 
«30 дней» (p = 0,0476).

При анализе ЭхоКГ в предыдущем эксперименте  
ФУ составила (50 ± 7,7) % [7], а по литературным  
данным – от 37 до 52 % [8]. Картина изменений зна- 
чения данного показателя на 10, 20 и 30-й дни пол- 
ностью сопоставима с таковой по ФВ (рисунок 2, Б). 

Значимых различий по показателям КДР ЛЖ, КСР  
ЛЖ между исследуемыми группами контрольного ин-
фаркта и группы лечения получено не было (рису- 
нок 2 В, Г).

Показатель ЧСС на 30-е сутки достоверно увели-
чился в группе терапии по сравнению с патологией  
без лечения, что можно связать с компенсаторной  
реакцией на фоне уменьшения значений функцио-
нальных показателей миокарда (рисунок 2, Д).

На рисунке 2 сведены результаты исследования  
в динамике.

Гистологическое исследование

10-е сутки после операции

В группе контроля (естественное течение после 
экспериментального острого ИМ) патологические 
изменения были закономерно представлены пре-
имущественно выраженным повреждением в виде 
некроза (60 % животных) с умеренно выраженными 
(20 %) или выраженными (20 %) реактивными экссу- 
дативными воспалительными изменениями и фор-
мированием умеренно (50 %) или значительно вы-
раженных (50 %) грануляций. Грануляционная ткань 
характеризуется незрелостью (отсутствием зрелой 
соединительной ткани). В крупных очагах некроза 
кардиомиоцитов наблюдалось формирование уме-
ренно выраженной незрелой грануляционной ткани  
с полиморфноклеточной воспалительной инфильт- 
рацией (рисунок 3, А). 

Рисунок 1. Схема эксперимента

Figure 1. Experimental design
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В группе терапии признаки повреждения мио-
карда (в виде некроза) были значительно выражены 
у меньшей части животных (40 %), у остальных были 
выражены умеренно (20 %) и слабо (20 %) или не вы-
ражены вовсе (20 %). Тем не менее воспалительные 
экссудативные изменения наблюдались у всех живот-
ных, были выражены умеренно (60 %) или значитель-

но (40 %) и сопровождались выраженными разраста- 
ниями грануляционной ткани. Грубая соединительная  
ткань на этом сроке эксперимента не была сформи-
рована, но наблюдалось возникновение эпителио-
идно-клеточной реакции вокруг шовного материала  
(рисунок 3, Б).

Рисунок 2. Динамика изменений основных ЭхоКГ-показателей в сравнении между группой № 1 (патология без лечения) и груп-
пой № 2 (патология с лечением эмпаглифлозином): 
А – изменение значения фракции выброса, %; Б – изменение значения фракции укорочения, %; В – изменение значения КДР ЛЖ, 
мм; Г – изменение значения КСР ЛЖ, мм; Д – изменение ЧСС, уд/мин

Figure 2. Dynamics of changes in the main EchoCG indicators in comparison between group No. 1 (pathology without treatment) and 
group No. 2 (pathology with treatment with empagliflozin):
A – change in ejection fraction value, %; B – change in the value of the shortening fraction, %; С – change in the value of LV EDR, mm; D – 
change in LV ESR value, mm; Е – change in heart rate, beats/min
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20-е сутки после операции

В группе контроля некроз отсутствовал у всех 
животных, однако продолжала сохраняться умерен-
но (60 %) или слабо выраженная (40 %) экссудатив-
ная клеточная реакция (воспаление) и преимущест- 

венно умеренные разрастания грануляционной 
ткани без явлений формирования грубой фиброз- 
ной ткани. Кроме того, у 20 % животных наблюдался 
крупноочаговый кардиосклероз со слабовыражен-
ной перифокальной лимфоцитарной инфильтрацией 
(рисунок 3, В).

Рисунок 3. Гистологические изменения миокарда: 

А – крупные очаги некроза кардиомиоцитов с формированием умеренно выраженной незрелой грануляционной ткани и уме-
ренно выраженной полиморфноклеточной воспалительной инфильтрацией; Б – крупноочаговые некрозы кардиомиоцитов, 
окруженные обширными полями незрелой грануляционной ткани с умеренно выраженной лимфоплазмоцитарной инфильтра-
цией с примесью нейтрофилов, тучных клеток и гемосидерофагов, с дилатацией полостей сердца. Очаговая эпителиоиднокле-
точная реакция вокруг шовного материала, очаги обызвествления; В – крупноочаговый кардиосклероз со слабо выраженной 
перифокальной лимфогистиоцитарной инфильтрацией с примесью плазматических клеток и гемосидерофагов; Г – очаговые 
некрозы кардиомиоцитов, окруженные диффузными обширными полями незрелой грануляционной ткани с выраженной лим-
фоплазмоцитарной инфильтрацией с обильной примесью нейтрофилов с формированием очагов гнойного расплавления, туч-
ных клеток и гемосидерофагов; Д – крупные очаги формирования зрелой грануляционной и соединительной ткани со слабо 
выраженной перифокальной лимфогистиоцитарной инфильтрацией с примесью плазматических клеток, гемосидерофагов, 
тучных клеток; Е – очаговые некрозы кардиомиоцитов, окруженные полями незрелой и зрелой грануляционной ткани с очаго-
вой выраженной лимфоплазмоцитарной инфильтрацией с примесью нейтрофилов, тучных клеток и гемосидерофагов, с дила-
тацией полостей сердца

Figure 3. Histological changes in the myocardium:

A – large foci of cardiomyocyte necrosis with the formation of moderately expressed immature granulation tissue and moderately 
expressed polymorphic cellular inflammatory infiltration; B – large-focal necrosis of cardiomyocytes, surrounded by vast fields of 
immature granulation tissue with moderately pronounced lymphoplasmacytic infiltration with an admixture of neutrophils, mast cells 
and hemosiderophages, with dilatation of the cavities of the heart. Focal epithelioid cell reaction around the suture material, foci of 
calcification; С – large-focal cardiosclerosis with weakly expressed perifocal lymphohistiocytic infiltration with an admixture of plasma 
cells and hemosiderophages; D – focal necrosis of cardiomyocytes, surrounded by diffuse extensive fields of immature granulation 
tissue with pronounced lymphoplasmacytic infiltration with an abundant admixture of neutrophils with the formation of foci of 
purulent melting, mast cells and hemosiderophages; E – large foci of formation of mature granulation and connective tissue with weakly 
expressed perifocal lymphohistiocytic infiltration with an admixture of plasma cells, hemosiderophages, mast cells; F – focal necrosis of 
cardiomyocytes, surrounded by fields of immature and mature granulation tissue with focal pronounced lymphoplasmacytic infiltration 
with an admixture of neutrophils, mast cells and hemosiderophages, with dilatation of the cavities of the heart
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У 40 % животных из группы терапии сохранялись 
признаки повреждения миокарда (в виде очагов 
«замершего инфаркта») среди умеренно выражен-
ной воспалительной инфильтрации и выраженных 
разрастаний грануляционной ткани. Вместе с тем у 
всех животных при этом наблюдалось слабо выра-
женное образование грубой соединительной ткани. 
Наблюдалось возникновение очагового миксомато- 
за в зоне формирующегося рубца у 80 % крыс (рису-
нок 3, Г). 

30-е сутки после операции

В группе контроля у всех животных некротиче- 
ские изменения отсутствовали, воспаление было вы-
ражено слабо, умеренные разрастания грануляцион-
ной ткани сочетались с формированием умеренных 
(50 %) или выраженных (50 %) разрастаний грубой 
рубцовой ткани, в двух наблюдениях отмечено фор-
мирование тяжелой сердечной недостаточности (ри-
сунок 3, Д). 

В группе терапии признаки повреждения миокар- 
да сохранились лишь у одного животного, экссуда-
тивная воспалительная реакция чаще была слабо вы-
ражена, слабо и умеренно выраженные разрастания 
грануляционной ткани сочетались с разной степени 
выраженности разрастаниями грубой рубцовой тка- 
ни. Сохранялась выраженность миксоматоза в зоне 
рубца (80 %) (рисунок 3, Е).

Таким образом, на основании характера и с уче-
том степени выраженности выявленных патологи- 
ческих изменений экспериментальный острый ин-
фаркт миокарда в группе животных, получавших  
эмпаглифлозин, по отношению к группе контроля  
протекал со сниженной элиминацией некротиче- 
ского детрита и длительным сохранением зоны по-
вреждения («замерший инфаркт»), более умеренной 
степенью выраженности экссудативного воспаления 
в зоне повреждения и неравномерностью формиро-
вания грануляционной ткани, а также более ранним 
образованием (уже к 20-му дню) зрелой соединитель-
ной ткани.

Молекулярно-биологический анализ

Тканевая гипоксия или ишемия в результате  
артериальной окклюзии индуцирует активность HIF-1.  
В свою очередь, он активирует транскрипцию не-
скольких генов, кодирующих ангиогенные факторы 
роста и цитокины [фактор роста эндотелия сосудов 
(VEGF), фактор роста плаценты (PGF), фактор роста 
тромбоцитов B (PDGFB), ангиопоэтин 1 (ANGPT1) и 2 
(ANGPT2), фактор стволовых клеток (SCF)], которые, 
связываясь с родственными рецепторами клеточной 
поверхности, опосредуют свое биологическое воз-
действие на эндотелиальные клетки, гладкомышеч-
ные клетки сосудов, эндотелиальные клетки-пред-
шественники, мезенхимальные стволовые клетки и  
другие ангиогенные клетки, происходящие из костно-

го мозга (BMDACs). HIF-1 также опосредует метабо- 
лическое перепрограммирование, которое может за-
щитить сердце от повреждений после продолжитель-
ной ишемии-реперфузии за счет снижения произ-
водства активных форм кислорода [10].

В контрольном инфаркте наблюдалось снижение 
уровня HIF-1 на 10, 20 и 30-е сутки после моделиро- 
вания ИМ (рисунок 4, А). Это может свидетельство- 
вать о замедлении репаративных процессов в зоне 
ишемии на фоне слабовыраженной экссудативной 
воспалительной реакции и формирования умеренных 
и выраженных разрастаний грубой рубцовой ткани.  
В опытной группе на 20-е сутки наблюдалось досто-
верное увеличение количества HIF-1 после модели-
рования патологии. Это может говорить о том, что 
терапия эмпаглифлозином повышает устойчивость 
миокарда к воздействию гипоксии посредством уве-
личения количества HIF-1 с последующим восстанов- 
лением доставки кислорода к тканям, предотвраще- 
нием гибели клеток миокарда, приводящей к разви-
тию некротических очагов и фиброза.

Кислородный дефицит означает для дыхательной 
цепи переноса электронов (ЭТЦ) нехватку как доно-
ров, так и конечного акцептора электронов. Преоб-
ладание анаэробного гликолиза и снижение продук- 
ции пирувата приводят к ингибированию всех ста- 
дий ЦТК, в том числе обеспечивающих субстратами 
комплексы I и II (окисление сукцината до фумарата и 
реакции, сопровождающиеся восстановлением НАД). 
Дефицит акцептора электронов приводит к их утеч- 
ке по пути следования к терминальному комплексу  
ЭТЦ, что сопровождается неполным восстановлением  
кислорода и образованием его активных форм. Из-
менение активности комплексов I и II ЭТЦ является 
одним из основных молекулярных механизмов раз-
вития гипоксии, а также играет важную роль в фор-
мировании клеточного ответа на нее. Эти комплексы 
поставляют электроны в цикл убихинона относитель-
но независимо друг от друга, однако для эффектив- 
ного протекания окислительного фосфорилирования  
и поддержания энергетического баланса в клетке  
необходима нормальная деятельность их обоих.  
Функционируя параллельно, они представляют собой 
первое звено ЭТЦ, и их блокада при гипоксии приво-
дит к нарушению работы всех остальных ее звеньев. 
Наиболее ранней ответной реакцией на снижение 
концентрации кислорода в окружающей среде явля-
ются изменения активности митохондриальных фер-
ментов не на терминальном, а на субстратном участке 
дыхательной цепи, т.е. репрограммирование работы 
ЭТЦ. Происходит обратимое подавление электрон-
транспортной функции комплекса I и компенсатор-
ная активация комплекса  II. При этом резко возрас- 
тают как содержание сукцината в крови и тканях, так  
и вклад сукцинатоксидазного окисления в общее  
дыхание, который может достигать 70–80 %. 
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НАДН-дегидрогеназа [убихинон] флавопротеин 1 –  
основная субъединица дыхательной цепи митохонд- 
риальной мембраны НАДН-дегидрогеназа (комплекс 
I), которая катализирует перенос электронов от НАДН 
через дыхательную цепь, используя убихинон в ка- 
честве акцептора электронов. Также играет важную 
роль в поддержании биоэнергетики клеток, так как  
является звеном ЭТЦ и участвует в процессе окисли-
тельного фосфорилирования. 

По результатам проведенного исследования ко-
личество NDUFV достоверно снизилось на 10-е сут-
ки в опытной группе в сравнении с группой контроля 
(рисунок 4, Б). В целом наблюдалось снижение дан-
ного показателя на 20 и 30-е сутки как в контроль-
ной группе, так и в группе, которая получала терапию 
эмпаглифлозином. 

Основными причинами снижения активности 
комплекса I при гипоксии считаются нехватка NADH 
и диссоциация флавиновой простетической груп-
пы NADH-дегидрогеназной субъединицы. В усло-
виях дефицита кислорода CoQ преимущественно 
находится в восстановленной форме, что делает не-
возможной передачу электронов от флавиновой  
простетической группы и приводит к разрушению ее 
связи с белком [11, 12]

Сукцинатдегидрогеназа (SDH – II комплекс) – это 
гетеротетрамерный интегрированный мембранно- 
протеиновый комплекс, участвующий как в про-
цессе окислительного фосфорилирования, перено-
ся электроны по дыхательной цепи, так и в критиче-
ских реакциях цикла трикарбоновых кислот (цикла 
Кребса), катализируя окисление сукцината до фума-
рата. Комплекс SDH связан с внутренней мембраной 
митохондрий, имеет сложную структуру и состоит 
из 4 субъединиц, включая 2 гидрофильные субъеди- 
ницы  – SDHA и SDHB, которые вместе образуют ка-
талитический центр энзима, и 2 гидрофобные субъ-
единицы – SDHC и SDHD. Основная функция SDHA 
заключается в участии в окислительном фосфори-
лировании: превращение сукцината в фумарат пре-
образует FAD в FADH2. Митохондрии оказывают 
прямое и косвенное влияние на физиологию кар- 
диомиоцитов, регулируя биоэнергетику (кардиомио- 
циты имеют высокую потребность в синтезе АТФ и 
потреблении кислорода), окислительно-восстанови- 
тельный сигнал (физиологический ответ), окисли-
тельный стресс (патологический ответ), метаболизм 
кальция, сократительные свойства, некроз и апоптоз. 
Следовательно, поддержание сердечной митохонд- 
риальной функции и целостности имеет решающее 
значение для здоровья человека.

Рисунок 4. Изменение значений показателей молекулярно-биологического исследования (вестерн-блотт-анализа): 

А – динамика изменения HIF-1 (фактор, индуцируемый гипоксией); Б – динамика изменения показателя NDUFV; В – динамика из-
менения показателя SDHA (сукцинатдегидрогеназы)

Figure 4. Changes in the values of indicators of molecular biological research (Western blot analysis):

A – dynamics of changes in HIF-1 (hypoxia-inducible factor); B – dynamics of changes in the NDUFV indicator; С – dynamics of changes in 
the SDHA (succinate dehydrogenase) indicator
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Накопления сукцината (промежуточного звена  
Кребса) во время ишемии сердца достаточно, чтобы  
вызвать массивную генерацию АФК за счет индукции 
обратного транспорта электронов в ЭТЦ во время  
реперфузии [13, 14]. 

По результатам исследования в группе контро-
ля показатель SDHA незначительно увеличивался на  
20-е сутки по сравнению с 10-ми сутками, а к  
30-му дню после моделирования патологии снижал-
ся, что может свидетельствовать о нарушении про-
текания окислительного фосфорилирования в ми-
тохондриях кардиомиоцитов за счет снижения  
активности работы ЭТЦ. Недостаток АТФ и накопле-
ние АФК будут способствовать повреждению клеток  
миокарда в условиях гипоксии. В опытной группе  
наблюдалось достоверное увеличение SDHA на 10 и 
30-е сутки после моделирования ИМ. Это может ука-
зывать на ингибирование процессов оксидативно-
го стресса, восстановление работы ЭТЦ и биоэнерге-
тики в кардиомиоцитах после ИМ на фоне терапии  
эмпаглифлозином (рисунок 4, В). 

Экспериментально показано, что активность комп- 
лекса II при гипоксии снижается медленнее и в мень-
шей степени, нежели комплекса I. Это объясняется  
тем, что входящий в состав СДГ в качестве просте-
тической группы ФАД в отличие от ФМН комплек-
са I в условиях умеренного дефицита кислорода не 
диссоциирует и продолжает выполнять свою элект- 
ронтранспортную функцию. Временная, обратимая 
активация СДГ при гипоксии является экстренной 
компенсаторной реакцией, направленной на под-
держание функционирования ЭТЦ в условиях бло-
кады комплекса I. Она обеспечивает быструю энер-
гопродукцию с целью немедленной компенсации 
происходящих изменений, а также стабилизацию 
транскрипционного фактора HIF и запуск процессов 
долговременной адаптации к гипоксии [13].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Применение эмпаглифлозина в раннем периоде  

после моделирования инфаркта миокарда у крыс  
способствовало улучшению эхокардиографических 
показателей относительно животных группы конт- 
рольного инфаркта. Наличие значимых отличий по  
показателям фракции выброса и фракции укороче- 
ния позволяют говорить об увеличении работы сер-
дечной мышцы у животных, получавших лечение.

Основываясь на данных гистологической карти- 
ны, у животных, которые получали лечение препара-
том, можно выявить тенденцию к более раннему об-
разованию зрелой соединительной ткани в зоне по-
ражения миокарда, а также умеренность протекания 
процесса экссудативного воспаления по сравнению  
с данными животных контрольного инфаркта.

Результаты молекулярно-биологического анализа  
позволяют предположить, что одним из возможных 
механизмов, за счет которого эмпаглифлозин спо-

собствует увеличению устойчивости сердечной мыш-
цы к воздействию гипоксии, является рост количества  
HIF-1. Увеличение показателя SDHA у данных живот-
ных также оказывает свою положительную роль в  
поддержании митохондриальной функции миокарда 
при наличии повреждения.

Таким образом, исходя из полученных данных, 
можно заявить, что ингибитор натрий-глюкозного 
котранспортера 2 типа эмпаглифлозин оказывает зна-
чительную положительную роль в процессах ранне-
го восстановления после перенесенного инфаркта 
миокарда.
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Резюме
Введение. В статье представлены результаты исследования влияния критических параметров микрокапсулирования на свойства 
микрокапсул, полученных методом диффузии эмульсионного растворителя. Полученные результаты позволили установить 
удовлетворительные параметры ведения процесса, такие как скорость перемешивания, тип перемешивающего устройства, объем водной 
фазы, концентрация полимера в масляной фазе, соотношение «лекарственное вещество (ЛВ) : полимер», температурные условия. 
Цель. Целью работы стало изучение влияния параметров ведения процесса микрокапсулирования на свойства микрокапсул, полученных 
методом диффузии эмульсионного растворителя.
Материалы и методы. В качестве модельной субстанции для микрокапсулирования был использован ибупрофен. Полимером-носителем 
был выбран Eudragit® RS 100. Для оценки формы и характера поверхности микрокапсул использовали микроскоп Levenhuk D80L LCD, 
определение размеров микрокапсул проводили с помощью лазерного анализатора частиц «Микросайзер 201С» (ООО «ВА Инсталт», 
Россия).
Результаты и обсуждение. Изучено влияние параметров ведения процесса микрокапсулирования на свойства микрокапсул ибупрофена, 
полученных методом диффузии эмульсионного растворителя, как модельной субстанции. Установлены параметры технологии, 
определены зависимости между критическими параметрами микрокапсулирования и свойствами образующихся микрокапсул. 
Заключение. В ходе выполнения исследования предложен и обоснован выбор технологических параметров микрокапсулирования 
методом диффузии эмульсионного растворителя. Полученные экспериментальные данные на примере ибупрофена как модельной 
субстанции будут положены в основу эксперимента при получении микрокапсул на основе других АФС, растворимых в органических 
растворителях.

Ключевые слова: микрокапсулирование, метод диффузии эмульсионного растворителя, ибупрофен, Eudragit
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Abstract
Introduction. The article presents the results of a study of the influence of parameters of microcapsulation on the properties of microcapsules 
obtained by diffusion of an emulsion solvent. The results obtained made it possible to establish optimal parameters of the process, such as the 
mixing speed, the type of mixing device, the volume of the aqueous phase, the concentration of the polymer in the oil phase, the ratio of medicinal 
substance : polymer, temperature conditions.
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Aim. The aim of the work was to study the influence of the parameters of the microcapsulation process on the properties of microcapsules 
obtained by diffusion of an emulsion solvent.
Materials and methods. Ibuprofen was used as a model substance for microcapsulation. Eudragit® RS 100 was chosen as the carrier polymer. 
To assess the shape and nature of the microcapsule surface, a microscope Levenhuk D80L LCD was used, and the size of microcapsules was 
determined using a laser particle analyzer Microsizer 201C (VA Instalt, Russia).
Results and discussion. The influence of the parameters of the microcapsulation process on the properties of ibuprofen microcapsules as a 
model substance obtained by diffusion of an emulsion solvent has been studied. The optimal parameters of the technology are established, the 
dependences between the critical parameters of microcapsulation and the properties of the resulting microcapsules are determined.
Conclusion. In the course of the study, the choice of technological parameters of microcapsulation by diffusion of an emulsion solvent was 
proposed and justified. The experimental data obtained on the example of ibuprofen as a model substance will be used as the basis of the 
experiment when preparing microcapsules based on other substances soluble in organic solvents.
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ВВЕДЕНИЕ
Модификация высвобождения лекарственного ве- 

щества – это перспективное направление в фар-
мации. Среди различных подходов к модификации 
высвобождения отдельно можно выделить микро-
капсулирование. Микрокапсулирование – это процесс 
заключения мелких частичек лекарственного ве- 
щества в тонкую оболочку пленкообразующего ма-
териала с целью придания ему требуемых свойств.  
Среди задач, которые позволяет решить микрокапсу-
лирование, выделяют следующие: регулирование  
профиля высвобождения, локализация высвобожде-
ния, защита ЛВ от воздействия окружающей среды 
и увеличение срока хранения, снижение локально-
го раздражающего действия ЛВ, маскировка органо-
лептических свойств и др. [1–5].

Выбор метода микрокапсулирования во многом 
зависит от физико-химических свойств капсулиру- 
емого вещества. Метод диффузии эмульсионного 
растворителя применим в ситуациях, когда ЛВ не- 
растворимо в воде и растворимо в органических  
растворителях. Данный метод отличается высоким  
коэффициентом захвата ЛВ и относительной просто-
той исполнения оборудования. К его недостаткам 
можно отнести большое количество факторов про- 
цесса, значительно влияющих на качество микро-
капсул, и, как следствие, сложность масштабирова- 
ния [6–11].

Таким образом, целью настоящей работы ста-
ло изучение влияния параметров ведения процес-
са микрокапсулирования на свойства микрокапсул, 
полученных методом диффузии эмульсионного 
растворителя.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В ходе разработки исследователи часто сталки-
ваются с проблемой высоких затрат, так как новые 
оригинальные исследуемые субстанции имеют высо-
кую стоимость. Поэтому на начальных этапах разра-
ботки имеет смысл отрабатывать технологии на мо-
дельной смеси. Такая смесь или субстанция должна 
быть максимально приближена к оригинальной по 
своим физико-химическим свойствам. Метод диф-
фузии эмульсионного растворителя был выбран для  
микрокапсулирования этилтиобензмидазола фума-
рата (ЭТБИФ). Субстанция ЭТБИФ, в свою очередь,  
имеет схожие физико-химические и технологические 
свойства с субстанцией ибупрофена, поэтому с це-
лью уменьшения расхода ЭТБИФ в качестве модель-
ной субстанции в данной работе был использован 
ибупрофен.

В качестве полимера-носителя был использован 
Eudragit® RS100 (Evonik Röhm GmbH, Германия) – со- 
полимер этилакрилата, метилметакрилата и эфира  
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метакриловой кислоты. Также в работе были исполь-
зованы спирт этиловый 96%-й и пищевой эмульга- 
тор на основе высокомолекулярных спиртов для ста-
билизации образующейся в процессе микрокапсули-
рования эмульсии.

Микрокапсулы получали следующим образом. Го-
товили масляную фазу – точные навески ибупрофе- 
на и полимера растворяли в 96%-м спирте – и вод-
ную  – точную навеску эмульгатора растворяли в во- 
де. При перемешивании вносили масляную фазу в  
водную с помощью дозирующего устройства за опре-
деленный промежуток времени с определенной ско-
ростью, перемешивание осуществляли в течение 
30  минут. Далее отделяли полученные микрокапсулы  
декантацией и фильтрованием, промывали их водой 
и сушили в течение 24 часов на открытом воздухе  
при температуре 20–22 °С [6–11]. 

Оценку формы и характера поверхности микро-
капсул проводили с помощью микроскопии (Leven- 
huk D80L LCD), определение размеров микрокапсул 
выполняли на лазерном анализаторе «Микросайзер 
201С» (ООО «ВА Инсталт», Россия). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Определение критических параметров  
процесса микрокапсулирования

На основании литературных данных, а также с 
учетом особенностей процесса микрокапсулирова-
ния методом диффузии эмульсионного растворите-
ля  [12–17] к критическим параметрам были отнесе- 
ны: тип перемешивающего устройства, скорость пе-
ремешивания, соотношение «ЛВ : полимер» в мас-
ляной фазе, объем растворителя в масляной фазе,  
объем водной фазы, температура смеси. Значения  
параметров, рассмотренные в работе, приведены в  
таблице  1. Изучение параметров ведения данного 
процесса вели поэтапно: для нахождения зависимо-
стей и выбора удовлетворительных значений изме- 
няли значения одного из рассматриваемых парамет- 
ров при постоянных значениях всех остальных.

Оценка влияния параметров процесса  
на свойства микрокапсул

Скорость и тип перемешивающего устройства. 
Процесс образования микрокапсул связан с диффу- 
зией органического растворителя в водную фазу из 
частиц масляной фазы. При введении масляной фа-
зы необходимо за короткий промежуток времени по-
лучить эмульсию, на что в значительной мере влияют 
условия перемешивания системы. Результаты иссле-
дования влияния типа и скорости работы перемеши-
вающего устройства на характеристики микрокапсул 
представлены в таблицах 2 и 3. Качество микрокапсул 
оценивали по их форме и размеру.

Таблица 1. Критические параметры и их значения

Table 1. Critical parameters and their values

Параметр 
Parameter

Значения
Values

Тип перемешивающего устройства
Type of stirring device

3-лопастная мешалка 
3-paddle stirrer

4-лопастная мешалка 
4-paddle stirrer

Скорость перемешивания, об/мин
Mixing speed, rpm

200

400

600

Объем водной фазы, мл
Volume of the water phase, ml

100

300

500

Объем этанола, мл / Концентрация 
полимера, %
Volume of ethanol, ml / Polymer con- 
centration, %

Объем 
этанола
Volume  

of ethanol

Концентрация 
полимера

Polymer 
concentration

10
15
20

25,0 %
16,7 %
12,5 %

Соотношение «ЛВ : полимер»
Substance : Polymer ratio

1 : 2

1 : 1

2 : 1

3 : 1

Температура процесса, °С
Process temperature

+5
+20
+60

По данным из таблиц 2 и 3 установлено, что ин-
тенсивное перемешивание способствует уменьше- 
нию размера частиц. При этом, несмотря на то, что 
на отдельных фотографиях внешний вид капсул у  
4-лопастной мешалки лучше, в общей массе эти мик- 
рокапсулы содержали большое количество пылевой  
фракции и конгломераты. Это может быть связано  
с излишне высокой интенсивностью перемешивания.  
Капсулы, полученные с использованием 3-лопаст-
ной мешалки имели более однородный фракцион-
ный состав. По результатам проведенных экспери-
ментов целесообразным оказалось использование 
3-лопастной мешалки при скорости перемешивания  
400 об/мин.

Объем водной фазы. На основании проведенных 
опытов был сделан вывод о том, что объем водной  
фазы значительно влияет на показатели качества 
 микрокапсул. Результаты проведенных эксперимен-
тов представлены в таблице 4.

Эффективность инкапсуляции и сферичность ча-
стиц увеличиваются по мере увеличения объема 
водной фазы. Вероятно, больший объем водной фазы 
за счет большего разбавления растворителя ускоряет  
диффузию органического растворителя, приводит к 
ускоренному затвердеванию микрочастиц и препятст- 
вует их слипанию.
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Объем этанола в масляной фазе. Далее изуча-
ли влияние объема растворителя (спирт этиловый  
96%-й), определяющего концентрацию полимера-но-
сителя в масляной фазе. Эксперименты проводились 
с объемами этанола 10 мл, 15 мл и 20 мл, задающи-
ми концентрацию полимера 25,0, 16,7 и 12,5 % соот-

ветственно. Значения остальных параметров сохра- 
нялись постоянными. На основании проведенных 
опытов, результаты которых представлены в табли-
це  5, был сделан вывод о том, что объем этанола в  
масляной фазе значительно влияет на показатели ка-
чества микрокапсул.

Таблица 2. Результаты исследования 3-лопастной мешалки (увел. х40)

Table 2. Results of the study of a 3-blade mixer (increase x40)

Тип мешалки
Type of stirring device

3-лопастная 
3-paddle stirrer

Скорость работы, об/мин
Mixing speed, rpm

200 ± 5 400 ± 5 600 ± 5

Внешний вид
Appearance

Описание микрокапсул
Сharacteristic of microcap-
sules

Частицы неправильной формы с  
неровной поверхностью, фракцион-
ный состав разнороден (0.5–5  мм), 
сыпучесть удовлетворительная
Irregularly shaped particles with an 
uneven surface, the fractional com-
position is heterogeneous (0.5 mm – 
5 mm), the flowability is satisfactory

Маленькие частицы с гладкой по-
верхностью, плотные, сыпучие, од-
нородные по фракционному соста-
ву. Форма частиц преимущественно 
неправильно-сферическая
Small particles with a smooth sur-
face, dense, loose, homogeneous in 
fractional composition. The shape of 
the particles is predominantly irregu-
lar-spherical

Частицы имеют вид слипшихся 
крупных агломератов. Форма не-
правильная, края неровные, раз-
меры сильно разнятся
The particles have the appearance of 
large agglomerates stuck together. 
The shape is irregular, the edges are 
uneven, the sizes vary greatly

Таблица 3. Результаты исследования 4-лопастной мешалки (увеличение х40)

Table 3. Results of the study of a 4-blade mixer (increase x40)

Тип мешалки
Type of stirring device

4-лопастная 
4-paddle stirrer

Скорость работы, об/мин
Mixing speed, rpm

200 ± 5 400 ± 5 600 ± 5

Внешний вид
Appearance

Описание микрокапсул
Сharacteristic of microcap-
sules

Частицы сферической формы с 
гладкой поверхностью, плотные, 
сыпучие, однородные по фракци-
онному составу. Преобладающая 
фракция – пылевая
Spherical particles with a smooth 
surface, dense, loose, homogeneous 
in fractional composition. The predo- 
minant fraction is dust

Частицы разнородны по фракцион-
ному составу и форме, сыпучесть 
удовлетворительная
The particles are heterogeneous in 
fractional composition and shape, the 
flowability is satisfactory

Состав неоднородный, основная 
часть – пылевая фракция. Сыпу-
честь неудовлетворительная, при 
вращении емкости для хранения 
визуально заметно залипание по-
рошка
The composition is heterogeneous, 
the main part of which is the dust 
fraction. The flowability is unsatis-
factory, when the storage container 
rotates, the sticking of the powder is 
visually noticeable
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С уменьшением концентрации полимера и уве- 
личением объема растворителя наблюдали уменьше-
ние размера микрокапсул. Приемлемый размер и од-
нородность частиц по размеру наблюдали при наи-
меньшей концентрации полимера. Таким образом, по 
результатам исследования влияния объема этанола  
в масляной фазе на характеристики микрокапсул  
можно рекомендовать объем этанола 20 мл, соот- 
ветствующий концентрации полимера 12,5 %.

Соотношение «ЛВ : полимер». Следующий этап ис-
следования – установление соотношения «ЛВ : поли-
мер-носитель» в масляной фазе. От этого параметра, 
помимо качества образующихся капсул, зависит то, 
каким будет их конечный состав. Результаты экспе- 
риментов представлены в таблице 6.

Соотношения 1 : 2 и 1 : 1 не позволили получить  
микрокапсулы. В соотношениях 2 : 1 и 3 : 1 наблюдали 
образование плотных, сыпучих, однородных по фрак-
ционному составу частиц сферической формы. Одна-
ко при соотношении 3 : 1 микрокапсулы имеют дози-
ровку ЛВ на 30 % выше, а потому выбор был сделан в 
их пользу.

Температура. Заключительный этап исследова-
ния  – установление влияния температурного режима 
на протекание процесса и качество получаемых мик- 
рокапсул. Результаты экспериментов представлены в 
таблице 7.

При низкой температуре микрокапсулы имели  
неоднородный внешний вид и фракционный состав, 
а при повышенной температуре микрокапсулы не  
образовывались. При этом из результатов, представ-
ленных в таблице 6, можно сделать вывод, что ком- 
натную температуру (18–22 °С) следует считать оп-
тимальной, так как форма полученных микрокапсул  
является удовлетворительной.

Анализ размера микрокапсул  
и распределения их по размерам

Далее в ходе исследования была проведена на- 
работка шести опытных серий микрокапсул ибупро- 
фена согласно установленным параметрам микро-
капсулирования. Анализ воспроизводимости разра- 
ботанной технологии проводился по размеру и се- 
рийному распределению микрокапсул по размерам, 

Таблица 4. Результаты исследования влияния объема водной фазы (увел. х40) 

Table 4. Results of the study of the effect of the volume of the aqueous phase (increase x40)

Объем водной фазы, мл
Volume of the aqueous 

phase, ml

Описание микрокапсул
Сharacteristic of microcapsules

Внешний вид
Appearance

100 ± 1

Частицы разнородны по фракционному составу и форме, их по-
верхность неровная
The particles are heterogeneous in fractional composition and shape, 
their surface is uneven

300 ± 1

Частицы разнородны по фракционному составу, сыпучесть удов-
летворительная. Форма частиц преимущественно сферическая
The particles are heterogeneous in fractional composition, the flowabi- 
lity is satisfactory. The shape of the particles is predominantly spherical

500 ± 1

Маленькие частицы с гладкой поверхностью, плотные, сыпучие, 
однородные по фракционному составу. Форма частиц преиму- 
щественно сферическая
Small particles with a smooth surface, dense, loose, homogeneous in 
fractional composition. The shape of the particles is predominantly 
spherical

Фармацевтическая технология
Pharmaceutical Technology



151РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2023. Т. 12, № 4
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2023. V. 12, No. 4

так как данные параметры являются неизменными и 
поддаются точному измерению.

Определение размеров пробы микрокапсул и  
распределения их по размерам проводилось с помо-
щью лазерного анализатора частиц «Микросайзер 
201С». Полученные результаты представляют собой 
зависимость массовой (весовой) доли частиц Р (%) от 
их диаметра D (мкм). Погрешность измерения, соглас- 
но характеристикам прибора, не превышает 5 %.

Результаты наложения графических зависимостей 
6  проб, отобранных из разных, последовательно вос-
произведенных серий одного состава по разработан-
ной технологии при установленных параметрах веде-
ния процесса, представлены на рисунке 1.

На рисунке 1 видно, что графики распределе-
ния частиц по размерам во всех шести опытных се-
риях при наложении совпадают, поэтому процесс 
производства микрокапсул на основе субстанции 
ибупрофена можно считать воспроизводимым. Та-
ким образом, подтверждается однородность се-
рий микрокапсул, полученных при установленных 
параметрах.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
1.	 Обоснован выбор метода получения микрокап- 

сул с субстанцией, имеющей определенные фи-
зико-химические свойства, методом диффузии 
эмульсионного растворителя с применением по-
лимера-носителя Eudragit® RS100.

2.	 В результате выполнения исследования на при- 
мере субстанции ибупрофена было изучено вли-
яние параметров ведения процесса микрокапсу-
лирования на свойства микрокапсул, полученных 
методом диффузии эмульсионного растворителя. 

3.	 На основании полученных результатов были уста-
новлены параметры ведения процесса микрокап- 
сулирования: трехлопастная мешалка, скорость 
перемешивания – 400 об/мин, объем водной фа-
зы – 500 мл, объем спирта в масляной фазе – 20 мл, 
соотношение «ЛП : полимер» 3 : 1, комнатная тем-
пература (18–22 °С).

4.	 Была подтверждена воспроизводимость процес- 
са получения микрокапсул на основе сравнения 
размеров частиц шести опытных серий микро-
капсул ибупрофена.

Таблица 5. Результаты исследования объема растворителя в масляной фазе (увел. х40)

Table 5. Results of the study of the solvent volume in the oil phase (magnification x 40)

Объем этанола, мл / 
Концентрация полимера, %

Volume of ethanol, ml / 
 Polymer concentration

Описание микрокапсул
Сharacteristic of microcapsules

Внешний вид
Appearance

10,0 ± 0,5 / 25

Маленькие частицы с гладкой поверхностью, плотные, сыпучие, 
однородные по фракционному составу. Форма частиц преиму- 
щественно сферическая. Различие наблюдается в размере
Small particles with a smooth surface, dense, loose, homogeneous in 
fractional composition. The shape of the particles is predominantly 
spherical. The difference is observed in the size

15 ± 5 / 16,7

20 ± 5 / 12,5
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Таблица 6. Результаты исследования соотношения «ЛВ : полимер» (увел. х40)

Table 6. Results of the Substance : Polymer ratio study (magnification x 40)

Соотношение  
«ЛВ : полимер»

Substance : Polymer ratio

Описание микрокапсул
Сharacteristic of microcapsules

Внешний вид
Appearance

1 : 2

Микрокапсулы не образовались. Частицы имеют вид слипшихся 
крупных агломератов. Форма неправильная, края неровные
Microcapsules have not formed. The particles have the appearance of 
large agglomerates stuck together. The shape is irregular, the edges 
are uneven

–

1 : 1

Микрокапсулы не образовались. Частицы имеют вид слипшихся 
крупных агломератов. Форма неправильная, уплощенная, края не-
ровные
Microcapsules have not formed. The particles have the appearance of 
large agglomerates stuck together. The shape is irregular, flattened, 
the edges are uneven

–

2 : 1

Маленькие частицы с гладкой поверхностью, плотные, сыпучие, 
однородные по фракционному составу. Форма частиц преиму- 
щественно сферическая
Small particles with a smooth surface, dense, loose, homogeneous in 
fractional composition. The shape of the particles is predominantly 
spherical

3 : 1

Маленькие частицы с гладкой поверхностью, плотные, сыпучие, 
однородные по фракционному составу. Форма частиц преиму- 
щественно сферическая
Small particles with a smooth surface, dense, loose, homogeneous in 
fractional composition. The shape of the particles is predominantly 
spherical

Рисунок 1. Графические зависимости массовых (весовых) долей частиц от их диаметров в 6 образцах разных серий в дифферен-
циальном виде

Figure 1. Graphical dependences of the mass (weight) fractions of particles on their diameters in 6 samples of different series in 
differential form
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5.	 Полученные экспериментальные данные могут 
быть использованы для получения микрокапсул с 
другими субстанциями со схожими физико-хими-
ческими свойствами, в частности для микрокап- 
сулирования этилтиобензимидазола фумарата.
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Резюме
Введение. Персонализированный подбор антигипертензивных комбинаций лекарственных средств (ЛС) и их дозировок является одним 
из перспективных направлений в области комбинированной терапии артериальной гипертензии (АГ). Для реализации данной концепции 
может быть использован полипилл в виде твердой желатиновой капсулы, содержащей комбинацию мини-таблеток.
Цель. Разработка состава и технологии мини-таблеток амлодипина с дозировками 2,5 мг и 5 мг, покрытых цветными пленочными 
оболочками, как компонента полипилла для реализации персонализированной терапии АГ.
Материалы и методы. В исследовании использовали активную фармацевтическую субстанцию (АФС) амлодипина безилата 
(Glochem Industries Private Ltd., Индия), а также вспомогательные вещества (ВВ), выполняющие функции наполнителей, дезинтегранта, 
опудривающего компонента, красителя и пленкообразующей композиции. Для оценки профилей высвобождения амлодипина в 
качестве референтного препарата использовали оригинальный препарат Норваск®, таблетки 5 мг. Смешение проводили в лабораторном 
смесителе типа «пьяная бочка» DGN-II (Shanghai Unique Machinery Technology Co., Ltd., Китай); мини-таблетки прессовали на лабораторном 
автоматическом однопуансонном таблеточном прессе DP30A (Beijing Gylongli Sci. & Tech.Co., Ltd., Китай); пленочные покрытия на мини-
таблетки-ядра наносили с помощью лабораторной установки BGB-1 (Chongqing Jinggong Pharmaceutical Machinery Co., Ltd., Китай). Оценку 
технологических свойств АФС и таблеточных смесей, а также контроль качества полученных мини-таблеток осуществляли по методикам 
Государственной фармакопеи РФ XIV издания.
Результаты и обсуждение. В результате исследования обоснован оптимальный состав ВВ группы наполнителей (лактозы моногидрат, 
МКЦ и кальция гидрофосфат безводный в соотношении 1 : 1 : 1) для получения мини-таблеток-ядер амлодипина 2,5 мг и 5 мг методом 
прямого прессования. Для различия дозировок и возможности дальнейшего инкапсулирования мини-таблеток разработана 
технология покрытия цветными пленочными оболочками мини-таблеток-ядер амлодипина 2,5 мг и 5 мг. Установлена эквивалентность 
профилей высвобождения амлодипина из разработанных мини-таблеток профилю высвобождения амлодипина из референтного  
препарата.
Заключение. Разработаны состав и технология мини-таблеток амлодипина 2,5 мг и 5 мг, покрытых пленочной оболочкой, являющихся 
одним из компонентов полипилла, содержащего оригинальную комбинацию ЛС для персонализированной терапии АГ.

Ключевые слова: артериальная гипертензия, полипилл, мини-таблетки, амлодипин, прямое прессование, однородность дозирования, 
пленочная оболочка, высвобождение
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Abstract
Introduction. A personalized choice of antihypertensive combinations and doses is one of the promising trend in the field of combination therapy 
of arterial hypertension (AH). A polypill as a solid gelatin capsule with combination of mini-tablets can be used to realise this concept.
Aim. Development of the composition and technology of Amlodipine 2,5 mg and 5 mg film-coated mini-tablets as a polypill-component for the 
personalized therapy of AH.
Materials and methods. Active pharmaceutical ingredient (API) Amlodipine besylate (Glochem Industries Private Ltd., India) and excipients, such 
as diluent, disintegrant, lubricant, dye and premix for film coating, were used. Norvasc®, 5 mg tablets were used as a reference drug to estimate 
the release profile of Amlodipine. API and excipients were mixed in a «drunken barrel» mixer DGN-II (Shanghai Unique Machinery Technology  
Co., Ltd., China); mini-tablets were obtained on a DP30A laboratory automatic single-punch tablet press (Beijing Gylongli Sci. & Tech. Co., Ltd., 
China); film coatings on mini-tablets-cores were applied by using a BGB-1 laboratory machine (Chongqing Jinggong Pharmaceutical Machinery 
Co., Ltd., China). Assessment of technological characteristics of API and tablet mixtures and quality control of mini-tablets were conducted by the 
methods of State Pharmacopoeia of the Russian Federation XIV ed.
Results and discussion. As a result of the study, the optimal composition of the excipients of the fillers group (lactose monohydrate, MCC and 
anhydrous calcium hydrogen phosphate in a ratio of 1 : 1 : 1) for the production of Amlodipine 2,5 mg and 5 mg mini-tablets-cores by direct 
compression was established. The technology of applying film coatings was developed. The equivalence of the release profiles of Amlodipine from 
the developed mini-tablets to the release profile of the reference drug was established.
Conclusion. The composition and technology of Amlodipine 2,5 mg and 5 mg film-coated mini-tablets as a polypill-component for the 
personalized therapy of AH were developed.

Keywords: arterial hypertension, polypill, mini-tablets, Amlodipine, direct compression, content uniformity, film coating, release
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ВВЕДЕНИЕ
Артериальная гипертензия (АГ) – широко рас- 

пространенное заболевание и частая причина разви-
тия различных сердечно-сосудистых, цереброваску-
лярных и почечных осложнений [1, 2]. 

Основополагающей стратегией для достижения 
необходимых клинических результатов и обеспече- 
ния приверженности пациентов лечению является 
комбинированная антигипертензивная терапия [1]. 

Одним из перспективных направлений в области 
комбинированной терапии АГ может быть персона-
лизированный подбор антигипертензивных комби-
наций лекарственных средств (ЛС) и их дозировок в  
виде полипиллов. Полипилл – это комбинация трех  
и более лекарственных препаратов в составе одной 
таблетки или капсулы [3]. Подобный персонализиро-
ванный подход в проведении антигипертензивной те-
рапии способен повысить эффективность и безопас-
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ность проводимого лечения, а также снизить уровень 
сердечно-сосудистого риска [4–7].

Существуют различные варианты наполнения 
твердых желатиновых капсул, одним из которых яв-
ляется наполнение мини-таблетками. Мини-таблетки 
диаметром от 1 до 5 мм обладают свойствами табле-
ток традиционных размеров, но при этом отличаются 
определенными преимуществами: быстрой распада-
емостью, возможностью образовывать рациональ-
ные комбинации и титровать дозы действующего 
вещества путем наполнения капсулы необходимым 
числом мини-таблеток [8, 9]. Титрование дозы пред-
ставляет собой фармакологический подход к под-
бору минимальной эффективной дозы для каждого 
конкретного пациента с определенным шагом дози-
рования [6].

В настоящее время в ФГБОУ ВО СПХФУ Минздра-
ва России в целях реализации персонализирован-
ной терапии АГ проводится разработка полипилла 
в виде твердой желатиновой капсулы, содержащей 
комбинацию мини-таблеток. Создаваемая тройная 
комбинация ЛС является фармакологически раци-
ональной и до настоящего времени не зарегистри-
рованной на территории Российской Федерации. 
Одним из компонентов комбинации является пред-
ставитель группы дигидропиридиновых блокато-
ров кальциевых каналов III  поколения, обладающий 
сверхдлительным антигипертензивным действием 
(более 24 часов),  – амлодипин  [10]. Он отличается 
высокой антигипертензивной активностью, выра-
женными органопротективными свойствами и спо-
собностью входить в рациональные сочетания ЛС 
для терапии АГ [10]. 

Для разработки мини-таблеток амлодипина вы-
браны дозировки 2,5 мг и 5 мг, что позволяет охватить 
терапевтический диапазон от ½ начальной суточной 
дозы (2,5 мг) до максимальной суточной дозы (10  мг) 
путем наполнения капсулы одной или двумя мини- 
таблетками амлодипина 2,5 мг и/или 5 мг.

Целью данного исследования являлась разра-
ботка состава и технологии мини-таблеток амлодипи- 
на с дозировками 2,5 мг и 5 мг, покрытых цветными 
пленочными оболочками, как компонента полипилла 
для реализации персонализированной терапии АГ. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы

Для проведения исследования использовали ак-
тивную фармацевтическую субстанцию (АФС) амло-
дипина безилата (Glochem Industries Private Ltd., Ин-
дия, серия BN11-22008, количественное содержание 
100,4 %, срок годности до 11.2026). 

Для получения мини-таблеток амлодипина 2,5 и 
5  мг методом прямого прессования были использо- 
ваны следующие вспомогательные вещества (ВВ): лак-
тозы моногидрат марки Tablettose® 80 (Meggle AG, 

Германия); микрокристаллическая целлюлоза (МКЦ) 
марки VIVAPUR® 200 (JRS Pharma GMbH & Co. KG, Гер- 
мания); кальция гидрофосфат безводный марки Fuji- 
calin® (Fuji Chemical Industries Co., Ltd., Япония); кро-
скармеллоза натрия марки Ac-Di-Sol® WL-729 NF 
(DuPont, США) и магния стеарат (ООО «ХИМСТАБ», 
Россия).

В качестве пленкообразующей композиции ис-
пользовалось универсальное пленочное покрытие  
AquaPolish® P white 010.256 (Biogrund GmbH, Гер-
мания), в котором пленкообразователем является  
гипромеллоза (ГПМЦ).

В качестве красителя использовался сухой во-
дорастворимый краситель R100 «зеленое яблоко» 
(CondiColor, Россия).

Для выполнения исследования использовались 
следующие реактивы: вода очищенная, кислота хло- 
ристоводородная (ос. ч., АО «ВЕКТОН», Россия).

В качестве референтного препарата для оценки 
профилей высвобождения амлодипина из разрабо- 
танных мини-таблеток использовался оригинальный 
препарат Норваск®, таблетки 5 мг (Pfizer Pharmaceu-
ticals LLC, Пуэрто-Рико, серия GH1607, срок годности  
до 02.2026).

Методы

Смешение компонентов таблеточных смесей  
проводили в лабораторном смесителе типа «пьяная 
бочка» многофункциональной лабораторной установ-
ки DGN-II (Shanghai Unique Machinery Technology Co., 
Ltd., Китай). Для получения тритурации предваритель-
но отвешенное количество АФС подвергали дробно-
му смешению с частью наполнителя [лактозы моноги-
драта (составы № 1, 3, 4) или кальция гидрофосфата 
безводного (состав № 2)] в течение 10 мин при ско- 
рости вращения 45 об/мин. Затем полученную триту-
рацию смешивали с другими ВВ (20 мин, 45 об/мин). 
После этого в смеситель загружали магния стеарат 
для опудривания в течение 2 мин при той же скорости 
вращения.

Определение сыпучести таблеточных смесей про-
водили на тестере сыпучести гранулированного ма- 
териала ERWEKA GT (ERWEKA GmbH, Германия).

Для получения мини-таблеток-ядер методом пря-
мого прессования использовали лабораторный авто- 
матический однопуансонный таблеточный пресс DP30A 
(Beijing Gylongli Sci. & Tech.Co., Ltd., Китай). Усилие 
прессования подбиралось индивидуально для каждой 
смеси в диапазоне 2,5–3,5 кН с целью получения же-
лаемой геометрии мини-таблеток (высота – от 2,70  
до 3,00 мм). 

Для приготовления пленкообразующих суспензий 
использовали мешалку с верхним приводом Heidolph 
RZR 2000 (Heidolph Instruments GmbH & Co KG, Гер- 
мания); для нанесения пленочной оболочки на мини- 
таблетки-ядра – лабораторную установку для нане- 
сения покрытий BGB-1 (Chongqing Jinggong Pharma-
ceutical Machinery Co., Ltd., Китай).
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Контроль качества полученных мини-таблеток 
проводили по соответствующим методикам Госу- 
дарственной фармакопеи РФ XIV издания с исполь-
зованием следующего оборудования: весов анали-
тических с точностью 0,1 мг «Сартогосм» CE224-C 
(ООО  «САРТОГОСМ», Россия); тестера твердости таб- 
леток ERWEKA TBH 125 TDP (ERWEKA GmbH, Герма- 
ния); тестера контроля истираемости таблеток ERWE- 
KA TAR 220 (ERWEKA GmbH, Германия); тестера конт- 
роля распадаемости таблеток ERWEKA ZT 221 (ERWE- 
KA GmbH, Германия); тестера растворения таблеток 
ERWEKA DT 626 (ERWEKA GmbH, Германия); спектро- 
фотометра СФ-2000 (ООО «ОКБ Спектр», Россия) [11].

Проведение испытаний «Однородность дозиро- 
вания», «Растворение» и «Количественное определе-
ние» осуществляли методом УФ-спектрофотометрии 
по методике ФС.3.1.0002.18 «Амлодипина безилат,  
таблетки», раздел «Растворение» [11].

В работе использовались методы статистической 
обработки данных при помощи пакета Microsoft Office 
Excel (версия 16.42).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для получения мини-таблеток была выбрана  

технология прямого прессования, как наиболее эко-
номически выгодный, рациональный и воспроизво-
димый метод, отличающийся отсутствием воздейст- 
вия влаги и высокой температуры на компоненты 
таблеток [12].

В ходе предварительных исследований было вы-
явлено, что АФС амлодипина безилат является мел-
кодисперсным порошком с частицами пластинчатой 
формы и обладает неудовлетворительными показа- 
телями сыпучести и прессуемости (таблица 1).

Учитывая неудовлетворительные технологиче-
ские свойства АФС и параметры лекарственной фор-
мы (ЛФ) (таблица 2), наиболее важной задачей при 

разработке состава и технологии мини-таблеток яв-
лялось обеспечение однородности распределения  
амлодипина безилата в таблеточной смеси и ЛФ.

Таблица 1. Результаты определения  
технологических свойств АФС амлодипина безилат

Table 1. The results of the determination  
of technological characteristics of amlodipine besylate

Технологическая характеристика
Technological characteristic

Значение
Value

Насыпная плотность до уплотнения, г/мл
Bulk density, g/ml

0,24

Насыпная плотность после уплотнения, г/мл
Tapped density, g/ml

0,40

Число Хауснера
Hausner Ratio

1,67

Индекс Карра, %
Carr Index

40,00

Сыпучесть при отсутствии перемешивания, г/с
Flowability without mixing, g/s

0,0

При разработке составов для таблетирования осо-
бое внимание уделялось выбору наполнителей, спо-
собных придать таблеточной смеси необходимые 
свойства сыпучести и прессуемости. В качестве напол-
нителей использовались: лактозы моногидрат марки 
Tablettose® 80, представляющий собой агломериро-
ванную лактозу с размером агломератов до 630  мкм, 
обладающую высокой текучестью; гранулированная 
МКЦ марки VIVAPUR® 200 со средним размером ча-
стиц 180 мкм, применяемая для рецептур с плохой 
сыпучестью; кальция гидрофосфат безводный марки 
Fujicalin®, представляющий собой частицы сфериче-
ской формы и, согласно рекомендациям, способный 
значительно повышать сыпучесть и прессуемость таб- 
леточных смесей для прямого прессования [13]. Со-
ставы таблеточных смесей амлодипина 2,5 мг (табли-
ца  3) отличаются лишь комбинациями наполнителей, 
взятых в равных соотношениях (1 : 1 или 1 : 1 : 1). Де-
зинтегрант и смазывающее (опудривающее) вещест- 

Таблица 2. Параметры мини-таблеток

Table 2. Parameters of mini-tablets

Параметр
Parameter

Значение
Value

Обоснование
Explanation

Метод получения
Processing technology

Прямое прессование
Direct compression

Наиболее рациональный и экономически выгод-
ный метод
The most efficient and cost effective method

Форма
Shape

Двояковыпуклая
Biconvex tablet

Необходимость покрытия пленочной оболочкой
Necessity of film coating

Диаметр, мм
Diameter, mm

5,00

Возможность инкапсулирования
Possibility of encapsulation

Высота, мм
Thickness, mm

2,70–3,00

Масса, мг
Mass, mg

70,0 ± 7,0

Дозировка амлодипина, мг (в виде амло-
дипина безилата, мг)
Dose of Amlodipine, mg (Amlodipine besy- 
late, mg)

2,5 (3,47)
5,0 (6,94)

Возможность титрования дозы
Possibility of titration of the dose
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во использовались одной марки и в одинаковых ко- 
личествах, обусловленных рекомендациями произво-
дителей ВВ и ограничением по содержанию магния 
стеарата [11, 13].

Таблица 3. Составы таблеточных смесей амлодипина 2,5 мг

Table 3. Composition of Amlodipine 2,5 mg tablet mixtures

 № состава
Mixture  
number

Вещество, %
Ingredient, %

1 2 3 4

Амлодипина безилат
Amlodipine besylate

4,96 4,96 4,96 4,96

Лактозы моногидрат
Lactose monohydrate

46,04 – 45,00 30,00

МКЦ
MCC

45,00 45,00 – 30,00

Кальция гидрофосфат без- 
водный
Calcium hydrogen phosphate, 
anhydrous

– 46,04 46,04 31,04

Кроскармеллоза натрия
Croscarmellose Sodium

3,00 3,00 3,00 3,00

Магния стеарат
Magnesium stearate

1,00 1,00 1,00 1,00

Итого
Total

100,00 100,00 100,00 100,00

Для полученных смесей была проведена оцен-
ка сыпучести. Анализ результатов (таблица 4) по-
казал, что все составы обладают хорошей сыпуче-
стью и могут быть использованы для дальнейшего 
таблетирования.

Мини-таблетки-ядра получали методом прямого 
прессования. Скорость прессования сохранялась по-
стоянной и составляла 25 мини-таблеток/мин. 

Важной задачей исследования являлась оценка 
однородности дозирования амлодипина 2,5 мг в ми-
ни-таблетках-ядрах. Установлено, что однородность 
распределения АФС наблюдалась только в мини-таб- 
летках-ядрах состава № 4 (таблица 5, рисунок 1).

По результатам контроля качества (таблица  6) 
можно сделать вывод, что мини-таблетки-ядра соста-
вов № 1–4 соответствовали фармакопейным требова-
ниям по показателям: внешнему виду, однородности 
массы, истираемости, прочности на раздавливание, 
распадаемости [11]. Однако следует отметить, что по 

результатам количественного определения составы 
№  1 и 3 не удовлетворяли критериям приемлемости. 
В связи с этим дальнейшее испытание «Растворение» 
проводилось только для мини-таблеток-ядер составов 
№ 2 и 4.

Таблица 5. Результаты контроля качества  
мини-таблеток-ядер амлодипина 2,5 мг  
по показателю «Однородность дозирования»

Table 5. Results of quality control of Amlodipine 2,5 mg  
mini-tablets-cores (the test for Content Uniformity)
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Среднее содержание АФС в 
мини-таблетке, %
Average of API content per mini-
tablet, %

85,49 95,93 82,25 99,97

Стандартное отклонение (s)
Standard deviation (s)

16,60 5,27 4,71 1,62

Первый показатель приемле-
мости (AV), %
Acceptance value (AV), %

52,86 15,22 27,56 3,89

Должно выполняться условие: AV ≤ L1; L1 = 15 %
Condition: AV ≤ L1; L1 = 15 %

Исследования показали, что результаты испыта-
ний «Однородность дозирования», «Количественное 
определение» и «Растворение» соответствуют крите-
риям приемлемости при применении в качестве на-
полнителей лактозы моногидрата, МКЦ и кальция  
гидрофосфата безводного в соотношении 1 : 1 : 1 (со-
став №  4). Таким образом, данный состав является  
оптимальным для получения мини-таблеток-ядер  
амлодипина 2,5 мг методом прямого прессования.

На основании результатов разработки состава  
мини-таблеток-ядер амлодипина 2,5 мг, а также с 
учетом целевой массы и геометрии мини-таблетки  
для ЛФ с дозировкой АФС вдвое больше (6,94  мг  
амлодипина безилата, что соответствует 5 мг амло- 
дипина) был предложен состав, приведенный в таб- 
лице 7.

Для полученной таблеточной смеси была опре- 
делена сыпучесть при отсутствии перемешивания, ко-
торая составила 7,5 ± 0,6 с / 100 г (13,4 ± 1,1 г/с).

Таблица 4. Оценка сыпучести таблеточных смесей амлодипина 2,5 мг

Table 4. Evaluation of flowability of Amlodipine 2,5 mg tablet mixtures 

№ состава
Mixture number

1 2 3 4

Сыпучесть, с/100 г
Flowability, s/100 g

0,94 ± 0,1 3,0 ± 0,1 2,0 ± 0,2 2,1 ± 0,1

Сыпучесть, г/с
Flowability, g/s

107,0 ± 13,7 33,0 ± 1,5 50,1 ± 6,2 46,9 ± 3,1
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Рисунок 1. УФ-спектры растворов мини-таблеток-ядер амлодипина 2,5 мг при проведении испытания «Однородность 
дозирования» 

Figure 1. UV spectrum of Amlodipine 2,5 mg mini-tablets-cores solutions of the test for Content Uniformity

Таблица 6. Результаты контроля качества мини-таблеток-ядер амлодипина 2,5 мг

Table 6. Results of quality control of Amlodipine 2,5 mg mini-tablets-cores

Показатель качества
Level of quality

Результат
Result

Критерий
Criteria

№ состава
Mixture number

1 2 3 4

Внешний вид
Appearance

Круглые, двояковыпуклые, белого цвета
White round biconvex

Круглые, двояковыпуклые, белого 
цвета
White round biconvex

Однородность массы, мг
Weight variation, mg

69,2 ± 0,6
69,7 ± 0,5
70,2 ± 0,4
72,2 ± 0,3

70,0 ± 7,0 (±10 %)

Истираемость, %
Friability, %

0,29 0,14 0,14 0,29
Менее 3 %
Less than 3 %

Прочность, Н
Hardness, N

92,2 ± 2,9 144,0 ± 7,5 81,3 ± 8,1 107,7 ± 4,3
Не менее 30 Н
Not less than 30 N

Распадаемость, мин
Disintegration, min

3,0 ± 0,1 1,3 ± 0,2 1,2 ± 0,1 2,0 ± 0,3
Не более 15 мин
Not more than 15 min

Количественное определение, мг
Drug content, mg

2,17 ± 0,01 2,31 ± 0,01 2,21 ± 0,01 2,54 ± 0,02 2,5 ± 0,25

Растворение, %
Dissolution, %

– 95,86 ± 2,90 – 100,76 ± 1,46
Через 30 мин в раствор должно 
перейти не менее 85 %
At least 85 % for 30 min
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Таблица 7. Состав мини-таблеток-ядер амлодипина 5 мг

Table 7. Composition of Amlodipine 5 mg mini-tablets-cores

Вещество
Ingredient, %

Количество  
на одну таблетку
Amount per tablet

мг
mg

%

Амлодипина безилат
Amlodipine besylate

6,94 9,91

Лактозы моногидрат
Lactose monohydrate

19,95 28,50

МКЦ
MCC

19,95 28,50

Кальция гидрофосфат безводный
Calcium hydrogen phosphate, anhydrous

20,36 29,09

Кроскармеллоза натрия
Croscarmellose Sodium

2,10 3,00

Магния стеарат
Magnesium stearate

0,70 1,00

Итого
Total

70,00 100,00

При получении мини-таблеток-ядер амлодипина 
5  мг при скорости прессования 25 мини-таблеток/мин,  
используемой ранее для мини-таблеток-ядер амлоди- 
пина 2,5 мг, наблюдалось неравномерное заполне- 
ние матрицы таблеточной смесью. По-видимому, дан-
ное явление обусловлено различием в сыпучести  
таблеточных смесей: сыпучесть таблеточной смеси 
для получения мини-таблеток-ядер амлодипина 2,5  мг 
более чем в три раза превышала таковую для полу- 
чения мини-таблеток-ядер амлодипина 5 мг. При вы-
сокой скорости прессования матрица заполняет-

ся равномерно смесью с более высокой сыпучестью  
из-за лучшей текучести смеси из загрузочного бун- 
кера. В связи с этим скорость прессования мини-таб- 
леток-ядер амлодипина 5 мг была снижена до 15  ми- 
ни-таблеток/мин, что позволило обеспечить равно-
мерность заполнения матрицы. 

Полученные мини-таблетки-ядра амлодипина 5  мг 
по всем показателям качества соответствовали фар- 
макопейным требованиям (таблица 8) [11].

Для различия дозировок мини-таблеток амлоди-
пина и возможности их дальнейшего инкапсулирова- 
ния было решено нанести на ядра пленочные обо- 
лочки различного цвета.

В результате изучения вязкости, поверхностного 
натяжения и оценки рассчитанного значения работы 
адгезии пленкообразующих суспензий, приготовлен-
ных на основе универсального пленочного покрытия 
AquaPolish® P white 010.256 в концентрациях 12, 15  
и 18 %, в качестве наиболее оптимальной концентра-
ции была выбрана 15 % суспензия.

В процессе приготовления суспензии вводился  
водорастворимый краситель в количестве 30,0  мг на  
200,0  г пленкообразующей суспензии для покрытия 
мини-таблеток-ядер амлодипина 2,5 мг светло-зеле-
ной оболочкой и 200,0 мг на 200,0 г пленкообразу-
ющей суспензии для покрытия мини-таблеток-ядер  
амлодипина 5 мг ярко-зеленой оболочкой.

В ходе исследования были установлены опти-
мальные технологические параметры нанесения пле-
ночного покрытия (таблица 9) с учетом возможных 
проблем, возникающих при покрытии таблеток пле-
ночными оболочками [14, 15].

Таблица 8. Результаты контроля качества мини-таблеток-ядер амлодипина 5 мг

Table 8. Results of quality control of Amlodipine 5 mg mini-tablets-cores

Показатель качества
Level of quality

Результат
Result

Критерий
Criteria

Внешний вид
Appearance

Круглые, двояковыпуклые, белого цвета
White round biconvex 

Круглые, двояковыпуклые, белого цвета
White round biconvex

Однородность массы, мг
Weight variation, mg

70,7 ± 0,3 70,0 ± 7,0 (± 10 %)

Истираемость, %
Friability, %

0,14
Менее 3%
Less than 3%

Прочность, Н
Hardness, N

103,0 ± 2,7
Не менее 30 Н
Not less than 30 N

Распадаемость, мин
Disintegration, min

3,2 ± 0,1
Не более 15 мин
Not more than 15 min

Количественное определение, мг
Drug content, mg

4,77 ± 0,03 5,0 ± 0,5

Растворение, %
Dissolution, %

98,93 ± 0,93
Через 30 мин в раствор должно перейти 
не менее 80 % 
At least 80 % for 30 min

Однородность дозирования
Content Uniformity

Среднее содержание АФС в мини-таблетке, %
Average of API content per mini-tablet, %

98,90

AV ≤ L1; L1 = 15 %
Стандартное отклонение (s)
Standard deviation (s)

1,20

Первый показатель приемлемости (AV), %
Acceptance value (AV), %

2,88
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Таблица 9. Технологические параметры  
нанесения пленочного покрытия

Table 9. Technological parameters of applying film coating

Параметр
Parameter

Значение
Value

Частота работы вентилятора на подачу воздуха, Гц
Supply fan freq, Hz

40,0

Частота работы вентилятора на отведение 
воздуха, Гц
Exhaust fan freq, Hz

45,0

Температура входящего воздуха, ºС
Supply air temp, °С

70,0

Температура выходящего воздуха, ºС
Exhaust air temp, °С

40,0

Скорость вращения барабана, об/мин
Coating bowl speed, Rpm

9,0

Скорость подачи пленкообразующей суспензии, 
мл/мин
Pump speed, Rpm

7,0

Давление сжатого воздуха на распыл, бар
Atomozing pressure, bar

1,0

Для сохранения целевой геометрии мини-табле-
ток покрытие наносилось до достижения его массо-
вой доли 2 % от массы ядра (70,0 ± 7,0 мг). 

Полученные мини-таблетки, покрытые пленоч- 
ной оболочкой, обладали удовлетворительным внеш-
ним видом: на поверхности не наблюдалось расслаи-
вания смеси, сколов, трещин и других дефектов. Фо-
тографии мини-таблеток, покрытых оболочкой (п/о), 
представлены на рисунке 2.

Нанесение пленочной оболочки не оказало су-
щественного влияния на распадаемость мини-табле-
ток, которая составляла 2,5 ± 0,1 мин и 3,8 ± 0,1  мин 
для мини-таблеток п/о с дозировками 2,5 и 5  мг 
соответственно.

Высвобождение амлодипина из полученных ми-
ни-таблеток с дозировками 2,5 мг и 5 мг изучали в 
среде 0,01 М раствора хлористоводородной кисло-
ты по фармакопейной методике в сравнении с ре-

ферентным препаратом Норваск®, таблетки 5 мг (ри- 
сунки 3 и 4). Выбор референтного препарата про-
водился в соответствии с Решением Совета Евра-
зийской экономической комиссии № 851. В связи с  
тем, что, как было установлено, за 15 минут из ис-
следуемых препаратов в раствор переходит более  
85 % амлодипина (94,71 ± 0,99 %  – из референтно-
го препарата; 91,53 ± 0,93 % – из мини-таблеток- 
ядер 2,5  мг; 89,29 ± 0,88 % – из мини-таблеток п/о 
2,5 мг; 90,71 ± 0,86 % – из мини-таблеток-ядер 5  мг; 
88,66 ± 1,19 % – из мини-таблеток п/о 5  мг), профи- 
ли растворения считали эквивалентными без мате- 
матической оценки [16–18]. Нанесение пленочно-
го покрытия существенно не повлияло на профиль 
высвобождения амлодипина (рисунки 3 и 4).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработаны состав и технология мини-таблеток  

п/о амлодипина 2,5 мг и 5 мг как компонента поли-
пилла для персонализированной терапии АГ. Обос- 
нован оптимальный состав ВВ группы наполнителей  
(лактозы моногидрат, МКЦ и кальция гидрофосфат  
безводный в соотношении 1 : 1 : 1) для получения ми-
ни-таблеток-ядер амлодипина 2,5 мг и 5 мг мето- 
дом прямого прессования. Мини-таблетки-ядра соот- 
ветствовали фармакопейным требованиям по пока- 
зателям: внешнему виду, однородности массы, исти- 

1 Решение Совета Евразийской экономической комис-
сии от 3 ноября 2016 г. № 85 «Об утверждении Правил про-
ведения исследований биоэквивалентности лекарственных 
препаратов в рамках Евразийского экономического союза». 
Доступно по: https://docs.cntd.ru/document/456026107. Ссыл-
ка активна на 10.07.2023.

Рисунок 2. Мини-таблетки, покрытые пленочной оболочкой: 

1 – амлодипин 2,5 мг; 2 – амлодипин 5 мг

Figure 2. Coated mini-tablets: 

1 – Amlodipine 2,5 mg; 2 – Amlodipine 5 mg

Рисунок 3. Профили высвобождения амлодипина (мини-таб- 
летки амлодипина 2,5 мг и Норваск® 5 мг)

Figure 3. Amlodipine release profiles (Amlodipine mini-tablets  
2,5 mg and Norvasc® 5 mg)
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раемости, прочности на раздавливание, распадаемо-
сти, количественному определению, растворению, од-
нородности дозирования.

Разработана технология покрытия пленочной  
оболочкой различных оттенков мини-таблеток-ядер 
амлодипина 2,5 мг и 5 мг.

Установлена эквивалентность профилей высвобо-
ждения амлодипина из разработанных мини-таблеток 
профилю высвобождения амлодипина из референт- 
ного препарата.
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Резюме
Введение. В настоящее время развитие фармацевтического рынка и жесткая конкуренция требуют от компаний, производящих 
лекарственные препараты (ЛП), более пристальной и детальной модернизации уже существующих производственных линий. Современной 
и экономичной технологией производства лекарственных форм является технология прямого прессования. Альтернативным 
подходом к оптимизации производства смесей, для которых ввиду физико-химических и технологических особенностей неприменимо 
использование технологии влажной грануляции или невозможно прямое прессование, может стать технология сухой грануляции методом 
компактирования.
Цель. Целью данной работы является изучение возможности получения таблеток ребамипида с применением технологии прямого 
прессования и технологии сухой грануляции методом компактирования с уходом от технологии влажной грануляции как от 
технологически сложного и экономически затратного метода, а также исследование влияния технологии на такие показатели качества, 
как распадаемость и растворение.
Материалы и методы. В качестве материалов использовался ребамипид (N-(4-хлорбензоил)-3-(2-оксо-1,2-дигидрохинолин-4-ил)
аланин) (экспериментальный образец), МКЦ-102 (J. Rettenmaier & Söhne (JRS), Германия), крахмал прежелатинизированный (Colorcon Ltd., 
Великобритания), коллидон SR (BASF, Германия), кроскармеллоза натрия (J. Rettenmaier & Söhne (JRS), Германия), безводная лимонная кислота 
(Scharlab S.L., Испания), натрия лаурилсульфат (BASF, Германия), аэросил 200 vv (Evonik Industries AG, Германия), натрия стеарилфумарат  
(J. Rettenmaier & Söhne (JRS), Германия), кальция стеарат (FACI, Италия), пленочное покрытие Вивакоат® PA-1P-000 (J. Rettenmaier & Söhne 
(JRS), Германия). В качестве оборудования использовался Y-образный смеситель (ООО «АЗТ ФАРМА К.Б.», Россия), ролл-компактор 
LGC100 (Beijing Gylongli Automation Tech. Co., Ltd., Китай), роторный таблеточный пресс PG16G (Beijing Gylongli Automation Tech. Co., 
Ltd., Китай), система для покрытия таблеток оболочкой Labcoat™ M (O'Hara Technologies lnc., Канада), антистатический ионизирующий 
пистолет Simco Cobra (Simco-Ion, Нидерланды), тестер сыпучести ERWEKA GT (ERWEKA GmbH, Германия), тестер насыпной плотности  
ERWEKA SVM 122 (ERWEKA GmbH, Германия), вибросито CISA RP 200N (CISA Cedaceria Industrial S.L., Испания), прибор для определения 
прочности, диаметра и толщины таблеток SOTAX HT 10 (SOTAX AG, Швейцария), тестер растворения DT 626/1000НН (ERWEKA GmbH, 
Германия), тестер распадаемости ZT321 (ERWEKA GmbH, Германия).
Результаты и обсуждение. В ходе ряда экспериментов методами прямого прессования и компактирования были получены  
таблетки-ядра, а также таблетки, покрытые пленочной оболочкой (ТППО). В результате изучения полученных таблеток было установлено, 
что при аналогичных составах таблетки, наработанные методом компактирования, отличаются большим временем распадемости и 
растворения по сравнению с таблетками, полученными прямым прессованием, что следует учитывать при планировании скорости 
высвобождения действующего вещества в ходе разработки лекарственных препаратов.
Заключение. В результате экспериментов, описанных в данной работе, было установлено, что существует прямая зависимость между 
использованием определенной технологии и влиянием ее на такие показатели качества, как распадаемость и растворение таблеток. 
Также установлено, что технология сухой грануляции позволяет получить более технологичную массу для таблетирования.

Ключевые слова: ребамипид, прямое прессование, сухая грануляция, таблетки, покрытие пленочной оболочкой

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

Вклад авторов. Б. В. Бровченко и Г. В. Трусов спланировали и разработали ход экспериментов. Г. В. Трусов проводил экспериментальные 
работы и анализировал полученные данные. Б. В. Бровченко и Г. В. Трусов участвовали в написа-нии текста статьи. Ж. М. Козлова и 
И. И. Краснюк принимали участие в рецензировании статьи. Все авторы участвовали в обсуждении результатов и написании статьи.

Для цитирования: Трусов Г. В., Бровченко Б. В., Козлова Ж. М., Краснюк И. И. Критерии выбора технологии получения таблеток 
ребамипида, покрытых пленочной оболочкой. Разработка и регистрация лекарственных средств. 2023;12(4):165–172. https://doi.
org/10.33380/2305-2066-2023-12-4-1467 

Technology Criteria for the Manufacturing  
of Rebamipide Film-coated Tablets
German V. Trusov1, 2, Bogdan V. Brovchenko1, Zhanna M. Kozlova2, Ivan I. Krasnyuk2

1 LLC "AZT PHARMA K.B.". Technopark "STROGINO", 8/1, Tvardovskogo str., Moscow, 123458, Russia
2 I. M. Sechenov First MSMU of the Ministry of Health of the Russian Federation (Sechenov University). 8/2, Trubetskaya str., Mosсow, 119991, Russia

 Corresponding author: German V. Trusov. E-mail: gtrusov@azt.group

© Трусов Г. В., Бровченко Б. В., Козлова Ж. М., Краснюк И. И., 2023
© Trusov G. V., Brovchenko B. V., Kozlova Z. M., Krasnyuk I. I., 2023

Фармацевтическая технология
Pharmaceutical Technology

https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.33380/2305-2066-2023-12-4-1467&domain=pdf&date_stamp=2023-11-24


166 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2023. Т. 12, № 4
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2023. V. 12, No. 4

ORCID: German V. Trusov – https://orcid.org/0009-0004-9285-2362; Bogdan V. Brovchenko – https://orcid.org/0009-0005-4904-8253;
               Zhanna M. Kozlova – https://orcid.org/0000-0003-1525-732X; Ivan I. Krasnyuk – https://orcid.org/0000-0002-7242-2988.

Received: 25.04.2023             Revised: 17.11.2023             Published: 24.11.2023

Abstract
Introduction. The current growth of the pharmaceutical market and stiff competition require from drug manufacturers make a more detailed and 
thorough fine-tuning of ex-isting production lines. Direct compression technology is a modern and cost-effective technology for solid dosage form 
drug manufacturing. Roll-compaction tehnology (dry granulation) can be an alternative approach to op-timize the manufacturing of formulations, 
for which the use of wet granulation or direct compression technologies is not possible due to their physical and chemical properties. 
Aim. The goal of this work is to investigate the possibility of manufactur-ing Rebamipide tablets by using direct compression technology and dry 
granu-lation technology (roll-compaction), avoiding such complicated and more ex-pensive technology as wet granulation. Also aim of this work is 
study the im-pact of production methods on such quality factors as disintegration and dis-solution time.
Materials and methods. In this study were used such materials as Re-bamipide substance (α-[(4-Chlorobenzoyl)amino]-1,2-dihydro-2-oxo-4-
quinolinepropanoic acid) (experimental sample), MCC-102 (J. Rettenmaier & Söhne (JRS), Germany), Starch pregelatinized (Colorcon LTD., England), 
Kollidone SR (BASF, Germany), Croscarmellose sodium (J. Rettenmaier & Söhne (JRS), Germany), Anhydrous citric acid (Scharlau), Sodium lauryl 
sulfate (BASF, Germany), Aerosil 200 vv Pharma (Evonik Industries AG, Germany), Sodium stearyl fumarate (J. Rettenmaier & Söhne (JRS), Germany), 
Calcium stearate (FACI, Italy), Film coating VIVACOAT® PA-1P-000 (J. Rettenmaier & Söhne (JRS), Germany). Also were used such equipment as  
Y shape blender («AZT FARMA K.B.», Russia), roll compactor LGC100 (Beijing Gylongli Automation Tech. Co., Ltd, China), rotary tablet press 
PG16G (Beijing Gylongli Automation Tech. Co., Ltd, China), tablet coating system  Labcoat™ M (O'Hara Technologies lnc, Canada), ionising air 
gun Simco Cobra (Simco-Ion, Netherlands), flowability tester ERWEKA GT (ERWEKA GmbH, Germany), powder density tester ERWEKA SVM 122  
(ERWEKA GmbH, Germany), vibrating sieve CISA RP 200N (CISA Cedaceria Industrial S.L., Spain), tablet hardness, thickness and height tester  
SOTAX HT 10 (SOTAX AG, Switzerland), dissolution tester DT 626/1000HH (ERWEKA GmbH, Germany) and disintegration tester ZT321  
(ERWEKA GmbH, Germany).
Results and discussion. In a series of experiments were obtained tablet’s cores and film coated tablets by direct compression and roll-compaction 
meth-ods. Experimentally it was found, that in tablets with similar formulations roller compaction technology provides slower disintegration and 
dissolution time, compared to direct compression method. This fact should be taken into account during drug development when planning the 
rate of release of the ac-tive ingredient.
Conclusion. As a result of the experiments it was shown a direct correla-tion between the use of a certain technology and its impact in such quality 
in-dicators as disintegration and dissolution time of tablets. It was also found that dry granulation technology provides a more technologically 
suitable tablet mass.
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ВВЕДЕНИЕ
Современное развитие фармацевтического рын-

ка в части технологического разнообразия и высо-
кая конкуренция среди производителей требуют от 
разработчиков ЛП проведения постоянного поиска  
новых технологических подходов и типов вспомога-
тельного сырья, а также совершенствования и уде-
шевления существующих производств. Присталь- 
ного внимания заслуживает метод прямого прессо- 
вания, поскольку он является одним из самых акту-
альных, постоянно модернизируется за счет обнов-
ления оборудования и увеличения ассортимента 
вспомогательных веществ. Данный метод производст- 
ва является не только экономически выгодным, но  
и обеспечивает большую экологичность производст- 
ва. Тем не менее в настоящее время, в условиях эко-

номических санкций и отказа ряда иностранных 
производителей вспомогательных компонентов по-
ставлять готовые решения для технологии прямо-
го прессования на рынок РФ, многие разработчики 
сталкиваются с ситуацией, когда предложенный со-
став с использованием готовых комплексных реше-
ний после завершения процедуры государственной 
регистрации ЛП может быть недоступен производи-
телю, что приведет к невозможности использования 
метода прямого прессования. Указанные риски за-
ставляют разработчиков искать альтернативные ре-
шения, особенно при невозможности применения 
влажной грануляции для ряда действующих веществ 
ввиду их гигроскопичности или деградации в при- 
сутствии воды. Таким решением может стать сухая 
грануляция методом компактирования.
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Следует отметить, что технология компактиро-
вания порошков  также является одним из возмож-
ных решений по оптимизации фармацевтического 
производства, поскольку, помимо экономического 
эффекта, может решать задачи таблетирования для 
некоторых продуктов, для которых ввиду физико-хи-
мических особенностей классический метод сухой 
грануляции  – получение таблеток-брикетов (брике-
тирование) с последующим размолом  – неприме- 
ним [1–3].

В последнее время в технологии прямого прес- 
сования используют давно известные вспомогатель-
ные вещества в новых формах готовых комплексных 
продуктов (МКЦ [4], натрия лаурилсульфат, кукуруз-
ный крахмал, кремния диоксид коллоидный и др.),  
которые применимы и в технологии получения таб- 
леток методом компактирования в классическом ви-
де, что позволяет снизить риски при выборе состава, 
в частности, для воспроизведенных препаратов. Воз-
можность использовать одни и те же вспомогатель-
ные вещества при применении различных техноло- 
гий позволяет при анализе рисков, опираясь на це-
левой профиль качества препарата, надлежащим об-
разом определить методологические подходы и тех-
нологические параметры изготовления будущего 
лекарственного средства [5].

При разработке твердых лекарственных форм, 
на наш взгляд, критическими показателями качест- 
ва являются распадаемость и растворение. Первый 
параметр можно отнести к параметру предвари-
тельной оценки процесса растворения и, соответст- 
венно, к процессу высвобождения активных ком-
понентов. Контроль второго параметра необходим 
для достижения требуемой скорости высвобожде-
ния активной фармацевтической субстанции (АФС) 
в среде растворения за определенный промежуток 
времени [6–8]. 

Для проведения данных экспериментальных ра- 
бот была выбрана субстанция ребамипида, кото-
рая обладает гастропротекторными и цитопротек- 
торными свойствами [9, 10]. Разработка новых пре-
паратов данной группы в настоящее время явля-
ется актуальной. Однако в большинстве случаев 
при производстве препаратов ребамипида приме-
нима только технология влажной грануляции, так 
как субстанция имеет форму удлиненных пластин-
чатых кристаллов  [11], то есть анизодиаметриче-
скую (неправильную). Такие субстанции, как из-
вестно, обладают негативными технологическими 
характеристиками. 

Целью данной работы является изучение воз-
можности получения таблеток ребамипида метода- 
ми прямого прессования и сухой грануляцией с воз-
можностью ухода от технологии влажной грануляции  
как от технологически сложного и экономически  
затратного метода, а также изучение влияния техно- 
логии на такие показатели качества, как распадае-
мость и растворение.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объект исследования – таблетки ребамипида, по-

крытые пленочной оболочкой, которые были полу- 
чены двумя способами – методом прямого прессова-
ния и сухой грануляции. 

АФС ребамипид (экспериментальный образец)  – 
кристаллический порошок белого цвета, без запаха, 
с горьким вкусом. Растворим в диметилформамиде, 
очень мало растворим или практически нерастворим 
в метаноле и спирте 96%-м, практически нераство- 
рим в воде.

В качестве вспомогательных веществ использо- 
вались:
•• МКЦ-102 (микрокристаллическая целлюлоза)  – 

обладает средним размером частиц и сочетает  
в себе хорошую сыпучесть и прессуемость1. В 
составе таблеток ребамипида выполняет роль 
наполнителя, позволяющего улучшить техно-
логические характеристики АФС и массы для 
таблетирования.

•• Крахмал прежелатинизированный – позволяет  
уменьшить количество опудривающих компо-
нентов, так как сам частично выполняет эту функ-
цию2. В данном составе выполняет роль напол- 
нителя, позволяющего улучшить технологиче- 
ские характеристики АФС и массы для таблети- 
рования.

•• Коллидон SR – выполняет роль связующего, по-
зволяющего получить таблетки с необходимыми 
показателями прочности и истираемости. Приме-
ним для различных видов технологий3. 

•• Кроскармеллоза натрия – выполняет роль дезин-
тегранта, позволяющего получить таблетки с не- 
обходимыми значениями времени распадаемо- 
сти и растворения, так как может использовать-
ся как в технологии влажной грануляции, так и в  
технологии прямого прессования4. 

•• Лимонная кислота безводная – выполняет роль 
регулятора кислотности, позволяющего получить  
таблетки с необходимым значением времени раст- 
ворения5.

1 JRS PHARMA. Available at: https://www.jrspharma.
com/pharma_en/products/excipients/vivapur.php. Accessed: 
27.09.2023.

2 Colorcon. Available at: https://www.colorcon.com/mar-
kets/pharmaceuticals/excipients/tablets/starch-1500. Accessed: 
27.09.2023.

3 BASF. Available at: https://pharma.basf.com/products/
kollidon-sr. Accessed: 27.09.2023.

4 JRS PHARMA. Available at: https://www.jrspharma.
com/pharma_en/products/excipients/vivasol.php. Accessed: 
27.09.2023.

5 Rowe C. R., Sheskey P. J., Quinn M. E., editors. Hand-
book of pharmaceutical excipients. London: Pharmaceutical 
Press; 6th ed., 2009, 888 p. Available at: https://www.academia.
edu/27602529/Handbook_of_Pharmaceutical_Excipients_6th_
Edition. Accessed: 27.09.2023.
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•• Натрия лаурилсульфат – применяется в данной  
рецептуре как солюбилизатор (для улучшения 
растворимости АФС), также может выполнять роль 
опудривающего вещества1. 

•• Аэросил 200 vv – выполняет роль скользящего,  
позволяющего улучшить технологические харак-
теристики АФС и массы для таблетирования2.

•• Кальция стеарат – выполняет роль опудривающе-
го, позволяющего улучшить внешний вид табле-
ток и избежать проблем в процессе таблетирова-
ния (например, возможное налипание массы на 
пресс-инструмент)3.

•• Натрия стеарилфумарат – применяется как опу-
дривающее вещество в тех случаях, когда дру-
гие вспомогательные вещества аналогично-
го действия несовместимы с АФС4. Вводился в 
состав помимо кальция стеарата ввиду того, 
что опудривающих свойств кальция стеарата 
недостаточно.

•• Пленочное покрытие – в составе препарата вы-
полняет эстетическую функцию, блокирует за-
пах, защищает от воздействия света, а также спо-
собствует улучшению стабильности препарата. 
В качестве растворителя при приготовлении  
суспензии пленочного покрытия использовали 
воду.
В технологическом процессе использовались: 

•• Y-образный смеситель производства «АЗТ ФАР- 
МА К.Б.» (смешивание компонентов);

•• ролл-компактор LGC100 производства Beijing Gy-
longli Automation Tech. Co., Ltd., Китай (сухая гра-
нуляция методом компактирования);

•• роторный таблеточный пресс PG16G производст- 
ва Beijing Gylongli Sci. & Tech. Co., Ltd., Китай;

•• система для покрытия таблеток оболочкой Lab- 
coat™ M производства O’Hara Technologies lnc., 
Канада.
Параметры смешивания, грануляции (где она при-

сутствовала), таблетирования и нанесения покрытия 
были идентичны для всех наработок.

Массы для таблетирования, полученные с помо-
щью прямого смешивания и с применением стадии 
сухого гранулирования, анализировали по показа-
телям насыпной плотности (до/после уплотнения), 
сыпучести (рассчитывали индекс Карра и число  
Хауснера) и фракционному составу в соответствии  
с требованиями Государственной фармакопеи (ГФ) 
РФ XIV изд.: 

1 BASF. Available at: https://pharma.basf.com/products/
kolliphor-sls. Accessed: 27.09.2023.

2 EVONIK. Available at: https://www.silica-specialist.com/
en/product/PR_52001873. Accessed: 27.09.2023.

3 Rowe C. R., Sheskey P. J., Quinn M. E., editors. Hand-
book of pharmaceutical excipients. London: Pharmaceutical 
Press; 6th ed., 2009, 888 p. Available at: https://www.academia.
edu/27602529/Handbook_of_Pharmaceutical_Excipients_6th_
Edition. Accessed: 27.09.2023.

4 JRS PHARMA. Available at: https://www.jrspharma.
com/pharma_en/products/excipients/pruv.php. Accessed: 
27.09.2023.

•• Тестирование сыпучести и насыпной плотности 
осуществляли в соответствии с ОФС.1.4.2.0016.15 
«Степень сыпучести порошков», применяя три 
повторности для каждого эксперимента. Для 
определения насыпной плотности использовали 
оборудование ERWEKA SVM 122, а для сыпучести  –  
ERWEKA GT. 

•• Расчет индекса Карра и числа Хауснера происхо-
дит по следующим формулам: 

IC
Dc Da

Dc
=

−
⋅100 %,

IH
Dc
Da

= ,

где Da – насыпная плотность до уплотнения; Dc  –  
насыпная плотность после уплотнения; IC – индекс  
Карра; IH – число Хауснера. 
•• Определение фракционного состава осуществля- 

ли в соответствии с ОФС.1.1.0015.15 «Ситовой 
анализ», применяя три повторности для каждого  
эксперимента. Для определения фракционного 
состава использовали вибросито CISA RP 200N.

•• Тестирование времени распадаемости осуществля- 
ли в соответствии с ОФС.1.4.2.0013.15 «Распада-
емость таблеток и капсул» на 6 таблетках, по-
крытых пленочной оболочкой, для каждого экс-
перимента. Для определения распадаемости 
использовали оборудование ERWEKA ZT321. Ре- 
зультаты исследования представлены на ри- 
сунке 1.

•• Изучение времени растворения проводилось на 
оборудовании ERWEKA DT 626/100HH с установ-
кой перемешивающего устройства типа «лопаст-
ная мешалка» в соответствии с ОФС.1.2.1.0005.15 
«Растворение для твердых дозированных ле- 
карственных форм». Для получения наиболее  
достоверных данных использовали 6 табле-
ток. Скорость вращения мешалки составляла  
50 об/мин, в качестве среды растворения высту-
пал фосфатный буфер с pH = 7,2, объем среды  –  
900  мл. Время проведения теста – 45 минут. Ре-
зультаты исследования представлены на рисун-
ке  2. Для удобства чтения данных график высво-
бождения по каждому эксперименту построен по 
среднему арифметическому из полученных зна-
чений высвобождения. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Перед получением масс для таблетирования раз-
личными методами были изучены технологические 
свойства АФС. Результаты исследования описаны в  
таблице 1.

Исходя из полученных результатов исследований, 
можно сделать вывод, что субстанция представляет 
собой несыпучий порошок с  низкой насыпной плот-
ностью. Согласно насыпному объему и расчету коэф-
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фициента прессуемости, степень сыпучести субстан-
ции-порошка низкая. Отсутствие сыпучести и наличие 
статики может негативно сказаться на однородно-
сти распределения (количественном содержании) в 
массе для таблетирования и, соответственно, таблет- 
ках-ядрах, особенно при использовании технологии 
прямого прессования. 

Таблица 1. Технологические характеристики АФС  
(средний показатель ±SN, n = 3)

Table 1. Technological characteristics of APS (average ±SN, n = 3)

АФС ребамипид
API Rebamipide

Насыпная плотность, г/мл (до уплотнения/
после)
Bulk and tapped density, g/ml

0,12 ± 0,06 / 0,17 ± 0,08

Сыпучесть (г/с)
Flowability (g/s)

Ø 10 – 0
Ø 15 – 0

Фракционный состав (было отмечено, что 
частицы, находящиеся на ситах с размером 
ячеек 0,5 и 0,2 мм, продавливаются через 
ячейки при ручном воздействии) 
Particle size distribution (it was noticed, that 
particles on 0,5 mm and 0,2 mm sieves could 
be pushed through by manual action)

0,5–1,0 мм – 46,89 %; 
0,2–0,5 мм – 53,11 %; 
<0,2 мм – 0,00 %
0,5–1,0 mm – 46,89 %; 
0,2–0,5 mm – 53,11 %; 
<0,2 mm – 0,00 %

Потеря в массе при высушивании, %
Loss on drying, %

<1

Индекс Карра, %
Carr Index, %

1,42 ± 0,07

Число Хауснера
Hausner ratio

29,0 ± 0,92

При выборе состава таблеток, покрытых пленоч-
ной оболочкой, использовали современные вспомо- 
гательные вещества, способные корректировать тех-
нологические свойства субстанции. Подбор вспомо-
гательных компонентов был осуществлен ранее и 
производился исходя из полученных результатов тех-
нологических характеристик АФС, а также с учетом 
требований к готовой лекарственной форме. Выбран-
ные составы описаны в таблице 2.

Массы для таблетирования для прямого прессо-
вания получали путем последовательного смешива-
ния компонентов в Y-образном смесителе. На первой 
стадии АФС смешивали с наполнителями (МКЦ-102 и 
крахмал прежелатинизированный). Затем добавляли 
связующее (коллидон SR), дезинтегрант (кроскармел-
лоза натрия, в случае ее присутствия в составе) и со- 
любилизатор (натрия лаурилсульфат). На следующей 
стадии вводили скользящее (аэросил 200vv, в случае 
его присутствия в составе). На предпоследней ста- 
дии вводили первое опудривающее (натрия стеарил-
фумарат). На завершающей стадии к смеси добавляли 
второе опудривающее (кальция стеарат).

Для получения наиболее технологичных по ха-
рактеристикам масс для таблетирования с помощью 
компактирования часть компонентов вносилась экст- 
рагранулярно, а часть – интрагранулярно. В первом 
составе для этого пополам разделяли кроскармел- 
лозу натрия, натрия стеарилфумарат полностью вно-
сили интрагранулярно, а кальция стеарат – экстра-

гранулярно. Во втором составе пополам разделяли  
аэросил 200vv. Натрия стеарилфумарат и кальция  
стеарат вносили аналогично первому составу.

Таблица 2. Составы ТППО, которые получали  
с помощью технологии прямого прессования  
и технологии компактирования

Table 2. Film-coated tablet formulations, manufactured  
by direct compression and roller compaction technology

Состав № 1
Formulation 

№ 1

Состав № 2
Formulation 

№ 2
АФС
API

Ребамипид, мг (ФС 000951-231014)
Rebamipide, mg (FS 000951-231014)

100,00

Вспомогательные вещества
Excipients

МКЦ-102, мг (Ph.Eur. или USP)
MCC-102, mg (Ph.Eur. or USP)

64,80 55,20

Крахмал прежелатинизированный, мг 
(Ph.Eur. или USP)
Starch pregelatinized, mg 
(Ph.Eur. or USP)

39,70 44,50

Коллидон SR, мг (Ph.Eur. или USP)
Kollidon SR, mg (Ph.Eur. or USP)

19,20 24,00

Кроскармеллоза натрия, мг 
(Ph.Eur. или USP)
Croscarmellose sodium, mg 
(Ph.Eur. or USP)

4,80 –

Лимонная кислота безводная, мг
(Ph.Eur. или USP)
Citric acid anhydrous, mg
(Ph.Eur. or USP)

2,30 2,30

Натрия лаурилсульфат, мг 
(Ph.Eur. или USP)
Sodium lauryl sulfate, mg 
(Ph.Eur. or USP)

2,00 2,00

Аэросил 200vv, мг (Ph.Eur. или USP)
Aerosil 200vv, mg (Ph.Eur. or USP)

– 4,80

Натрия стеарилфумарат, мг
(Ph.Eur. или USP)
Sodium stearyl fumarate, mg
(Ph.Eur. or USP)

4,80 4,80

Кальция стеарат, мг (Ph.Eur. или USP)
Calcium stearate, mg (Ph.Eur. or USP)

2,40 2,40

Масса таблетки-ядра, мг
Tablet core mass, mg

240,00

Пленочное покрытие, мг 
(Спецификация фирмы)
Film coat, mg (Firm specification)

7,20 7,20

Масса таблетки ППО, мг
Film coated tablet mass, mg

247,20

Процесс компактирования на ролл-компакто-
ре LGC100 на обеих массах проходил аналогично. 
Пластинка формировалась однородно, без рассло-
ения и без изменения толщины. Для формирования  
гранул была установлена сетка с размером ячеек 
1,5 мм. 

Результаты анализа масс по технологическим пока-
зателям приведены в таблице 3.

Как видно из результатов тестирования техно- 
логических параметров, массы, полученные техно-
логией сухой грануляцией, имеют лучшие технологи-
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ческие характеристики. Для дальнейшего получения  
таблеток были использованы оба состава, получен- 
ные сухой грануляцией, и состав № 2, полученный  
прямым смешиванием.

Процесс таблетирования осуществляли на ро-
торном таблеточном прессе. На пресс устанавли-
вали все 16 станций пресс-инструмента (ПИ) 9 мм с 
установкой бункера и питателя с двумя ворошите-
лями. Поскольку дозирование в данном прессе осу-
ществляется по объему, такие параметры, как объем  
заполнения, усилие предварительного и усилие ос-
новного прессования, подбирались таким образом, 
чтобы получить таблетку, которая будет выдержи-
вать испытание на истираемость (не более 1 % поте-
ри в массе) и распадаемость (не более 15 минут для 
таблеток-ядер и не более 30  минут для ТППО). Ско-
рость ротора и скорость вращения ворошителей 
в питателе подбиралась и корректировалась в со-
ответствии с результатами промежуточного конт- 
роля масс таблеток-ядер [масса таблеток-ядер 
должна была держаться в диапазоне 222–258  мг 
(240 ± 7,5 %)]. Свойства полученных таблеток-ядер 
описаны в таблице 4.

Как видно из табличных данных, представленные 
составы хорошо прессуются и держат массу. Полу- 
ченные таблетки прокрывались плtночной оболоч-
кой в системе для покрытия таблеток оболочкой Lab- 
coat™ M (O’Hara Technologies lnc., Канада).

Полученные таблетки имели круглую, двояковы-
пуклую форму, были покрыты пленочной оболочкой 
белого цвета, поперечный срез был белым или почти 
белым.

Важными критериями выбора оптимальной тех-
нологии получения таблеток ребамипида, покрытых  
пленочной оболочкой, на наш взгляд, являются та-
кие показатели качества, как распадаемость и раст- 
ворение таблеток, покрытых пленочной оболочкой. 
Оценку качества по данным показателям проводили  
в соответствии с требованиями ГФ РФ. Результаты 
представлены на рисунках 1 и 2. 

Как видно на рисунке 1, таблетки состава № 2, не-
зависимо от технологии получения, имели более  
длительное время распадаемости. На втором составе  
видно, что компактирование позволяет получить бо-
лее медленное время распадаемости (среднее время 
для состава № 1: компактирование (3,53 ± 0,24)  мин, 
для состава № 2: прямое прессование (7,12 ± 0,26)  мин, 
компактирование (9,01 ± 0,35) мин). 

Из представленных данных на рисунке 2 видно,  
что скорость высвобождения АФС коррелирует с  
полученными результатами теста распадаемости. Выс- 
вобождение из состава № 1, полученного методом 
компактирования, к 5-й минуте составляет 83,80 ± 
0,71 %. Высвобождение из состава № 2, полученно-
го методом прямого прессования, к 5-й минуте со-
ставляет 51,33 ± 0,57 %, а методом компактирова- 
ния – 32,57 ± 0,22 %.

В связи с представленными результатами можно 
сделать вывод о том, что наработанные таблетки, по-
крытые пленочной оболочкой, соответствуют кри-
териям приемлемости по времени распадаемости и 
растворения. Следует отметить, что по полученным 
данным прослеживается следующая закономерность: 
использование технологии сухой грануляции (ком- 
пактирования) замедляет процесс высвобождения АФС 
в сравнении с технологией прямого прессования.

Таблица 3. Сравнение наработанных масс по технологическим характеристикам (средний показатель ±SN, n = 3)

Table 3. Technological characteristics comparison of manufactured formulations (average ±SN, n = 3)

Состав № 1  
(прямое прессование)

Formulation № 1 
(direct compression)

Состав № 1  
(компактирование)

Formulation № 1 
(roll-compaction)

Состав № 2  
(прямое прессование)

Formulation № 2 
(direct compression)

Состав № 2 
(компактирование)

Formulation № 2 
(roll-compaction)

Насыпная плотность, г/мл 
(до уплотнения/после)
Bulk and tapped density, g/ml

0,18 ± 0,3 / 0,29 ± 0,12 0,35 ± 0,04 / 0,49 ± 0,25 0,20 ± 0,08 / 0,30 ± 0,24 0,47 ± 0,77 / 0,60 ± 0,35

Сыпучесть (г/с)
Flowability (g/s)

Ø 10 – 0
Ø 15 – 0

Ø 10 – 5,70 ± 0,56
Ø 15 – 13,54 ± 0,02

Ø 10 – 0
Ø 15 – 0

Ø 10 – 14,32 ± 0,03
Ø 15 – 20,83 ± 0,24

Фракционный состав
Particle size distribution

0,5–1,0 мм – 1,34 %; 
0,2–0,5 мм – 75,19 %; 
<0,2 мм – 23,47 %
0,5–1,0 mm – 1,34 %; 
0,2–0,5 mm – 75,19 %; 
<0,2 mm – 23,47 %

1,0–1,5 мм – 3,55 %;
0,5–1,0 мм – 22,28 %; 
0,2–0,5 мм – 54,05 %; 
<0,2 мм – 20,12 %
1,0–1,5 mm – 3,55 %;
0,5–1,0 mm – 22,28 %; 
0,2–0,5 mm – 54,05 %; 
<0,2 mm – 20,12 %

0,5–1,0 мм – 0,93 %; 
0,2–0,5 мм – 68,64 %; 
<0,2 мм – 30,43 %
0,5–1,0 mm – 0,93 %; 
0,2–0,5 mm – 68,64 %; 
<0,2 mm – 30,43 %

1,0–1,5 мм – 7,80 %;
0,5–1,0 мм – 27,55 %; 
0,2–0,5 мм – 34,70 %; 
<0,2 мм – 29,95 %
1,0–1,5 mm – 7,80 %;
0,5–1,0 mm – 27,55 %; 
0,2–0,5 mm – 34,70 %; 
<0,2 mm – 29,95 %

Индекс Карра, %
Carr Index, %

1,61 ± 0,08 1,40 ± 0,05 1,50 ± 0,31 1,28 ± 0,55

Число Хауснера
Hausner ratio

38 ± 0,01 29 ± 0,06 33 ± 0,24 22 ± 0,77

Заключение о сыпучести по индексам
Summary of flowability according to va- 
lues

Очень, очень плохая
Very, very poor

Плохая
Poor

Очень плохая
Very poor

Умеренная
Passable
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенных работ изучена воз-

можность получения таблеток ребамипида с приме- 
нением как технологии прямого прессования, так и 

технологии сухой грануляции методом компактиро- 
вания с уходом от технологии влажной грануляции  
как от технологически сложного и экономически  
затратного метода. Были изучены технологические 

Таблица 4. Характеристики полученных таблеток-ядер

Table 4. Core tablets parameters

Наименование показателя
Quality control name

Регламентные данные
Standard values

Фактические данные
Actual values
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Внешний вид
Appearance

Круглые двояковыпуклые таблетки бело-
го или почти белого цвета,
без сколов, с гладкой однородной по-
верхностью, с ровными краями
Round biconvex tablets, white or almost 
white, no chips, with smooth and homo- 
genous surface and flat edges

Соответствует
Conforms

Средняя масса таблеток и отклоне-
ние от средней массы, мг
Average tablet weight and weight 
deviation, mg

От 222 до 258 (240 ± 7,5 %)
From 222 to 258 (240 ± 7.5 %)

246 (от 239 до 252)
246  

(from 239 to 252)

244 (от 239 до 247)
244  

(from 239 to 247)

244 (от 240 до 247)
244  

(from 240 to 247)

Диаметр таблеток, мм
Tablet diameter, mm 9,0 9,0

Высота таблеток, мм
Tablet height, mm

По факту
In fact

От 3,79 до 3,85
From 3.79 to 3.85

От 3,80 до 3,86
From 3.80 to 3.86

От 3,80 до 3,86
From 3.80 to 3.86

Прочность таблеток на раздавли-
вание, Н
Crushing strength of tablets, N

≥80 От 73 до 146
From 73 to 146

От 121 до 124
From 121 to 124

От 91 до 127
From 91 to 127

Усилие прессования, кН
Compression force, kN ≤20 14,0–14,3 13,4 14,5

Истираемость, %
Abrasion, % ≤1 0,11 0,13 0,16

Рисунок 1. Результаты оценки качества таблеток ребамипида, покрытых пленочной оболочкой, по показателю «Распадаемость 
таблеток и капсул» (средний показатель ±SN, n = 6)

Figure 1. Results of evaluation of the quality of Rebamipide film-coated tablets according to the parameter "Disintegration of tablets 
and capsules" (average ±SN, n = 6)
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свойства АФС ребамипида, что позволило скоррек-
тировать выбор вспомогательных веществ, которые 
можно использовать как для прямого прессования, 
так и для компактирования. Установлена возможность 
применения технологии прямого прессования и су-
хой грануляции для получения таблеток ребамипида, 
покрытых оболочкой. В ходе работы изучено влияние 
различных технологических подходов на такие пока-
затели качества таблеток, как время распадаемости  
и растворения. Обоснован состав вспомогательных 
веществ и технологические подходы, которые могут 
позволить получить таблетки, соответствующие кри-
териям приемлемости. 
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Рисунок 2. Результаты оценки качества таблеток ребамипида, покрытых пленочной оболочкой, по показателю «Растворение 
для твердых дозированных лекарственных форм» (средний показатель ±SN, n = 6)

Figure 2. Results of the evaluation of the quality of Rebamipide film-coated tablets according to the parameter "Dissolution test for solid 
dosage forms" (average ±SN, n = 6)
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Резюме
Введение. Исследования последних лет показали, что природные биологически активные вещества растений эволюционно более близки 
организму человека, чем синтетические. Они легко включаются в обменные процессы и практически не имеют побочных эффектов, а 
многие из них являются предшественниками физиологически активных веществ. Примером ценного лекарственного растительного 
сырья (ЛРС) являются корни шлемника байкальского (Scutellaria baicalensis), в составе которых присутствуют видоспецифичные 
флавоноиды – байкалин и скутеллярин, обладающие потенциалом для создания противовирусных ЛС и систем функционального 
питания с антиоксидантными и адаптогенными свойствами. Для нивелирования существующих недостатков использования интактного 
растения в фармацевтической практике предложен природосберегающий и эргономичный подход к культивированию клеток шлемника 
байкальского в контролируемых условиях in vitro. Данная технология позволяет извлекать активные вещества S. baicalensis без нанесения 
ущерба окружающей среде и способствует сокращению времени наработки необходимого количества растительного материала с 
повышением эффективности производственных процессов.
Цель. Разработка технологии сухого экстракта на основе биомассы каллусных культур S. baicalensis.
Материалы и методы. Объект исследования – биомасса клеток S. baicalensis, полученная из каллусной культуры. Функциональные 
характеристики (сыпучесть, коэффициент Хауснера, индекс Карра, фракционный состав, а также пористость и гигроскопичность) 
биомассы шлемника байкальского и сухого экстракта на ее основе рассчитаны согласно методикам Фармакопеи ЕАЭС. Экстракция 
растительного материала осуществлялась методом мацерации при нагревании на водяной бане с обратным холодильником. 
Качественный и количественный анализ БАВ в составе сухого экстракта реализован методами спектрофотометрии и высокоэффективной 
жидкостной хроматографии. Показатели качества и функциональные характеристики готового продукта оценивались в соответствии с 
фармакопейными требованиями. 
Результаты и обсуждение. Проведена оценка функциональных характеристик биомассы шлемника байкальского, и подтверждена 
возможность получения сухого экстракта на ее основе. Подобраны параметры процесса извлечения БАВ, установлено присутствие 
байкалина в экстракте биомассы, и проведена сравнительная оценка профиля агликона в экстракте на основе каллусной культуры и 
корней шлемника байкальского. Оценены свойства готового продукта на предмет соответствия нормативным требованиям, а также 
технологические характеристики.
Заключение. Показатели качества сухого экстракта биомассы шлемника байкальского удовлетворяют нормативным требованиям, 
а технологические характеристики являются пригодными для использования полученного продукта в качестве фитосубстанции для 
разработки ЛС комбинированного типа и биологически активных добавок.

Ключевые слова: шлемник байкальский, каллусные культуры, биомасса растительных клеток, сухой экстракт, байкалеин, функциональные 
характеристики
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Abstract
Introduction. Plant biologically active substances (BAS) are valuable for drug development in view of their pharmacological effects and 
metabolic proximity to the human body. As an example of a useful herbal raw material, the roots of Scutellaria baicalensis, which contain  
species-specific flavonoids, baicalin and scutellarin, possess the potency of creating antiviral drugs and functional nutrition systems with 
antioxidant and adaptogenic properties. In order to levelling the existing limitations of using intact plant in pharmaceutical practice, we proposed 
a nature-saving and ergonomic approach of cultivation of S. baicalensis cells under in vitro conditions. This technology allows to extract active 
substances of S. baicalensis without causing damage to the environment and contributes to the reduction of the time required to produce the 
necessary amount of plant material with an increase in the efficiency of production processes.
Aim. The development of dry extract technology from S. baicalensis callus biomass. 
Materials and methods. The object of the study – biomass of S. baicalensis cells obtained from callus culture. Functional characteristics (friability, 
Hausner’s coefficient, Carr’s index, fractional composition, as well as porosity and hygroscopicity) of S. baicalensis biomass and dry extract on 
its basis were determined according to the methods of the EAEU Pharmacopoeia. Extraction of plant material was carried out by maceration 
method with heating in a water bath with reflux condenser. Qualitative and quantitative analysis of BAS in the dry extract was carried out by 
spectrophotometry and high-performance liquid chromatography. Quality indicators and functional characteristics of the finished product were 
evaluated in accordance with pharmacopeial requirements.
Results and discussion. The functional characteristics of the S. baicalensis biomass were evaluated and the possibility of obtaining a dry extract on 
its basis was confirmed. We selected parameters of BAS extraction process, established the presence of baicalin in the biomass extract and carried 
out a comparative evaluation of aglycone profile in the extract based on callus culture and roots of intact plant. The properties of the finished 
product were evaluated for compliance with regulatory requirements, as well as technological characteristics.
Conclusion. The quality indicators of the dry extract of the S. baicalensis biomass satisfy the normative conditions. The technological characteristics 
of dry extract are suitable for the utilisation as a phytosubstance for the development of medicines of combined type and dietary supplements.

Keywords: Baikal skullcap, callus cultures, plant cell biomass, dry extract, baicalein, functional characteristics
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ВВЕДЕНИЕ
Биологически активные вещества (БАВ) расти-

тельного происхождения, или вторичные метаболи- 
ты, представляют существенный интерес для разра-
ботки лекарственных средств (ЛС) [1–3]. Причина по-
вышенного внимания к фитосубстанциям заключает- 
ся в разнообразии фармакологических эффектов и  
метаболитной близости к организму человека, что в 
конечном итоге определяет перспективность и вос-
требованность растительных молекул [1, 3–5]. 

В контексте направленности населения на фи-
томедицину и принципы здорового образа жизни 
весьма ценным лекарственным растением является  
шлемник байкальский (Scutellaria baicalensis). В со- 
став корней растения входят такие видоспецифич-
ные флавоноиды, как байкалин и скутеллярин, осо-

бенно ценные в контексте создания противовирус-
ных ЛС, адаптогенных пищевых добавок и систем 
функционального питания с антиоксидантными  
свойствами  [6, 7]. С точки зрения промышленной  
технологии использование традиционных спосо-
бов заготовки шлемника опосредует широкий круг  
проблем. Сокращение биоразнообразия, возмож-
ность выращивания S. baicalensis в строго определен-
ных климатических зонах [8], обработка гербицид-
ными и инсектицидными токсичными средствами, а 
также экономически невыгодное расширение произ-
водственных площадей ставят под сомнение исполь-
зование данного вида лекарственного растительно- 
го сырья (ЛРС) в промышленной практике. 

Для нивелирования существующих недостат-
ков в настоящее время предложено использование 
междисциплинарных подходов, сочетающих в себе 
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принципы природосбережения и эффективной ор-
ганизации производственных процессов. Одним из 
альтернативных методов получения БАВ шлемни-
ка байкальского становится клеточная биотехноло-
гия, предполагающая выращивание биомассы рас-
тительных клеток in vitro. Благодаря обеспечению 
контролируемых условий растительные клетки в ви-
де каллусной культуры приобретают кумулятивные 
функции и продуцируют большее количество вторич-
ных метаболитов. То есть клеточная биомасса может 
быть использована в качестве альтернативного рас-
тительного сырья для получения ЛС, в том числе фи- 
тосубстанций в виде сухих экстрактов  [9]. Такой под-
ход, с одной стороны, позволяет извлекать активные 
вещества S. baicalensis без нанесения ущерба окружа-
ющей среде, а с другой – способствует сокращению 
времени наработки необходимого количества расти-
тельного материала и повышает эффективность про-
изводственных процессов.

Цель. Разработка технологии сухого экстракта на  
основе биомассы каллусных культур Scutellaria bai- 
calensis.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Материалы

Объектом исследования являлась биомасса кал-
лусных культур Scutellaria baicalensis, предоставленная 
лабораторией культур растительных клеток кафедры 
промышленной технологии лекарственных препара-
тов ФГБОУ ВО СПХФУ Минздрава России.

Методы и оборудование

Для получения сухой биомассы шлемника бай- 
кальского клетки каллусной культуры в стационар-
ной фазе роста переносили с поверхности питатель-
ной среды на нейлоновый фильтр 0,2 мкм Bottle Top 
(Corning, США), проводили вакуумную фильтрацию с 
последующей сушкой в сушильном шкафу ШС-80-01 
(ОАО «Смоленское СКТБ СПУ», Россия) при темпера- 
туре 60 °С в течение 24 часов. 

Определение фракционного состава порошка био- 
массы осуществляли с помощью набора сит (CISA Ce-
daceria Industrial S.L., Испания) согласно методике ста- 
тьи 2.1.10.8. «Оценка распределения частиц по раз- 
меру методом аналитического просеивания»1. Для 
расчета коэффициента Хауснера, числа Карра и внут- 
ренней пористости измеряли насыпную плотность  
порошка до уплотнения (Da) и после уплотнения (Dc) 
с помощью тестера насыпной плотности ERWEKA 
SVM 221 (ERWEKA GmbH, Германия) по методике ста-

1 Статья 2.1.10.8. Оценка распределения частиц по раз-
меру методом аналитического просеивания. Фармакопея 
ЕАЭС. Том 2. С. 152–157. Доступно по: https://eec.eaeunion.org/
upload/medialibrary/9de/2-chast-1-toma-Farmakopei-Soyuza-
_s-vozmozhnostyu-poiska_.pdf. Ссылка активна на 07.11.2023.

тьи 2.1.10.3. «Насыпная плотность и плотность после 
уплотнения»2.

Коэффициент Хауснера (IH) представляет собой 
косвенную характеристику сыпучести порошкообраз-
ного материала, размера и формы частиц и вычисля- 
ется в соответствии с формулой (1):

IH
D
D

c

a

= . (1)

Индекс Карра (IC) характеризует сжимаемость  
частиц порошка, рассчитывается по формуле (2):

IC
D D

D
c a

c

= ⋅
−

100 . (2)

Для определения внутренней пористости (про-
странства между частицами порошка) использовали 
расчет по формуле (3):

I
D D
D De

c a

c a

=
−
⋅

. (3)

Сыпучесть биомассы S. baicalensis и экстрактов  
на еe основе определяли на тестере сыпучести по-
рошков ERWEKA GTD-63150 (ERWEKA GmbH, Герма- 
ния) по методике Фармакопеи ЕАЭС3. 

Экстракцию материала проводили по следующей  
методике: 3 г измельченной биомассы (размер ча-
стиц 1–1,5  мм) помещали в круглодонную колбу со 
шлифом и заливали соответствующим количеством  
70%-го спирта этилового. Проводили настаивание в  
течение 24 часов. Экстракцию осуществляли кипя- 
чением на водяной бане с обратным холодильником 
в течение заданного времени. Для оценки эффектив-
ности экстракции рассматривали варианты гидромо-
дулей 1 : 10, 1 : 15, 1 : 30, 1 : 50 и 1 : 100 и длительности 
процесса в течение 30, 45, 60 и 90 минут. Полученные 
извлечения охлаждали при комнатной температуре 
и проводили вакуумное фильтрование. Отгон спир-
та осуществляли в вакуумно-роторном испарителе  
Hei-VAP Advantage (Heidolph Instruments GmbH &  
Co. KG, Германия). Концентрированное извлечение 
центрифугировали MPW-380 (MPW Med. Instruments, 
Польша), осадок отбрасывали, супернатант собира-
ли и трехкратно промывали гексаном (АО «ВЕКТОН»,  
Россия) для удаления неполярных соединений. После 
очищенный экстракт выпаривали на водяной бане  
до сухого остатка при температуре 50 °С, а затем по- 
мещали в лиофильную сушилку FreeZone 2,5L (Lab- 
conco, США) на 24 часа. 

2 Статья 2.1.10.3. Насыпная плотность и плотность после 
уплотнения. Фармакопея ЕАЭС. Том 2. С. 133–136. Доступно по: 
https://eec.eaeunion.org/upload/medialibrary/9de/2-chast-1-to-
ma-Farmakopei-Soyuza-_s-vozmozhnostyu-poiska_.pdf. Ссылка 
активна на 07.11.2023.

3 Статья 2.1.10.1. Фармакопея ЕАЭС. Том 2. Сыпучесть. 
С.  127–132. Доступно по: https://eec.eaeunion.org/upload/
medialibrary/9de/2-chast-1-toma-Farmakopei-Soyuza-_s-
vozmozhnostyu-poiska_.pdf. Ссылка активна на 07.11.2023.
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Аналитическое исследование экстрактов био-
массы S. baicalensis проводили методом высокоэф-
фективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) на 
жидкостном хроматографе Prominence поколения 
LC-20 (Shimadzu Corporation, Япония) с колонкой 
Supelcosil C18 (250 × 4,6, 5 мкм), оснащенном диод- 
но-матричным детектором SPD-M20A, в градиент- 
ном режиме (условия приведены в таблице 1). Под-
вижная фаза  А представлена 0,1 % об. трифторук-
сусной кислотой (Chemical Line, Россия) в сверхчи- 
стой деионизированной воде; подвижная фаза B –  
0,1 % об. ТФУ в ацетонитриле (HPLC for UV / Gradient 
Grade, J.T. Baker, США), скорость подвижной фазы  – 
1  мл/мин. В качестве контроля использован экстракт 
на основе корней S.  baicalensis, полученный по анало-
гичной методике.

Таблица 1. Условия проведения  
высокоэффективной жидкостной хроматографии  
в градиентном режиме

Table 1. Conditions of highperformance liquid chromatography  
in gradient mode

Состав подвижной фазы, %В
Mobile phase composition, %B

5 5 100 100 5 5

Время, мин
Time, min

0 5 45,75 50 60 65

Для спектрофотометрического анализа отбира-
ли аликвоты экстракта в количестве 500 мкл, цент- 
рифугировали в течение 5 минут при скорости  
13000  об/мин. Собирали супернатант, готовили спир-
товое разведение (соотношение 1 : 250) и снимали 
спектры при аналитической длине волны 275  нм на 
спектрофотометре СФ-2000 (ЗАО «ОКБ Спектр», Рос-
сия). Количественное определение флавоноидов в 
пересчете на скутелларин и байкалин проводили по 
методике [8]. 

Сухой экстракт шлемника байкальского биомас-
сы проверялся на соответствие показателям качества  
по методикам, описанными в статьях 2.5.1.37. «Экст- 
ракты»1, 2.1.8.16. «Потеря в массе при высушива- 
нии»2. Оценку содержания макро- и микроэлемен- 
тов, в том числе тяжелых металлов, а также остаточ-
ных органических растворителей проводили в рам-
ках договора Центра коллективного пользования 
СПХФУ посредством атомно-эмиссионной спектро-
метрии с индуктивно-связанной плазмой и газовой 
хроматографии соответственно. Методики разра-
ботаны Центром контроля качества лекарственных 
средств СПХФУ. 

1 Статья 2.5.1.37. Экстракты. Фармакопея ЕАЭС. Том  2. 
С.  411–413. Доступно по: https://eec.eaeunion.org/upload/
medialibrary/9de/2-chast-1-toma-Farmakopei-Soyuza-_s-
vozmozhnostyu-poiska_.pdf. Ссылка активна на 07.11.2023.

2 Статья 2.1.8.16. Потеря в массе при высушивании 
экстрактов. Фармакопея ЕАЭС. Том 1. С. 411–413. Доступно  
по: https://eec.eaeunion.org/upload/medialibrary/9de/2-chast-
1-toma-Farmakopei-Soyuza-_s-vozmozhnostyu-poiska_.pdf. 
Ссылка активна на 07.11.2023.

Статистическую обработку результатов экспе-
риментов осуществляли с помощью программного  
обеспечения R-Studio (R Foundation for Statistical Com- 
puting, Австрия) в соответствии с требованиями Фар- 
макопеи ЕАЭС3. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Биомасса шлемника байкальского представляет  

порошок с крупнодисперсными частицами среднего  
размера, обладающий хорошими свойствами сыпу-
чести (таблица 2). Рассчитанные значения сыпучести,  
коэффициентов Хауснера и индекса Карра подтвер-
ждают возможность использования биомассы в ка- 
честве пористого растительного материала с доста-
точной для экстракции площадью поверхности частиц. 

Таблица 2. Характеристики порошкообразного материала  
биомассы шлемника байкальского

Table 2. Characteristics of S. baicalensis biomass  
powdered material

Показатель
Parameter

Единица 
измерения

Unit of 
measurement

Значение
Value

Фракционный состав
Particle size fraction

Ра
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, %

< 0,25 4,67
0,25 9,82
0,5 4,52
0,8 0,64
1 15,23

1,5 60,14
Насыпная плотность до 
уплотнения (Da)
Bulk density (Da)

г/см3

g/cm3 0,612 ± 0,001

Насыпная плотность после 
уплотнения (Dc)
Tapped density (Dc)

г/см3

g/cm3 0,669 ± 0,001

Сыпучесть (tII)
Flowability (tII)

г/с
g/sec 4,12 ± 0,32

Индекс Карра (IC)
Carr Index (IC) – 9,31

Коэффициент Хауснера (IH)
Hausner ratio (IH) – 1,09

Пористость
Porosity – 0,14

Потеря в массе 
при высушивании 
Loss on drying

% 0,99 ± 0,01

Гигроскопичность
Hygroscopicity % 3,15 ± 0,08

3 Статья 2.3.13.0. Статистическая обработка результатов 
физических, физико-химических и химических испытании. 
Фармакопея ЕАЭС. Том 2. С. 213–235. Доступно по: https://
eec.eaeunion.org/upload/medialibrary/9de/2-chast-1-toma-
Farmakopei-Soyuza-_s-vozmozhnostyu-poiska_.pdf. Ссылка ак-
тивна на 07.11.2023.
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При разработке технологии сухого экстракта био-
массы шлемника использован метод интенсифика-
ции классического варианта мацерации – кипячение 
на водяной бане с обратным холодильником. Вы-
бор в качестве экстрагента спирта этилового 70%-го  
связан с высокой извлекающей способностью в от-
ношении флавоноидов [10]. Изучение кинетики экст- 
ракции для каждого варианта соотношения сырья и 
экстрагента осуществляли посредством отбора проб 
в установленные временные контрольные точки и 
снятия спектров водно-спиртовых извлечений (ри-
сунок 1). Самые низкие значения оптической плот-
ности характерны для варианта гидромодуля 1 : 10 
(0,3045 ± 0,0813). Это может быть связано с неболь-
шой скоростью диффузии экстрагента через микро-
пористую структуру биомассы недифференциро-
ванных клеток. Наибольшая оптическая плотность 
(0,6653 ± 0,0047) отмечена для образца с гидромоду-
лем 1 : 50, который выбран для дальнейшей разработ-
ки технологии.

Эффективным временем экстракции для всех об-
разцов является контрольная точка – 60 минут. Исхо- 
дя из полученных значений, для извлечения БАВ  
полифенольной природы 70%-м этанолом предла-
гается использовать следующий набор параметров:  
гидромодуль 1 : 50 и длительность процесса 1 час. 

Для подтверждения пригодности подобранных па-
раметров проведен фитохимический скрининг экст- 
ракта биомассы методом аналитической ВЭЖХ на 
предмет качественного обнаружения БАВ. Известно, 
что флавон байкалин и его агликон – байкалеин пре-
обладают по количественному содержанию в интакт-
ном растении [6, 8]. Согласно данным хроматограмм, 
высота пиков указанных соединений значительно 
больше прочих, что косвенно подтверждает мажор-
ность байкалина и его агликона в экстрактах корней 
S. baicalensis и каллусной биомассы (рисунок  2, табли-

ца  3). Высота пика байкалеина (312,5 мкВ) в экстрак- 
те биомассы значительно превышает высоту пика  
этого соединения (75 мкВ) в экстракте корней ин-
тактного растения. Предположительно, для биомас-
сы клеток S.  baicalensis характерно большее количест- 
во агликона в сравнении с подземными органами  
растения. Согласно данным [11], байкалеин лучше  
абсорбируется клетками кишечника при перораль-
ном приеме, чем байкалин. Поэтому разработка тех-
нологии фитосубстанции, обогащенной данным агли-
коном, представляется перспективной для создания  
эффективных ЛС. 

Таблица 3. Обнаруженные БАВ экстракта биомассы  
шлемника байкальского [8–10, 12, 13]

Table 3. Detected BAS in the S. baicalensis biomass extract  
[8–10, 12, 13]

Детектируемое 
вещество

Detected substance

Стандарты
Standards

Экстракт биомассы  
S. baicalensis

Extract of S. baicalensis  
biomass

Время удержания (tc), с
Retention time (tc), s

Скутеллярин
Scutellarin

18,85 18,21

Лютеолин
Luteolin

19,81 19,45

Салицилловая кислота
Salicylic acid

20,04 20,06

Кверцетин
Quercetin

21,60 21,32

Байкалин
Baicalin

22,72 22,54

Кемпферол
Kaempferol

23,48 23,43

Апигенин
Apigenin

24,56 24,67

Байкалеин
Baicalein

27,30 27,14

Рисунок 1. Изучение кинетики экстракции биомассы шлемника байкальского 70%-м спиртом этиловым

Figure 1. Study of extraction kinetics of S. baicalensis biomass with 70 % ethyl alcohol
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Cухой экстракт биомассы S.  baicalensis представ-
ляет собой мелкодисперсный порошок от светло- 
коричневого до темно-коричневого цвета с харак-
терным запахом, обладающий свойствами гигроско- 
пичности. 

Содержание флавоноидов в сухом экстракте био-
массы составило (2,77 ± 0,334) % в пересчете на ску-
теллярин, (4,56 ± 0,348) % в пересчете на байкалин 
(метрологические характеристики – таблицы 4, 5).  
Относительная ошибка определения не превышает 
5 %, то есть находится в диапазоне случайной ошибки 
методики. 

Таблица 4. Метрологические характеристики методики  
определения суммы флавоноидов  
сухого экстракта биомассы  
S. baicalensis в пересчете на скутеллярин 

Table 4. Metrological characteristics of the determination  
of the flavonoid sum calculated with reference to scutellarin  
in the dry extract of S. baicalensis biomass

Образец
Sample

Х, % S2 Sx ±Δх, % Е, %

Сухой экстракт биомассы 
S. baicalensis
Dry extract of S. baicalensis 
biomass

2,77 0,219 0,148 0,33 1,12

В качестве нормативных показателей качества 
установлено содержание флавоноидов в пересчете  
на скутеллярин не менее 2 %, в пересчете на байка-
лин – не менее 4 %. 

Проведены испытания готового продукта на пред-
мет соответствия фармакопейным требованиям для 
сухих экстрактов (таблица 6). 

Таблица 5. Метрологические характеристики методики  
определения суммы флавоноидов  
сухого экстракта биомассы  
S. baicalensis в пересчете на байкалин

Table 5. Metrological characteristics of the determination  
of the flavonoid sum calculated with reference to baicalin  
in the dry extract of S. baicalensis biomass

Образец
Sample

Х, % S2 Sx ±Δх, % Е, %

Сухой экстракт биомассы 
S. baicalensis
Dry extract of S. baicalensis 
biomass

4,56 0,237 0,154 0,35 1,59

Дополнительно изучены функциональные ха-
рактеристики полученной фитосубстанции для обос- 
нования возможности ее использования в техноло-
гии твердых лекарственных форм. Сухой экстракт 
биомассы шлемника по технологическим свойствам 
является мелкодисперсным порошком с удовлет-
ворительной сыпучестью (таблица 7). Основной не- 
достаток фитосубстанции заключается в ее гигроско- 
пичности (7,92 ± 0,08 %). Для нивелирования повы-
шенной склонности к влагопоглощению можно пред- 
ложить добавление аэросила, лактозы и прочих вспо-
могательных веществ. 

Полученная фитосубстанция соответствует по-
казателям качества и может быть рекомендована 
для использования в дальнейшей разработке тех-
нологии комбинированных ЛС, а также нутрицев- 
тиков. 

Рисунок 2. Результаты аналитической ВЭЖХ для извлечений на основе биомассы (черная линия) и корней S. baicalensis (розовая 
линия)

Figure 2. Analytical HPLC results for extracts based on the biomass (black line) and roots of S. baicalensis (pink line)
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Таблица 7. Функциональные характеристики  
сухого экстракта биомассы S. baicalensis

Table 7. Functional characteristics  
of S. baicalensis biomass dry extract

Показатель
Parameter

Единица 
измерения

Unit of 
measurement

Значение
Value

Фракционный состав
Particle size fraction Ра
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<0,25 2,02
0,25 6,33
0,5 6,96
0,8 79,68
1 5,01

Насыпная плотность 
до уплотнения (Da)
Bulk density (Da)

г/см3

g/cm3 1,503 ± 0,31

Насыпная плотность после 
уплотнения
Tapped density (Dc)

г/см3

g/cm3 1,884 ± 0,31

Сыпучесть (tII)
Flowability (tII)

г/с
g/sec 2,87 ± 0,31

Индекс Карра (IC)
Carr Index (IC) 0,21

Коэффициент Хауснера (IH)
Hausner ratio (IH) 1,26

Пористость
Porosity – 0,13

Гигроскопичность
Hygroscopicity % 7,92 ± 0,08

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Изучение функциональных характеристик био- 

массы шлемника байкальского позволяет сделать вы-
вод о возможности и эффективности ее использова-
ния в качестве растительного сырья для получения 
сухого экстракта, обогащенного полифенольными со-
единениями. Разработанная технология сухого экст- 
ракта позволяет получить продукт, соответствующий  
требованиям качества нормативно-правовой доку-
ментации. Благодаря фитохимическим исследова-
ниям выявлено наличие в биомассе агликона байка- 
леина, который накапливается в большем количест- 
ве по сравнению с содержанием в подземных орга- 
нах растения, и доказана перспективность исполь-
зования экстракта на основе культуры растительных  
клеток. Проведена количественная оценка содержа- 
ния флавоноидов, и установлены пределы количест- 
венного содержания БАВ в пересчете на скутеллярин 
(не менее 2 %) и байкалин (не менее 4 %). Определе-
ны функциональные характеристики сухого экстрак- 
та биомассы S.  baicalensis, и обозначен вектор воз- 
можности дальнейшей разработки ЛС комбинирован-
ного типа и биологически активных добавок. 
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Резюме
Введение. Диспергируемые в ротовой полости лекарственные формы являются одним из новых направлений в области системы 
доставки лекарств. К такому виду лекарственных форм относятся пероральные лиофилизаты, которые получают методом лиофильной 
сушки предварительно приготовленной смеси, содержащей активный фармацевтический ингредиент (АФИ), наполнитель и другие 
вспомогательные вещества. Данная лекарственная форма (ЛФ) обеспечивает немедленное высвобождение АФИ в ротовой полости, 
используя при этом небольшое количество вспомогательных веществ.
Цель. Фармакокинетическая оценка лиофилизатов с использованием полимер-лекарcтвенного комплекcа Eudragit® E PO / ибупрофен 
(ПЛК ЕРО-ИБ) и интерполиэлектролитного комплекcа (ИПЭК) Carbopol® Ultrez 10 / Eudragit® E PO (ИПЭК С10/EPO) с метронидазолом (МТЗ).
Материалы и методы. Были получены лиофилизаты следующих составов: 1) 100 мг МТЗ и 50 мг ИПЭК С10/EPO или 2) 100 мг ПЛК ЕРО-ИБ. 
Готовили дисперсию на основе первого или второго состава в 50%-м сиропе мальтодекстрина, в качестве ПАВ использовали Спан®-80 
(1,42 % от общей массы смеси). Полученную дисперсию переносили в блистеры для таблеток, замораживали в лабораторной сушилке 
FreeZone 1L (Labconco, США) при температуре –49 °С, при давлении 0,350 мбар (время сушки – одни сутки). Для фармакокинетических 
исследований кроликам породы Советская шиншилла натощак в форме таблетки защечно вводили по одному лиофилизату, содержащему 
ПЛК ЕРО/ИБ или ИПЭК С10/EPO с МТЗ, в качестве сравнения использовали субстанции ИБ (50 мг) и МТЗ (100 мг), приготовленные в виде 
водной взвеси. Концентрацию АФИ определяли в сыворотке крови кроликов. Для этого использовали высокоэффективную жидкостную 
хроматографию (ВЭЖХ), эксперимент проводили на приборе хроматограф LC-20 Prominence (Shimadzu Corporation, Япония), использовался  
УФ-детектор. Были рассчитаны параметры фармакокинетики, метод – модельно-независимый. Использовалась программа Thermo 
KinetikaTM (version 5.0, Build 5.00.11, Thermo Fisher Scientific, США).
Результаты и обсуждение. Максимальная концентрация ибупрофена из ПЛК ЕРО/ИБ достигается в течение первого часа после 
перорального введения. Второй пик на профилях показывает всасывание оставшейся доли АФИ в кровь из желудочно-кишечного тракта 
(ЖКТ) как в случае ПЛК ЕРО/ИБ, так и в случае ИБ из субстанции. Относительная биодоступность ПЛК ЕРО/ИБ составила Frel = 86,06 %. 
Лиофилизаты на основе ИПЭК C10/EPO обеспечивают максимальную концентрацию МТЗ через 30 минут (Сmax = 4,659 мкг/мл). Относительная 
биодоступность составила Frel = 107,6 %.
Заключение. Согласно проведенным исследованиям, максимальная концентрация ИБ и МТЗ достигается в течение первого часа после 
перорального введения лиофилизатов, содержащих ПЛК ЕРО-ИБ и ИПЭК С10/EPO. Всасывание лекарственных веществ в полости рта 
происходит благодаря компонентам, входящим в состав диспергируемой ЛФ, а также наличию сополимера ЕРО, ПЛК и ИПЭК, которые 
способны задерживаться на слизистой оболочке полости рта ввиду выраженных мукоадгезивных свойств. Таким образом, проведенные 
фармакокинетические исследования ИБ и МТЗ из полученных лиофилизатов доказывают перспективность полученных форм для систем с 
немедленным высвобождением.

Ключевые слова: диспергируемые лекарственные формы, лиофилизат, интерполиэлектролитный комплекс, полимер-лекарственный 
комплекс (ПЛК), ибупрофен, метронидазол, фармакокинетическая оценка
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Abstract
Introduction. Orally dispersible dosage forms are one of the new trends in the field of drug delivery systems. One type of such dosage forms is 
oral lyophilisates that are obtained by freeze-drying a pre-prepared mixture containing the active pharmaceutical ingredient (API) and excipients. 
This dosage form provides immediate release of the active pharmaceutical ingredient in the oral cavity using a less amount of excipients.
Aim. Pharmacokinetic studies of previously obtained lyophilisates based on the polymer-drug complex Eudragit® E PO / ibuprofen (PDC EPO-IB) 
and the interpolyelectrolyte complex (IPEC) Carbopol® Ultrez 10 / Eudragit® E PO (IPEC C10/EPO) and metronidazole.
Materials and methods. Lyophilisates of the following compositions were obtained: 1) 100 mg of metronidazole and 50 mg of IPEC C10/EPO 
or 2) 100 mg of PDC EPO-IB, the first or second composition of the carrier with API was dispersed in 50 % maltodextrin syrup, Span®80 was  
added  – 1.42 % from the total mass of the mixture. The mixture was poured into blisters for tablets, frozen in a FreeZone 1L laboratory dryer 
(Labconco, USA) for 24 hours at a temperature of –49 °C, and the main drying was carried out at a pressure of 0.350 mbar. Soviet Chinchilla 
rabbits were administered one lyophilisate containing PDC EPO/IB or IPEC C10/EPO with metronidazole; the substances ibuprofen (50  mg) and 
metronidazole (100 mg) were used as reference drugs. The concentration of API was determined by high-performance liquid chromatography (HPLC) 
on an LC-20 Prominence chromatograph (Shimadzu Corporation, Japan) with UV detection. Pharmacokinetic parameters were calculated using  
a model-independent method using the Thermo KinetikaTM (version 5.0, Build 5.00.11, Thermo Fisher Scientific, USA) program. 
Results and discussion. According to the obtained pharmacokinetic profiles, the maximum concentration of ibuprofen from EPO/IB PDC 
is achieved within the first hour after oral administration. The second peak in the profiles shows the absorption of the remaining portion 
of the API into the blood from the gastrointestinal tract (GIT), both in the case of EPO/IB PDC and in the case of ibuprofen from the substance. 
The relative bioavailability of EPO/IB PDC was Frel = 86.06 %. Lyophilisates based on IPEC C10/EPO provide the maximum concentration  
of metronidazole after 30 minutes (Cmax = 4.659 μg/ml). Relative bioavailability was Frel = 107.6 %.
Conclusion. According to studies, the maximum concentration of ibuprofen and metronidazole is achieved within the first hour after oral 
administration of lyophilisates containing PDC EPO-IB and IPEC C10/EPO. Absorption of medicinal substances in the oral cavity occurs due  
to the components included in the dispersible dosage form, as well as due to the presence of a ЕРО copolymer, PDC and an IPEC, which are  
able to linger on the oral mucosa due to the presence of mucoadhesive properties. Thus, the pharmacokinetic studies of ibuprofen and 
metronidazole from the obtained lyophilisates prove the suitability of the obtained forms for immediate release systems.

Keywords: orodispersible dosage forms, lyophilisate, interpolyelectrolyte complex, polymer-drug complex, ibuprofen, metronidazole, 
pharmacokinetic assessment
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ВВЕДЕНИЕ

Диспергируемые в ротовой полости ЛФ являются 
одним из новых направлений в области создания си-
стем доставки лекарств [1–5]. Данный тип ЛФ имеет  

большую востребованность у детей, пожилых паци-
ентов и др. [4, 5]. Диспергируемые ЛФ могут быть в 
виде таблеток, пленок, твердых дисперсий и других 
форм  [6–19], кроме того, различны также и способы 
получения этих ЛФ: лиофильная сушка, сублимация,  
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экструзия, прямое прессование и другие [7, 9, 13, 19, 
20]. Одним из видов таких ЛФ являются перораль- 
ные лиофилизаты – ЛФ, полученные методом лио-
фильной сушки предварительно приготовленной  
смеси, содержащей АФИ, наполнитель и другие вспо-
могательные вещества. Данная ЛФ позволяет ввести 
АФИ для немедленного высвобождения в ротовой 
полости, используя при этом небольшое количество 
вспомогательных веществ. Такая ЛФ удобна в приме-
нении для пациентов. Исследования по получению 
и изучению лиофилизатов были описаны в предыду-
щих работах  [13, 21, 22]. Поскольку данные ЛФ обла-
дают преимуществами перед пероральными форма-
ми из-за отсутствия «эффекта первого прохождения 
через печень», разрушительного влияния пищевари- 
тельных ферментов ЖКТ, интересно было разработать 
лиофилизаты и исследовать их фармакокинетические 
параметры. Ранее нами были получены пероральные 
лиофилизаты на основе ПЛК Eudragit® E PO / ибупро-
фен [21] и ИПЭК Carbopol® Ultrez 10 / Eudragit® E PO и 
метронидазола [22], проведена оценка высвобожде-
ния АФИ из данных форм. Учитывая различный спо-
соб введения двух различающихся АФИ в состав лио-
филизатов (в случае ИБ – в виде связанного ионными 
связями ПЛК ИБ/ЕРО, а в случае МТЗ – в виде физи- 
ческой смеси АФИ и ИПЭК С10/ЕРО), было бы инте- 
ресно сравнить эти два подхода, применив фармако-
кинетическую оценку для выявления преимуществ и 
возможных различий. 

Целью данной работы была сравнительная фар-
макокинетическая оценка лиофилизатов на осно-
ве ПЛК Eudragit® E PO / ибупрофен и ИПЭК Carbopol® 
Ultrez 10 / Eudragit® E PO (С10/EPO) с метронидазолом 
(МТЗ).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе был использован Eudragit® E PO (EPO)  – 

терполимер N,N-диметиламиноэтилметакрилата 
(ДМАЭМА) с метилметакрилатом (ММА) и бутилмета-
крилатом (BuMA), (ПДМАЭМА–со–ММА–со–BuMA при 
молярном соотношении 2 : 1 : 1, ММ 150 кДа) в качест- 
ве катионного сополимера (Evonik Industries AG, Гер-
мания). Предварительно полимер был высушен в те-
чение двух суток при температуре 40 °С в вакуумном 
сушильном шкафу VD 23 (BINDER GmbH, Германия).  
В качестве АФИ использовали ибупрофен (Sigma-Ald- 
rich, США), который также выполнял роль аниона. 
Для получения лиофилизатов использовали маль-
тодекстрин (ДЭ 16,5–19,5) и Спан®-80 (ТМ 80, 1000–
2000  МПа) производства Merсk (Sigma-Aldrich, США). 
Синтез ПЛК Eudragit® E PO / ибупрофена (ЕРО-ИБ), его 
физико-химическая оценка и оценка высвобождения 
описаны в предыдущей работе  [21]. Кроме того, в ра- 
боте в качестве полианиона был использован Car-
bopol® Ultrez 10, представляющий собой сополи-
мер акриловой кислоты (Lubrizol Advanced Materials, 
США), а в качестве поликатиона был использован 

Eudragit® E PO, на основе которых и был получен  
ИПЭК Carbopol® Ultrez 10 / Eudragit® E PO (С10/EPO).  
Методика получения, а также физико-химическая 
оценка данного ИПЭК представлена в предыдущей  
работе  [23], также была проведена оценка кинетики  
высвобождения МТЗ из полученной системы достав- 
ки [22]. 

В качестве модельных АФИ были выбраны МТЗ,  
который относится по биофармацевтической клас-
сификационной системе (БКС) к первому классу (ве-
щества с высокой проницаемостью и высокой раст- 
воримостью), и ИБ, относящийся ко второму классу  
веществ (с низкой растворимостью и высокой прони-
цаемостью) [24]. Было интересно рассмотреть влия-
ние этих свойств на результаты сравнительной фар- 
макокинетики.

Несмотря на разные подходы к введению АФИ в 
состав диспергируемой ЛФ (в составе ПЛК или сме-
шение с ИПЭК), использовали единую технологиче-
скую схему получения лиофилизатов, содержащих:  
1) 100  мг МТЗ производства Merсk (Sigma-Aldrich, 
США) и 50  мг ИПЭК С10/E PO или 2) 100 мг ПЛК  
ЕРО-ИБ. Готовили дисперсию на основе первого или 
второго состава в 50 % сиропе мальтодекстрина, в 
качестве поверхностно-активного вещества (ПАВ) 
использовали Спан®-80 (1,42 % от общей массы сме-
си). Полученную дисперсию переносили в блисте-
ры для таблеток, замораживали в лабораторной су-
шилке FreeZone 1L (Labconco, США) при температуре  
–49 °С, при давлении 0,350 мбар (время сушки – одни 
сутки). Выход процесса приготовления лиофилизатов 
составил 95 % (схема получения представлена на ри-
сунке 1).

Для проведения исследований фармакокинети-
ки были отобраны кролики (12 самцов, порода – Со-
ветская шиншилла), средний вес которых составил 
3,00  кг, эксперимент проводился после 12-часово-
го голодания животных. Кролики были получены из 
биопитомника «Стезар» (Владимирская обл., п. Крас-
ногвардейский), их содержание соответствовало 
ГОСТ Р  50258-92, а эксперименты проводились с со-
блюдением ГОСТ З 51000.3-96 и 51000.4-96 и между-
народных рекомендаций Европейской конвенции 
(1997). Исследования проведены при одобрении ло-
кального этического комитета ФГБОУ ВО Казанский 
ГМУ Минздрава России (протокол заседания № 5 от 
28.05.2012).

Каждому кролику защечно было введено по од-
ному, приготовленному в виде таблетки лиофилиза-
ту, содержащему ПЛК ЕРО/ИБ, для сравнения была  
использована субстанция ИБ в виде водной суспен- 
зии в дозировке 50 мг, равной его содержанию в ПЛК. 

В случае другого образца каждому кролику так-
же защечно было введено по одному, приготовленно-
му в виде таблетки лиофилизату, содержащему ИПЭК  
С10/ЕРО с МТЗ, в качестве препарата сравнения при-
менялась водная суспензия субстанции МТЗ в анало-
гичной дозировке 100 мг.
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Через определенные интервалы времени – 30  мин;  
1 ч; 1,5 ч; 2 ч; 3 ч, 4 ч и 5 ч с момента введения об-
разцов  – из ушной вены кроликов забирали по 
0,5–0,7  мл крови, путем центрифугирования при  
2000 об/мин в течение 20 минут получали сыворот-
ку крови. Образцы сыворотки замораживались при 
–25 °С. 

Экстракцию ИБ из сыворотки крови проводили 
по следующей методике: к образцу сыворотки объ-
емом 500  мкл добавляли равный объем ацетони-
трила с целью осаждения белков. Полученную сус- 
пензию перемешивали на приборе Vortex 3 (IKA, Гер-
мания), а затем на мультиротаторе Multi Bio RS-24 
(Biosan, Латвия) по две минуты. Полученные осад-
ки центрифугировали при 10 000 об/мин на микро- 
центрифуге (Eppendorf Mini-Spin, Германия) в тече-
ние 10  минут  [25]. Концентрацию ИБ в супернатан-
те определяли методом ВЭЖХ. Хроматографический 

анализ проводили на хроматографе LC-20 Promi- 
nence (Shimadzu Corporation, Япония) с использова-
нием хроматографической колонки с привитой фа-
зой Supelco analytical С-18 (длина 150 мм, внутренний 
диаметр 4,6  мм, зернение сорбента 5 мкм) при тем-
пературе 40 °С, в качестве элюента использовали  
смесь 0,01  М фосфатного буферного раствора с 
рН = 2,5 и ацетонитрила в соотношении 40 : 60. Объем  
пробы  – 20 мкл. Использовали изократический ре- 
жим, скорость подачи элюента  – 1  мл/мин. Время по-
явления хроматографического пика составляло  
5,9  мин. Детекцию осуществляли на двухволновом 
УФ-детекторе при 220 нм и 254 нм. Концентрацию 
ИБ рассчитывали по методу абсолютной калибровки 
(r2 = 0,9995).

Экстракцию МТЗ проводили по следующей ме-
тодике: к 200 мкл плазмы крови добавляли 50 мкл  

Рисунок 1. Схема получения лиофилизатов

Figure 1. Scheme of lyophilisates preparing
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10%-го раствора цинка сульфата. Полученную сус- 
пензию перемешивали с использованием Vortex 3  
(IKA, Германия), затем на мультиротаторе Multi Bio  
RS-24 (Biosan, Латвия) по две минуты, после чего  
охлаждали в холодильнике (4–8 °С) в течение 15 ми- 
нут и центрифугировали на микроцентрифуге (Eppen-
dorf Mini-Spin, Германия) 10 минут при 10 000 об/мин. 
Концентрацию МТЗ в супернатанте определяли ме- 
тодом ВЭЖХ  [26]. Хроматографический анализ прово-
дили на хроматографе LC-20 Prominence (Shimadzu 
Corporation, Япония) с использованием хроматогра- 
фической колонки, аналогичной той, что применя-
ли для анализа ИБ из ПЛК ЕРО-ИБ, при той же темпе-
ратуре 40  °С, в качестве элюента использовали смесь 
0,01  М фосфатного буферного раствора с рН = 4,5 и 
ацетонитрила в соотношении 90 : 10. Объем пробы  – 
20  мкл. Использовали изократический режим, ско-
рость подачи элюента – 1 мл/мин. Время появления 
хроматографического пика составляло 4,5  мин. Де-
текцию осуществляли на двухволновом УФ-детекто-
ре при 280 нм и 320 нм. Концентрацию метронидазо-
ла рассчитывали по методу абсолютной калибровки 
(r2 = 0,9931).

Фармакокинетические параметры рассчитывали  
с помощью программы Thermo KinetikaTM (version  5.0, 
Build 5.00.11, Thermo Fisher Scientific, США), метод  –  
модельно-независимый.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Лиофилизаты представляют собой системы не-

медленного высвобождения, предназначенные для 
всасывания основной доли АФИ из ротовой полости, 

тем самым минимизируется влияние пищеваритель-
ных ферментов, не теряется часть АФИ из-за транс-
формации в печени [1, 2]. Так как растворение ЛФ 
происходит в течение нескольких минут в ротовой 
полости, всасывание в кровь основной части АФИ 
также должно происходить в течение первого часа от 
момента введения. ПЛК ЕРО/ИБ представляет собой 
ионный комплекс, являющийся продуктом взаимо- 
действия молекул ИБ и макромолекул Eudragit® E PO, 
предназначенный для контролируемого высвобож- 
дения включенного АФИ из диспергируемой в по- 
лости рта ЛФ. 

Согласно полученным фармакокинетическим 
профилям максимальная концентрация ИБ из ПЛК  
ЕРО/ИБ достигается в течение первого часа после 
введения (0,9578 мкг/мл) по сравнению с субстан-
цией ИБ (0,2689 мкг/мл) (рисунок 2). Это связано с  
тем, что основная доля АФИ попадает в кровь бла-
годаря всасыванию из ротовой полости, что наблю-
дается в системе ПЛК ЕРО/ИБ, но отсутствует в слу-
чае субстанции ИБ. Таким образом, лиофилизаты, 
содержащие ПЛК ЕРО/ИБ, обеспечивают всасыва-
ние АФИ в полости рта, с одной стороны, благодаря 
компонентам, входящим в состав диспергируемой 
ЛФ, таким как мальтодекстрин и спан-80, а с другой 
стороны, благодаря наличию полимера (Е РО), ко-
торый способен задерживаться на слизистой обо-
лочке ротовой полости ввиду наличия мукоадгезив-
ных свойств, причем как самого сополимера, так 
и ПЛК  [23]. Так как субстанция ИБ введена в виде  
суспензии без использования вспомогательных ве-

Рисунок 2. Фармакокинетические профили ибупрофена из лиофилизатов на основе ПЛК EPO/ИБ в сравнении с субстанцией 
ибупрофена

Figure 2. Pharmacokinetic profiles of ibuprofen from lyophilisates based on EPO/IB PLC in comparison with ibuprofen substance
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ществ, все количество АФИ всасывается из ЖКТ и 
постепенно нарастает к третьему часу от момента 
введения до 0,515 мкг/мл, то есть суспензия не за-
держивается на слизистых оболочках ротовой поло-
сти, в связи с чем нет пика концентрации в течение 
первого часа, как в случае ПЛК. Второй пик на про-
филях характеризует всасывание части оставшейся  
доли АФИ в кровь из ЖКТ как в случае ПЛК ЕРО/ИБ,  
так и в случае ИБ из субстанции. Были также рассчи-
таны фармакокинетические параметры (таблица  1). 
Относительная биодоступность ПЛК ЕРО/ИБ со-
ставила Frel = 86,06 %. При сравнении показателей  
AUC0–5ч можно отметить, что значения этого параме-
тра близки для ПЛК и субстанции ИБ, то есть суммар-
ные концентрации АФИ в плазме крови в течение 
времени наблюдения схожи, но значения средне-
го времени удерживания MRT значительно отлича-
ются (для ПЛК – 1,83 ч, для ИБ  – 4,737  ч). То есть АФИ  
из ПЛК всасывается быстрее и концентрация его 
снижается быстрее, а ИБ из субстанции дольше  
находится в крови, максимальная концентрация  
достигается постепенно. Таким образом, получен-
ные лиофилизаты на основе ПЛК ЕРО/ИБ показы- 
вают перспективность в качестве систем доставки с 
немедленным высвобождением. Кроме того, полу-
ченные фармакокинетические профили также хо-
рошо согласуются с проведенными ранее иссле-
дованиями по высвобождению ИБ из аналогичных 
исследуемых образцов ПЛК ЕРО/ИБ [21].

Таблица 1. Фармакокинетические параметры  
разрабатываемых систем 

Table 1. Pharmacokinetic parameters of developing systems

№
 п

/п
N

o.

О
бр

аз
ец

Sa
m

pl
e 

С m
ax

, м
кг

/м
л 

С m
ax

, µ
g/

m
l

T m
ax

, ч
 

T m
ax

, h

A
U

C 0–
5ч

,  
м

кг
 ×

 ч
/м

л 
A

U
C 0–

5ч
,  

µg
 ×

 h
/m

l

M
RT

, ч
 /

M
RT

, h

F от
н.

, %
F re

l, %

1
ПЛК EPO/ИБ
PDC EPO/IB

0,596 1 0,914 1,83 86,06

2
ИБ
IB

0,515 3 1,062 4,737 –

3
ИПЭК + МТЗ
IPEC + MZ

4,659 0,5 8,760 7,188 107,06 

4
МТЗ
MZ

2,137 0,5 5,797 6,714 –

Лиофилизаты на основе ИПЭК C10/EPO и МТЗ 
показывают максимальную концентрацию через  
30  минут после введения (Сmax = 4,659 мкг/мл) по 
сравнению с введенной его субстанцией (Сmax = 
2,137  мкг/мл), ИПЭК с МТЗ показывают достоверно  
большую AUC0–5ч = 8,760 мкг × ч/мл, MRT = 7,188  ч  
(рисунок 3). Относительная биодоступность состави-
ла Frel = 107,6 %. Стоит отметить, что ИПЭК в составе  
лиофилизатов химически не связан с МТЗ (в отличие  
от ПЛК с ИБ), максимальная концентрация достигает-
ся в первые полчаса после введения ЛФ. Кроме того,  
стоит отметить, что МТЗ относится к первому классу  
согласно БКС, то есть это АФИ с высокой раствори- 
мостью (во всех диапазонах рН на протяжении ЖКТ)  

Рисунок 3. Фармакокинетические профили метронидазола из лиофилизатов на основе Carbopol® 10 / Eudragit® EPO в сравнении 
с субстанцией метронидазола

Figure 3. Pharmacokinetic profiles of metronidazole from lyophilisates based on Carbopol® 10 / Eudragit® EPO compared with 
metronidazole substance
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и высокой проницаемостью. Благодаря этим свойст- 
вам достигается высокая концентрация уже через 
30  минут после введения. Таким образом, основная 
доля АФИ из диспергируемых таблеток поступает в 
кровь в первые полчаса от момента введения, затем 
концентрация метронидазола в крови резко снижа-
ется. Так же, как и в случае ИБ, метронидазол из суб-
станции всасывается постепенно, то есть нет высоко-
го скачка концентрации, как в случае лиофилизатов 
на основе того же АФИ, концентрация в течение все-
го времени эксперимента находится на постоянном 
уровне. АФИ из лиофилизатов всасывается быстрее, 
таким образом, полученные системы на основе ИПЭК  
C10/EPO и МТЗ показывают перспективность для  
систем с немедленным высвобождением. 

При сравнении двух систем на основе ПЛК ЕРО/ИБ  
и ИПЭК C10/EPO и МТЗ стоит отметить, что всасыва-
ние из лиофилизатов на основе ИПЭК C10/EPO и МТЗ 
значительно выше (Сmax (ПЛК ЕРО/ИБ) = 0,596  мкг/мл,  
Сmax (ИПЭК C10/EPO и МТЗ) = 4,659 мкг/мл), что, ско- 
рее всего, связано с тем, что ИБ – это вещество с низ-
кой растворимостью и высокой проницаемостью, тог-
да как МТЗ обладает высокой проницаемостью и вы-
сокой растворимостью, кроме того, ИБ связан ионной  
связью с ЕРО, а МТЗ и ИПЭК C10/EPO представляют  
собой физическую смесь.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Согласно изученным фармакокинетическим про-

филям лиофилизаты, содержащие ПЛК Eudragit®  
ЕРО/ИБ, обеспечивают всасывание ибупрофена в по-
лости рта благодаря компонентам, входящим в со- 
став диспергируемой лекарственной формы, а так-
же наличию мукоадгезивного сополимера и ПЛК с  
его участием, что увеличивает время достижения Cmax 
до 1  часа. Максимальная концентрация метронида- 
зола после перорального введения лиофилизатов с 
выраженными мукоадгезивными свойствами образу-
ющих ИПЭК полимеров (Carbopol Ultrez 10 / Eudragit® 
EPO) достигается через 30 минут, а основная доля  
АФИ поступает в кровь в течение первого часа от  
момента введения. Таким образом, проведенные фар-
макокинетические исследования ибупрофена (в со-
ставе ПЛК) и метронидазола (в составе ИПЭК) из полу-
ченных лиофилизатов доказывают перспективность 
полученных ЛФ для использования в системах достав- 
ки с немедленным высвобождением АФИ. При этом 
более быстрый эффект достигается в случае получе-
ния лиофилизатов с использованием ИПЭК, тогда как 
более длительный – с применением ПЛК. 
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Резюме
Введение. Депрессия цитохромов Р450 является одной из причин низкой эффективности терапии гепатитов. В ряде исследований 
подтверждена необходимость применения индукторов монооксигеназной системы гепатоцитов (МСГ) для повышения эффективности 
лечения хронических гепатитов и цирроза различного генеза. Перспективным веществом-индуктором МСГ является 6,8-диметил-
2-пиперидинометил-2,3-дигидротиазоло[2,3-F]ксантин (ДПДТК), обладающий детоксицирующей и цитопротективной активностью 
на моделях острой гипобарической гипоксии, ишемии печени, неконъюгированной гипербилирубинемии, токсическом гепатите. 
Для разработки лекарственной формы 6,8-диметил-2-пиперидинометил-2,3-дигидротиазоло[2,3-F]ксантина необходимо изучить его 
технологические свойства.
Цель. Разработка таблетированной лекарственной формы 6,8-диметил-2-пиперидинометил-2,3-дигидротиазоло[2,3-F]ксантина методом 
прямого прессования. 
Материалы и методы. Исследовали субстанцию 6,8-диметил-2-пиперидинометил-2,3-дигидротиазоло[2,3-F]ксантина (серия 
DPDX270216001). Лактозы моногидрат (ЛМ) (200-559-2, ООО «Нефтегазхимкомплект», Россия), микрокристаллическая целлюлоза (МКЦ) 
(100-32-2, Silverline chemicals Ltd., Индия), крахмал картофельный, гидроксипропилцеллюлоза (ZW180113, Fengchen Group Co., Ltd., Китай), 
тальк (ООО «Агат-Мед», Россия) и магния стеарат (209-150-3, Ataman Chemicals) были рассмотрены в качестве вспомогательных веществ. 
Исследование субстанции проводили по показателям: описание, потеря в массе при высушивании, фракционный состав, сыпучесть, 
насыпная плотность, пористость, прессуемость, сила выталивания таблетки из матрицы. Таблеточные массы оценивали по показателям: 
сыпучесть, насыпная плотность, прессуемость, сила выталкивания таблетки из матрицы. Анализ получаемых таблеток проводили по 
параметрам: средняя масса, прочность на раздавливание, распадаемость. Испытания проводились в соответствии с Государственной 
фармакопеей (ГФ) РФ.
Результаты и обсуждение. Выявлено, что субстанция ДПДТК имеет плохую прессуемость, низкую сыпучесть, малую насыпную массу 
и высокую пористость. Добавление ЛМ и МКЦ улучшило показатель прессуемости, но увеличило силу выталкивания таблетки из 
матрицы. Последующее добавление магния стеарата снизило силу выталкивания таблетки из матрицы в 5 раз. Сыпучесть таблеточной 
массы возросла до 3,5–4,0 г/с, как и время распадаемости таблеток (13–14 мин). Введение 10 % дезинтеграторов улучшило показатель 
распадаемости (11–12 мин).
Заключение. На основе изученных свойств субстанции разработан оптимизированный состав таблетируемой массы Показана 
возможность получения лекарственной формы – таблетки ДПДТК методом прямого прессования.

Ключевые слова: монооксигеназная система гепатоцитов, цитохром Р450, прямое прессование, индуктор МОС, таблетки
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Abstract
Introduction. Cytochromes P450 depression is the reason for the low effectiveness of etiotropic and pathogenetic therapy of hepatitis. Recent 
experimental and clinical studies demonstrated the need for use of inducers of hepatocytes monooxygenase system to increase the effectiveness 
of treatment of chronic hepatitis and cirrhosis. 6,8-dimethyl-2-piperidinomethyl-2,3-dihydrothiazolo[2,3-F]xanthine is a promising inducer 
of hepatocytes monooxygenase system with detoxifying and cytoprotective activity demonstrated in models of acute hypobaric hypoxia, 
liver ischemia, unconjugated hyperbilirubinemia, toxic hepatitis. Development of a dosage form for 6,8-dimethyl-2-piperidinomethyl-2,3-
dihydrothiazolo[2,3-F]xanthine requires evaluation of its technological properties which was the aim of the present study.
Aim. Preparation of a tablet dosage form for 6,8-dimethyl-2-piperidinomethyl-2,3-dihydrothiazolo[2,3-F]xanthine by direct pressing.
Materials and methods. The object of the study was the substance of 6,8-dimethyl-2-piperidinomethyl-2,3-dihydrothiazolo[2,3-F]xanthine 
(DPDX270216001 series). Lactose monohydrate (200-559-2, LLC "Neftegazkhimkomplekt", Russia), microcrystalline cellulose (100-32-2, Silverline 
chemicals Ltd., India), potato starch, hydroxypropyl cellulose (ZW180113, Fengchen Group Co., Ltd., Китай), talc (LLC "Agat-Med", Russia), 
magnesium stearate (209-150-3, Ataman Chemicals) were used as excipients. Evaluation of the substance properties was carried according to the 
following indicators: appearance, loss on drying, fractional composition, flowability, bulk density, porosity, tablet compression (cohesion), ejection 
force of the tablet from matrix. Tablet masses were evaluated according to the following indicators: flowability, bulk density, tablet compression 
(cohesion), ejection force of the tablet from matrix. The tablets were obtained by the method of direct pressing. The analysis of obtained tablets 
were carried out according to the following parameters: average weight, crushing strength, disintegration. The tests were carried out in accordance 
with the Russian Federation State Pharmacopoeia.
Results and discussion. The substance demonstrated poor compression (cohesion), low flowability, low bulk density and high porosity. The 
addition of lactose monohydrate and microcrystalline cellulose improved the cohesion (compression) parameter, but increased the ejection 
force of the tablet from matrix. The subsequent addition of magnesium stearate reduced the ejection force of the tablet from matrix by 5 times. 
The flowability of the tablet mass increased to 3,5–4,0 g/s, the disintegration time of the tablets increased (13–14 min). The introduction of 10 % 
disintegrators into the mold improved the disintegration rates.
Conclusion. Based on the studied properties of the substance, was developed the optimal ratio of tablet mass. The possibility of obtaining a 
dosage form – tablets of 6,8-dimethyl-2-piperidinomethyl-2,3-dihydrothiazolo[2,3-F]xanthine by direct pressing was show. 

Keywords: monooxygenase system of hepatocytes, cytochrome P450, direct tablet pressing, inducer of the monooxygenase system of  
hepatocytes, tablets
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ВВЕДЕНИЕ
Для осуществления детоксицирующей функции 

печени необходимо нормальное функционирование 
цитохром-Р450-зависимой монооксигеназной систе-
мы гепатоцитов (МСГ), осуществляющей катаболизм 
эндогенных токсинов и ксенобиотиков (в том числе 
лекарственных средств) и являющейся одним из клю- 
чевых механизмов детоксикации организма. 

Как правило, на фоне хронических гепатитов и 
циррозов функция МСГ резко снижена, что в ряде  
случаев является причиной перехода гепатита в цир-
роз печени и летального исхода заболевания  [1]. Су-
ществует множество хронических диффузных забо-
леваний печени, снижающих ее функцию. Пациенты с 
неалкогольной жировой болезнью печени подверга-
ются повышенному риску ее лекарственного пораже-

Фармацевтическая технология
Pharmaceutical Technology



191РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2023. Т. 12, № 4
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2023. V. 12, No. 4

ния  [2]. Лекарственные поражения печени, также за-
висящие от нормального функционирования системы 
цитохрома P450, становятся глобальной проблемой и 
могут привести к печеночной недостаточности, смер- 
ти или необходимости трансплантации [3]. Также в 
группу риска нарушения функции системы цитохро- 
ма попадают люди с алкогольным поражением пече-
ни, их число согласно исследованиям составляет до 
4,8 % населения Земли [4].

Система цитохрома Р450 также отвечает за об-
разование из арахидоновой и эйкозапентаеновой 
кислот эйказоноидов, играющих важную роль в за-
щите печени от множественных воспалительных 
процессов [5]. 

В медицинской практике существует ряд лекарст- 
венных препаратов, обладающих свойствами индук-
торов монооксигеназной системы печени, способных 
повышать активность изоформ Р450, идентичных по 
характеристикам фенобарбиталиндуцируемым («Фе- 
нобарбитал», «Бензонал»): «Нифедипин», «Фенитоин»,  
кордиамин», «Карбамазепин», «Бензобамил», «Перф-
тордекалин», «Лоратадин», «Мидазолам», «Дилтиазем», 
«Верапамил», «Исрадипин», «Никардипин», «Сква- 
лестатин», «Флувастатин», «Аторвастатин», «Симва-
статин» и др. [6, 7]. Однако в силу нестабильности эф- 
фекта (малой продолжительности, инверсии с изме- 
нением дозы) они не перспективны в качестве спе- 
цифических ферментиндуцирующих средств. 

Описан относительно успешный опыт клиниче-
ского использования некоторых препаратов в качест- 
ве средств активации МОС. К ним относятся фено- 
барбитал, бензонал, кордиамин, рифампицин. Одна-
ко все названные лекарственные препараты имеют 
серьезные побочные эффекты, существенно ограни-
чивающие их применение в клинической практике. К 
числу таковых у барбитуратов относятся выраженные 
ЦНС-депрессорные эффекты, риск развития возмож-
ных нарушений обмена веществ, тератогенных эф- 
фектов, аллергических реакций, развития атероскле-
роза. Кордиамин обладает выраженным централь- 
ным действием и весьма умеренной активностью, для 
проявления которой требуются большие дозы пре-
парата. Использование рифампицина ограничено его  
основными фармакологическими свойствами и гепа-
тотоксичностью [8]. 

В качестве объекта фармацевтической разработ-
ки выбрано соединение из группы пиперидинометил-
тиазолоксантина – 6,8-диметил-2-пиперидинометил- 
2,3-дигидротиазоло[2,3-F]ксантин (ДПДТК), обеспечи-
вающий нормализацию детоксицирующей функции 
печени при хронических гепатитах. В отличие от ле-
карственных препаратов, приводимых выше и опо-
средованно влияющих на систему монооксигеназ 
гепатоцитов, ДПДТК избирательно и селективно воз-
действует на монооксигеназную систему, вызывая ин-
дукцию цитохрома Р450 [9, 10], приводя к активации 
детоксицирующей функции печени при токсическом 
повреждении, обеспечивая защитные реакции клетки 
на окислительный стресс.

Перечисленные преимущества делают ДПДТК пер-
спективным кандидатом для создания лекарствен-
ного препарата на его основе. Для этого необходи-
мо разработать оптимальную лекарственную форму 
перспективного препарата. При выборе оптимальной  
лекарственной формы, предназначенной для перо-
рального применения, необходимо учитывать, что 
наиболее удобной, технологичной и экономически 
привлекательной для производителей является таб- 
летированная лекарственная форма.

Цель. Получение таблетированной лекарствен-
ной формы 6,8-диметил-2-пиперидинометил-2,3-ди- 
гидротиазоло[2,3-F]ксантина методом прямого прес- 
сования.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
В данной работе изучалась субстанция ДПДТК (се-

рия № DPDX270216001 в количестве 5,1 г), применя- 
лись лактозы моногидрат (200-559-2, ООО «Нефтегаз-
химкомплект», Россия), микрокристаллическая цел-
люлоза (100-32-2, Silverline chemicals Ltd., Индия), 
крахмал картофельный, гидроксипропилцеллюлоза  
(ZW180113, Fengchen Group Co., Ltd., Китай), тальк 
(ООО «Агат-Мед», Россия), магния стеарат (209-150-3, 
Ataman Chemicals), вода очищенная (ФС.2.2.0020.15, 
Комплекс водоочистительный КВ-02-1 ВО, Steripore).

В настоящем исследовании использовалось сле-
дующее оборудование: весы аналитические HR-200 
(AND, Япония), влагомер MS-70 (AND, Япония), мель-
ница лабораторная IKA A11 basic (IKA, Германия),  
тестер SVM 101 (ERWEKA GmbH, Германия), набор 
плетеных сит (Россия), сушильный шкаф ШС-80 (Рос-
сия), порционные весы HL-200 (AND, Япония), тестер  
сыпучести серии ERWEKA GTL со сменными насад-
ками с диаметрами отверстий 10 мм (насадка № 1), 
15 мм (насадка №  2), 25 мм (насадка № 3) (ERWEKA 
GmbH, Германия), тестер прочности TBH 125 (ERWEKA 
GmbH, Германия), пресс-станок EP-1 (ERWEKA GmbH, 
Германия), ситовой анализатор RP 200N (CISA, Испа-
ния) в комплекте с 8 ситами Ø200 × 50 мм, ламинар-
ный шкаф AHA-145-BB-A, прибор определения рас-
падаемости таблеток и капсул ZT 222 (ERWEKA GmbH, 
Германия).

Для измерения параметров взята одна серия в 
5  повторностях. Результаты измерений представлены 
в формате среднего и линейного отклонения (Х

–
  + ΔX), 

α = 0,90.
Изучение технологических свойств субстан- 

ции 6,8-диметил-2-пиперидинометил-2,3-дигидро-
тиазоло[2,3-F]ксантина. Исследование технологи- 
ческих параметров субстанции ДПДТК проводили по  
показателям: описание, потеря в массе при высу- 
шивании, фракционный состав (ОФС.1.2.1.0016.15), 
сыпучесть (ОФС.1.4.2.0016.15), насыпная масса   
(ОФС.1.4.2.0016.15), пористость (ОФС.1.4.2.0016.15), 
прессуемость, сила выталкивания таблетки из мат- 
рицы. 
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Определение показателя «потеря в массе при вы-
сушивании» провели на приборе для определения 
влажности MS-70 (AND, Япония). Точную навеску 5,0  г 
порошка субстанции 6,8-диметил-2-пиперидинометил- 
2,3-дигидротиазоло[2,3-F]ксантина помещали на ча-
шечку влагомера, доведенную до постоянной массы,  
и высушивали при температуре 100–105 °С до посто- 
янной массы. 

Фракционный состав определяли методом сито-
вого анализа согласно ОФС.1.1.0015.15. Масса про- 
бы – 100 г. 

С помощью тестера сыпучести ERWEKA GTL про-
водили измерение сыпучести порошка согласно 
ОФС.1.4.2.0016.15: определение сыпучести и опреде- 
ление угла естественного откоса с применением 
сменных насадок с диаметрами отверстий 10 мм (на- 
садка № 1), 15 мм (насадка № 2) и 25 мм (насадка № 3).

С помощью тестера насыпной плотности ERWEKA 
SVM 101 проводили изучение насыпной плотности. 
Брали навеску массой 50 г. Измерение проводили со-
гласно ОФС.1.4.2.0016.15: определение насыпного 
объема. 

Методом вытеснения проводили определение по-
ристости порошка субстанции. После завершения из-
мерения насыпной массы измеряли объем порошка 
после уплотнения (V1), добавляли равный объем жид- 
кости (V2), в которой изучаемое вещество нераство- 
римо (глицерин). Воздух удаляли под вакуумом, изме-
ряли суммарный объем порошка и глицерина (V3).

1 2 3

1

[( ) ]
П 100 %,

V V V
V

+ −
= ⋅

где V3 – суммарный объем порошка и глицерина после 
удаления воздуха; V2 – объем глицерина; V1 – объем  
порошка с уплотнением.

В качестве основной формы выбраны облонги  
длиной 14 мм, шириной 5 мм, такая форма предпола-
гает, что оптимальная масса таблетки будет в преде- 
лах 0,34 г.

Прессуемость изучали на промышленном экс- 
центриковом пресс-станке EP-1 (ERWEKA GmbH, Гер- 
мания), пресс-станок снабжен манометром. 0,5 г суб-
станции помещали в матрицу заданной формы и по- 
вышали давление до образования таблетки, обладаю-
щей хорошей прочностью на раздавливание: для об-
лонгов в пределах 180–220 Н [11]. 

Силу выталкивания таблетки из матрицы опре-
деляли путем измерения давления, затрачиваемого 
на выталкивание таблетки из матрицы, по Махкамо- 
ву [12] по формуле: 

PМПа/Выт. = Pзатр. × 26,4/Sбок, 

где Pзатр. – давление, затрачиваемое на выталкивание, 
МПа; Sбок – боковая поверхность таблетки, м2.

Изучение технологических параметров таб- 
леточных масс и таблеток. Для исследования влия-
ния вспомогательных веществ на свойства лекарствен-

ной формы для получения таблеточной массы порош-
ки просеивали через сито с размером ячейки 0,25  мм,  
при необходимости порошки измельчали с исполь-
зованием лабораторной мельницы IKA A11 basic (IKA, 
Германия), также в лабораторной мельнице смеши- 
вали необходимое количество ингредиентов до обра-
зования равномерной массы. Для проведения анали-
за было использовано 50,0 г таблеточной массы. По- 
лученную массу оценивали по показателям: сыпуче- 
сть, насыпная масса, прессуемость и сила выталкива-
ния таблетки из матрицы.

Таблеточные массы подвергались прямому прес- 
сованию (пресс-станок ERWEKA EP-1). Полученные таб- 
летки изучали по параметрам: средняя масса, проч-
ность на раздавливание, распадаемость. Изучение  
распадаемости проводили согласно ОФС.1.4.2.0013.15 
«Распадаемость таблеток и капсул». Интерпретацию  
результатов проводили согласно ОФС.1.4.1.0015.15 
«Таблетки» (таблетки без оболочки). Изучение 
прочности на раздавливание проводили согласно  
ОФС.1.4.2.0011.15 «Прочность таблеток на раздавли- 
вание».

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Результаты исследования технологических и фи-

зико-химических параметров субстанции ДПДТК пред-
ставлены в таблице 1.

Из таблицы 1 видно, что в исследуемой субстан-
ции в большом количестве содержится фракция с 
размером частиц от 0,25 до 0,125 мм, при этом суб-
станция не обладает естественной сыпучестью (по-
рошок одномоментно высыпался из насадки №  3 с 
диаметром 25  мм), поэтому для определения пока-
зателя сыпучести исследовали угол естественного 
откоса, который указывает на неудовлетворитель-
ную степень сыпучести (от 47 до 55° согласно Госу-
дарственной фармакопее). Субстанция обладает ма-
лой насыпной плотностью и высокой пористостью. 
Для образования прочной таблетки (180–220  Н на 
раздавливание) понадобилось давление 400  МПа.  
Например, по методике Макхамова нормальным дав-
лением изучения прессуемости таблеточных масс 
является 130 МПа [12]. Давление прессования изу-
чаемой субстанции объективно выше. Полученные 
данные свидетельствуют о нежелательности табле-
тирования субстанции 6,8-диметил-2-пиперидиноме- 
тил-2,3-дигидротиазоло[2,3-F]ксантина методом пря-
мого прессования в чистом виде. Поэтому следую- 
щим этапом работы стало исследование влияния вве- 
дения вспомогательных веществ (ВВ) с целью оптими- 
зации характеристик технологической смеси (ТС).

Для оптимизации технологических свойств суб-
станции 6,8-диметил-2-пиперидинометил-2,3-дигидро- 
тиазоло[2,3-F]ксантина были выбраны группы ВВ: на-
полнители, дезинтеграторы (разрыхлители), склеи- 
вающие и скользящие вещества. Содержание ВВ огра-
ничивает выбор формы и размера таблетки. 

Фармацевтическая технология
Pharmaceutical Technology



193РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2023. Т. 12, № 4
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2023. V. 12, No. 4

Таблица 1. Технологические и физико-химические параметры  
субстанции 6,8-диметил-2-пиперидинометил- 
2,3-дигидротиазоло[2,3-F]ксантина

Table 1. Technological and physical and chemical parameters  
of the substance 6,8-dimethyl-2-piperidinomethyl- 
2,3-dihydrothiazolo[2,3-F]xanthine

Параметры
Parameters

Результаты испытания
Results

Внешний вид / описание 
Appearance / Description

Белая или бело-серая аморф-
ная субстанция
White or white-grey and amor-
phous substance

Потеря в массе при высушивании 
(HR), %
Loss on drying (HR), %

1,3 ± 0,5

Фракционный состав, мм – %
Fractional composition, mm – %

<0,125 – 4,6%
0,125–0,25 – 93,6 %

0,25–0,5 – 1,8 %
0,5–1 – 0 %

>1 – 0 %

Сыпучесть (Vc), г/с
Flowability (Vc), g/s

Субстанция не обладает естест- 
венной сыпучестью
Substance does not have a natu-
ral flowability

Угол естественного откоса (α), º
Angle of repose (α), º

47

Насыпная плотность (p), г/см3 
Bulk density (p), g/sm3 0,363 ± 0,04

Пористость, %
Porosity, %

62 ± 7

Давление прессования до образо-
вания прочной таблетки (P), МПа
Tablet compression (cohesion) (P), 
MPa

450 ± 38

Прочность на раздавливание таб- 
летки (G), Н
Crushing strength (G), N

190 ± 10

Сила выталкивания таблетки из 
матрицы (PМПа/Выт.), МПа
Ejection force of the tablet from 
matrix (PMPa/Eject.), MPa

1,4 ± 0,2

Исследование влияния веществ-наполнителей 
на свойства таблетируемой массы. Выбор напол-
нителя обусловлен в первую очередь возможностью 
улучшения показателя прессуемости ТС. Для этого в 
качестве наполнителей использованы лактозы мо-
ногидрат и микрокристаллическая целлюлоза (МКЦ). 
Для успешного прессования данных веществ не тре-
буется высокое давление. В составы таблеток с 6,8-ди-
метил-2-пиперидинометил-2,3-дигидротиазоло[2,3-F]
ксантином введены различные соотношения лактозы 
моногидрата и микрокристаллической целлюлозы  – 
1 : 1; 1 : 2; 2 : 1, поэтому было разработано 5 прописей, 
представленных в таблице 2. Результаты анализа таб- 
леток представлены в таблице 3.

Как видно из полученных данных, введение на- 
полнителей позволило уменьшить давление прессо- 
вания 6,8-диметил-2-пиперидинометил-2,3-дигидро-
тиазоло[2,3-F]ксантина, однако остальные технологи-
ческие свойства улучшились незначительно (по ре-
зультатам исследования угла естественного откоса 

смесь получила удовлетворительную сыпучесть) или, 
наоборот, ухудшились (сила выталкивания таблетки  
из матрицы увеличилась). 

Таблица 2. Состав прописей с лактозой и целлюлозой  
на одну таблетку

Table 2. Composition of prescriptions with lactose  
and cellulose per one tablet

Субстанция
Substance

Номер прописи
Prescription number

1 2 3 4 5

6,8-диметил-2-пиперидинометил-2,3- 
дигидротиазоло[2,3-F]ксантин, г
6,8-dimethyl-2-piperidinomethyl-2,3- 
dihydrothiazolo[2,3-F]xanthine, g

0,100

Лактозы моногидрат, г
lactose monohydrate, g

0,24 – 0,16 0,08 0,12

Микрокристаллическая целлюлоза, г
microcrystalline cellulose, g

– 0,24 0,08 0,16 0,12

Общая масса, г
Total weight, g

0,34

Анализ таблеток показал, что при введении в  
состав лактозы таблетки обладали низкой прочно-
стью и быстро разрушались. В то время как введе-
ние в состав большого количества микрокристалли- 
ческой целлюлозы, наоборот, повышало прочность,  
и таблетки не распадались за 15 минут, что не со-
ответствует ГФ РФ XIV, ОФС.1.4.2.0013.15 «Распада-
емость таблеток и капсул». Кроме того, ни одна из 
прописей не соответствовала показателю «средняя 
масса»: отклонение в массе превышало 10 %, также 
наблюдалось расслоение таблеток и образование 
сколов на поверхности. Отклонение в массе может 
быть связано с тем, что таблеточная масса, использу-
емая для получения данной таблетированной фор- 
мы, имеет удовлетворительную, но недостаточную 
сыпучесть, что может отразиться на однородности 
дозирования и скоростях процесса при использова-
нии автоматических систем, особенно при исполь- 
зовании роторных таблеточных прессов [13].

Оптимальные результаты показали прописи №  3 
и 5, где использовалась смесь лактозы и микрокрис- 
таллической целлюлозы в соотношении 2 : 1 и соот-
ветственно 1 : 1. Такие таблетки имели приемлемые 
показатели и в отличие от других прописей проходи-
ли испытания на распадаемость и прочность на раз-
давливание. Поэтому для дальнейших исследований 
за основу взяты эти прописи.

Изучение влияния скользящих веществ на 
свойства таблетируемой массы. Для повышения 
сыпучести и уменьшения силы выталкивания в про-
изводстве таблеток используется группа скользящих 
веществ. В качестве скользящих веществ использова-
ли тальк и магния стеарат. Их содержание в таблет-
ках до конкретных величин ограничивает ГФ РФ XIV, 
ОФС.1.4.1.0015.15 «Таблетки»: талька не более 3 %,  
магния стеарата не более 1 %. Состав прописей пред-
ставлен в таблице 4.
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Таблица 4. Состав прописей на одну таблетку

Table 4. Composition of prescriptions with gliding agent per  
one tablet

Субстанция
Substance

Номер прописи
Prescription number

6 7 8 9
6,8-диметил-2-пиперидинометил- 
2,3-дигидротиазоло[2,3-F]ксантин, г
6,8-dimethyl-2-piperidinomethyl- 
2,3-dihydrothiazolo[2,3-F]xanthine, g

0,100

Лактозы моногидрат, г
Lactose monohydrate, g

0,16 0,12 0,16 0,12

Микрокристаллическая 
целлюлоза, г
Microcrystalline cellulose, g

0,08 0,12 0,08 0,12

Тальк, г
Talc, g

0,01 0,01

Магния стеарат, г
Magnesium stearate, g

0,0034 0,0034

Прописи изучали по параметрам сыпучести и си- 
лы выталкивания, результаты представлены на рисун-
ках 1 и 2.

Из диаграмм видно, что введение в состав про- 
писи скользящих веществ позволило значительно  
снизить силу выталкивания таблетки из матриц (в 
5  раз), при этом сыпучесть таблеточной массы в сред-
нем выросла с 2,3 г/с до 3,5–4 г/с. Наилучшие резуль- 
таты продемонстрировала пропись № 8 с добавле- 
нием магния стеарата.

Изучение влияния дезинтеграторов на свойст- 
ва таблетируемой массы и таблеток. В ходе пре-

дыдущего эксперимента распадаемость таблеток вы-
бранных прописей была в границах допустимых, но 
приближалась к критическому времени (не более 
15  минут согласно ГФ РФ XIV, ОФС.1.4.1.0015.15 «Таб- 
летки»), поэтому для улучшения распадаемости в  
состав таблеток вводили дезинтеграторы. В качест- 
ве дезинтеграторов были выбраны крахмал карто-
фельный и гидроксипропилцеллюлоза (ГПЦ). В произ-
водственных условиях количество дезинтеграторов 

Таблица 3. Зависимость технологических свойств субстанции  
6,8-диметил-2-пиперидинометил-2,3-дигидротиазоло[2,3-F]ксантина от наполнителей лактозы и целлюлозы (X ± x) 

Table 3. Dependence of the technological properties of the substance 6,8-dimethyl-2-piperidinomethyl-2,3-dihydrothiazolo[2,3-F]
xanthine on lactose and cellulose excipients (X ± x)

Параметры
Parameters

Номер прописи
Prescription number

1 2 3 4 5
Параметры таблеточной массы

Tablet mass parameters
Vc, г/с 
Vc, g/s 

1,8 ± 0,3 2,4 ± 0,4 2,3 ± 0,1 2,4 ± 0,2 2,2 ± 0,3

α, ° 44 40 41 40 42
p, г/см3 
p, g/sm3 0,43 ± 0,02 0,54 ± 0,05 0,41 ± 0,01 0,47 ± 0,04 0,49 ± 0,04

P, МПа
P, МPа

240 ± 16 260 ± 5 230 ± 7 250 ± 15 240 ± 8

PМПа/Выт., МПа
PМPа/Eject., МPа

1,4 ± 0,2 1,7 ± 0,2 1,4 ± 0,2 1,6 ± 0,2 1,5 ± 0,2

Параметры таблеток
Tablet parameters

mсредн., г
maverage, g

0,281 ± 0,045 0,314 ± 0,064 0,298 ± 0,029 0,323 ± 0,053 0,305 ± 0,039

G, Н 
G, N

54 ± 6 213 ± 17 136 ± 8 196 ± 21 154 ± 12

Распадаемость, с
Disintegration, s

140 ± 30

Таблетки не распались за 
900 секунд
Tablet did not disintegrate 
in 900 s

820 ± 60

Таблетки не распались за 
900 секунд
Tablet did not disintegrate 
in 900 s

840 ± 120

Рисунок 1. Сыпучесть таблеточной массы в зависимости от 
скользящих веществ

Figure 1. Flowability of the tablet mass depending on gliding 
agents
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зачастую не превышает 10 % от количества вспомо-
гательных веществ, поэтому в эксперименте их коли-
чество было ограничено данной цифрой. В качестве 
основы была взята пропись № 8 (см. таблицу 4), как  
показавшая наиболее оптимальные результаты. Ко- 
личество лактозы и микрокристаллической целлюло-
зы было пропорционально уменьшено на 5 %, и вве- 
дено нужное количество дезинтегратора. Из полу- 
ченной таблеточной массы прессовали таблетки и 
оценивали время распадаемости.

Влияние дезинтеграторов на распадаемость таб- 
леток 6,8-диметил-2-пиперидинометил-2,3-дигидро- 
тиазоло[2,3-F]ксантина представлено на рисунке 3.

Таким образом, добавление дезинтеграторов поз- 
волило снизить время распадаемости до 11–12  ми-
нут. При этом статистической разницы между добав-
лением крахмала и гидроксипропилцеллюлозы не 

наблюдалось, поэтому в прописи таблеток ДПДТК ре-
шено использовать крахмал, как наиболее доступ- 
ный компонент.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Показана технологическая возможность получе- 

ния таблетированной формы на основе 6,8-диме-
тил-2-пиперидинометил-2,3-дигидротиазоло[2,3-F]
ксантина, удовлетворяющей требованиям ГФ РФ. 
Предложен оптимальный состав прописи таблети- 
рованной лекарственной формы – облонги дли-
ной 14  мм, шириной 5 мм, со средней массой 0,34  г.  
Изучены технологические свойства полученных со- 
ставов (прессуемость, сыпучесть, прочность на раз-
давливание, распадаемость и др.), и на основе полу-
ченных данных разработан первичный состав на одну 
таблетку, представленный в таблице 5.

Рисунок 2. Сила выталкивания таблеток из матрицы в зависимости от скользящих веществ

Figure 2. Ejection force of the tablet depending on gliding agent

Рисунок 3. Распадаемость таблеток в зависимости от дезинтеграторов

Figure 3. Disintegration of tablets depending on disintegrators

Фармацевтическая технология
Pharmaceutical Technology



196 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2023. Т. 12, № 4
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2023. V. 12, No. 4

Таблица 5. Первичный состав таблеток 6,8-диметил- 
2-пиперидинометил-2,3-дигидротиазоло[2,3-F]ксантина

Table 5. Composition first composition of 6,8-dimethyl- 
2-piperidinomethyl-2,3-dihydrothiazolo[2,3-F]xanthine tablets

Субстанция 6,8-диметил-2-пиперидинометил-2,3-ди-
гидротиазоло[2,3-F]ксантина, г
Substance 6,8-dimethyl-2-piperidinomethyl-2,3-dihydro-
thiazolo[2,3-F]xanthine, g

0,100

Лактозы моногидрат, г
Lactose monohydrate, g

0,144 

Микрокристаллическая целлюлоза, г
Microcrystalline cellulose, g

0,072 

Крахмал картофельный, г
Potato starch, g

0,024 

Магния стеарат, г
Magnesium stearate, g

0,0034 

Общая расчетная масса, г
Total weight, g

0,343 

В дальнейшем рассматривается применение су-
хой или влажной грануляции для улучшения техно-
логических характеристик таблеточной массы, в част- 
ности сыпучести. Улучшение показателя сыпучести 
необходимо для оптимизации технологии получе-
ния таблеток на основе 6,8-диметил-2-пиперидиноме-
тил-2,3-дигидротиазоло[2,3-F]ксантина, так как опре-
деляет скорость процесса, качество дозирования и 
прессования.
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Резюме
Введение. Все большую популярность приобретают продукты переработки растительного сырья. Особую ценность представляют продукты 
эфиромасличного производства – ароматные воды, или гидролаты. Гидролаты широко используются в качестве косметических средств, 
поскольку содержат ряд биологически активных водорастворимых компонентов эфирного масла, но в отличие от последнего имеют более 
мягкое воздействие на кожу, что позволяет использовать их в чистом виде.
Цель. Изучить химический состав, антибактериальную и антиоксидантную активность гидролатов.
Материалы и методы. В качестве объектов исследования использовались гидролаты производства АО «АЭМСЗ», полученные из растений 
Lavandula angusifolia, Hyssоpus officinаlis, Sаlvia officinаlis, Rosmarinus officinalis, Rosa damascеna × Rosa gallica. Анализ состава проводили 
методами ГЖХ. Антибактериальные свойства гидролатов изучали на морских биолюминесцентных тест-бактериях Aliivibrio fischeri F1 и 
рекомбинантных бактериях Escherichia  coli (pXen7). Изучение антиоксидантного действия проводилось методом Fe3+-индуцированного 
перекисного окисления липидов суспензии яичных липопротеидов in vitro.
Результаты и обсуждение. Было выявлено, что гидролат шалфея содержит α- и β-туйон, β-кариофиллен, α-терпинеол; гидролат 
лаванды – камфен, линалоол, линалилацетат, гераниол, геранилацетат; гидролат розмарина – камфен, 1,8-цинеол, β-пинен; гидролат 
розы – фенилэтанол, гераниол, цитронелол, нерол; гидролат иссопа – пинокамфон, изопинокамфон, спатуленол, β-кариофиллен. 
Антибактериальные свойства исследуемых гидролатов проявлялись в ингибировании бактериальной люминесценции и роста  
тест-бактерий. Наибольшей активностью обладали гидролаты иссопа, лаванды и размарина, меньшим эффектом – розы и шалфея. Показано 
бактерицидное действие гидролатов иссопа и лаванды. При изучении антиоксидантного действия наблюдалась динамика накопления 
продуктов свободнорадикального окисления липидов, которая в присутствии гидролатов иссопа и розмарина снизилась на 40 и 36 % 
соответственно в сравнении с контролем.
Заключение. В результате исследований установлено, что изучаемые гидролаты обладают выраженными антибактериальными свойствами. 
Также были выявлены антиоксидантные свойства гидролатов Hyssopus officinalis и Rosmarinus officinalis. Перспективой дальнейших 
исследований является разработка лекарственных и косметических средств на основе гидролатов вышеуказанных эфиромасличных 
культур.

Ключевые слова: ароматная вода, антибактеральная активность, антиоксидантная активность
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Abstract
Introduction. Vegetable raw materials processing products are becoming very popular. Of particular value are the products of essential oil 
production – aromatic waters or hydrolates. Hydrolates are widely used as cosmetics because they contain a number of biologically active  
water-soluble components of essential oil, but unlike the latter they have a softer effect on the skin, which allows them to be used in their pure form.
Aim. To study the chemical composition, antibacterial and antioxidant activity of hydrolates.
Materials and methods. Hydrolates were used as objects of research of production JSC "AEMSZ" derived from plants: Lavandula angusifolia, Hyssоpus 
officinаlis, Sаlvia officinаlis, Rosmarinus officinalis, Rosa damascеna × Rosa gallica. The composition was analyzed by gas-liquid chromatography. 
Antibacterial properties of hydrolates were studied with the use of bioluminescent marine bacteria Aliivibrio fischeri F1 and recombinant  
test-bacteria Escherichia coli MG1655 (pXen7). The study of the antioxidant effect was carried out by the method of Fe3+-induced lipid peroxidation of 
egg lipoprotein suspension in vitro.
Results and discussion. It was found that salvia hydrolate contains α- and β-thujone, β-caryophyllene, α-terpineol; lavender hydrolate – camphene, 
linalool, linalyl acetate, geraniol, geranyl acetate; rosemary hydrolate – camphene, 1,8-cineol, β-pinene; rose hydrolate – phenylethanol, geraniol, 
citronelol, nerol; hydrolate hyssop – pinocamphone, isopinocamphone, spatulenol, β-caryophyllene. The antibacterial properties of the studied 
hydrolates were manifested in the inhibition of test bacteria bioluminescence and growth. Hydrolates of hyssop, lavender and rosemary were 
characterized by the greatest activity, rose and salvia had a lesser effect. It was also shown that hyssop and lavender hydrolates exhibited the 
bactericidal properties. Through the studying the antioxidant effect, the dynamics of accumulation of products of free-radical oxidation of lipids was 
observed, which in the presence of hyssop and rosemary hydrolates decreased by 40 and 36 %, respectively, in comparison with the control.
Conclusion. As a result of the research, it was found that the studied hydrolates have pronounced antibacterial properties. Antioxidant properties 
of Hyssopus officinalis and Rosmarinus officinalis hydrolates were also revealed. Prospects for further research are the development of medicinal and 
cosmetic products based on the hydrolates of the above-stated essential oil cultures.

Keywords: aromatic water, antibacterial activity, antioxidant activity, Lavandula angusifolia, Hyssоpus officinаlis, Sаlvia officinаlis, Rosmarinus 
officinalis, Rosa damascеna × Rosa gallica 
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ВВЕДЕНИЕ
На сегодняшний день все большую популярность 

приобретают продукты эфиромасличного производст- 
ва. В РФ, в частности в Крыму, культивация растений, 
таких как Lavandula angusifolia, Hyssоpus officinаlis, 
Sаlvia officinаlis, Rosmarinus officinalis, Rosa damascеna × 
Rosa gallica, возрождается и с каждым годом площа- 
ди сельскохозяйственных угодий увеличиваются. Ис-
пользуют сырье этих растений для получения эфир-
ных масел и ароматных вод.

Согласно Государственной фармакопее РФ XIV  из-
дания ароматные воды – это водные или водно-спир-
товые растворы, насыщенные компонентами эфир- 
ных масел, получаемые несколькими способами: пе-
регонкой эфирномасличного растительного сырья с 
водяным паром, растворением эфирного масла в во-
де или разведением концентратов. Полученные раз-

ными способами ароматные воды могут отличать-
ся по составу. Международная организация European 
Committee for Standartization выделяет понятие «гид- 
ролат» (hydrolate) − водный дистиллят, образующий-
ся после дистилляции эфиромасличного сырья и  
отделения эфирного масла.

По физико-химическим свойствам гидролаты 
представляют собой прозрачные или слабо опалес-
цирующие жидкости, содержащие небольшое коли- 
чество водорастворимых компонентов эфирного  
масла и имеющие запах и вкус соответствующего 
эфирного масла. Изучение состава гидролатов позво-
лит предположить, какое действие они оказывают на 
организм, что даст возможность обоснованно реко-
мендовать их для использования.

Из литературных данных известно, что эфир-
ное масло лаванды влияет на эмоциональное состо-
яние человека, а именно: улучшает качество сна, на-
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строение [1], оказывает противомикробное [2, 3] и 
антиоксидантное действие [2, 4], проявляет проти-
вовоспалительную активность [5]. Было выявлено  
противомикробное [6, 7], антиоксидантное [8, 9], про-
тивовирусное действие [10] масла розы. Биологиче-
ски активные вещества шалфея и розмарина также 
оказывают антимикробное, антиоксидантное и про-
тивовоспалительное действие [11–14]. Сырье иссопа 
лекарственного обладает противомикробной [15, 16], 
антиоксидантной активностью [17].

Известно, что гидролат лаванды обладает наи-
меньшим поверхностным натяжением, что, вероятно,  
связано с наличием в составе поверхностно-актив- 
ных веществ и дает возможность производства на его 
основе пеномоющих средств [18].

Согласно литературным данным, гидролат ла-
ванды, произраставшей в Италии, Тоскана, включает  
только оксигенированные монотерпены, среди ко-
торых основным компонентом является линалоол 
(42,9 %)  [19], в то время как эфирное масло лаванды 
состоит из монотерпеновых углеводородов и окси-
генированных монотерпенов. Гидролаты лаванды, 
полученные гидродистилляцией и паровой дистил-
ляцией соответственно, содержали наибольшую до-
лю 1,8-цинеола (20,6 и 19,5 %), линалоола фуранок-
сида или линалоола (11,9 и 23,2 %), α-терпинеола 
(10,4 и 13 %). В гидролате, полученном методом па-
ровой дистилляции, было идентифицировано боль-
ше соединений, что связано с превращением путем 
окислительных реакций, полимеризации и гидроли-
за некоторых летучих соединений при контакте рас- 
тительного сырья с кипящей водой на протяжении 
всей дистилляции при гидродистилляции. Гидро-
лат лаванды выявил значительную противомикроб-
ную активность в отношении восьми штаммов арко-
бактерподобных бактерий и против Staphylococcus 
aureus, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, 
Escherichia coli и дрожжей Candida albicans, в то вре-
мя как разведенный гидролат выраженного проти-
вомикробного действия не оказывал. В присутствии 
гидролата также наблюдалось значительно снижен-
ное образование биопленки  [20]. Гидролат лаванды 
крымского происхождения в разведении 1 : 1 проде-
монстрировал слабое противогрибковое действие: 
ингибирование роста грибов рода Candida составля- 
ло 10–50 %. Разведение гидролата 1 : 8 не оказывало 
действия на рост грибов [21]. 

Известно, что гидролат розмарина обладает по-
глощением в УФ-области, т.  е. оказывает фотопротек-
торное действие, следовательно, может применять-
ся для производства солнцезащитных средств  [18]. 
Согласно исследованиям [22], гидролат розмарина,  
произраставшего в Колумбии, не обладал ни по-
тенциальным действием против E. coli, P.  aeruginosa, 
S.  aureus, C. albicans и A. niger, ни антиоксидантными 
свойствами, в отличие от эфирного масла розмарина. 
Однако, по данным литературы [19], гидролаты роз-
марина и шалфея, выращенных в Италии (Тоскана), 
проявили противогрибковое действие против штам-
мов дрожжевых грибов и дерматофитов: Trichophyton 

mentagrophytes, Trichophyton tonsurans, Trichophyton 
rubrum, Arthroderma crocatum, Arthroderma quadrifidum,  
Candida albicans, Candida tropicalis. Данную актив-
ность авторы расценивают как слабую противогриб-
ковую по сравнению с флуконазолом, гризеофульви-
ном. Trichophyton erinacei и Arthroderma gypseum были 
устойчивы к анализируемым гидролатам, в то вре-
мя как все другие штаммы ингибировались при кон- 
центрациях ниже 100 мкл/мл [19]. Гидролат шалфея 
мускатного, выращенного в Крыму, в разведении 1 : 1 
подавлял рост дрожжеподобных грибов рода Can- 
dida на величину от 10 до 70 %. Разведение гидро-
лата 1 : 8 не оказывало действия на рост грибов  [21]. 
Эфирные масла гидролатов розмарина и шалфея со-
держали оксигенированные монотерпены; 1,8-ци- 
неол (эвкалиптол) являлся наиболее распространен-
ным компонентом и составлял 47,1 % [21] – 56,2 [19]  
и 42,9 % [21] соответственно, содержание α- и β-туйо- 
на в эфирном масле гидролата шалфея – 24,3 и 14,7 % 
соответственно. В тестах на аллелопатию и леталь-
ность ракообразных Artemia salina гидролат розма-
рина оказался более токсичным, чем гидролат шал-
фея, что, предположительно, связано с присутствием 
1,8-цинеола и синергическим действием других ком-
понентов гидролата розмарина [23]. Исследование  
состава гидролата шалфея лекарственного, собран-
ного в Словацкой Республике, выявило содержание 
1,8-цинеола в количестве 19,57 %, линалоола – 4,1 %, 
α- и β-туйона – 5,57 %, изопулегола – 57,11 %, бор- 
неола – 5,41 %, карвоментенола – 1,12 %. Была выяв-
лена антибактериальная активность гидролата S.  offi- 
cinalis в отношении Micrococcus luteus, Escherichia coli,  
Enterobacter asburiae и Bacillus subtilis. Антиоксидант-
ная активность гидролата шалфея составила (23,25 ± 
0,26) % [24].

Исходя из вышеизложенного, можно сделать вы-
вод о том, что исследования состава и биологиче-
ской активности гидролатов проводятся учеными 
во всем мире и в последние годы приобретают все  
большую актуальность. Исследования гидролатов ла-
ванды, розмарина, шалфея, иссопа и розы достаточ- 
но ограниченны и разрозненны. Причиной этому  
может быть применение разных методов получения 
гидролатов, использование сырья, выращенного в 
разных климатогеографических зонах, отличие усло-
вий хранения сырья перед проведением испытаний  
и другие факторы.

Эфиромасличные культуры, а именно: лаванда 
узколистная, роза эфиромасличная, иссоп лекарст- 
венный, шалфей лекарственный, розмарин лекарст- 
венный – широко культивируются в Республике 
Крым, и изучение состава их гидролатов и биоло-
гической активности является актуальной задачей 
фармации. 

Цель: изучить химический состав гидролатов  
Lavandula angusifolia Mill., Hyssopus officinalis  L.,  
Sаlvia officinаlis L., Rosmarinus officinalis L., Rosa 
damascеna  Mill. × Rosa gallica L. × Rosa gallica  L. –  
Rosa  spp. и их антибактериальную и антиоксидант-
ную активность.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектами исследования были гидролаты ла- 

ванды, розмарина, шалфея, иссопа, полученные ме- 
тодом паровой дистилляции в аппарате контейнер-
ного типа; гидролат розы, полученный гидроди-
стилляцией в аппарате периодического действия 
производства АО «Алуштинский эфиромасличный 
совхоз-завод». Сырье, из которого получали гидро- 
латы: свежесобранная надземная часть растений в 
фазу цветения лаванды узколистной (Lavandula an-
gusifolia Mill., сорт Рекорд), иссопа лекарственного 
(Hyssоpus officinаlis L.), шалфея лекарственного (Sаlvia 
officinаlis L.), розмарина лекарственного (Rosmarinus 
officinalis L.), розы эфиромасличной (сорт Радуга) –  
гибрида от скрещивания (Rosa damascеna  Mill. ×  Rosa 
gallica L.) × Rosa gallica  L. – Rosa spp. Заготовка сырья 
проводилась на плантациях АО «Алуштинский эфи- 
ромасличный совхоз-завод» (Россия). 

Изучение содержания эфирного масла в гидро- 
латах и его химического состава проводили в отде-
ле переработки и стандартизации эфиромасличного  
сырья ФГБУН «Научно-исследовательский институт 
сельского хозяйства Крыма» методом газожидкост- 
ной хроматографии (ГЖХ) в 2018–20 гг. [25]. ГЖХ- 
анализ образцов гидролатов был проведен на хро-
матографе «Кристалл 2000М» (ЗАО СКБ «Хроматэк», 
Россия) с пламенно-ионизационным детектором 
на кварцевой капиллярной колонке длиной 50 м и  
внутренним диаметром 0,32 мм, неподвижная фаза –  
ПЭГ-20М (Carbowax 20М). Программирование темпе- 
ратуры термостата  – от 120 до 180 °С; температу-
ра испарителя – 240  °С, температура детектора –  
260  °С. Программирование давления на входе в ко- 
лонку – от 100 кПа до 132,4  кПа с делением потока 
1/66, объем пробы – 2 · 10-3 см3. Газ-носитель – азот. 
Идентификацию растворенных и частично раство-
ренных компонентов в гидролатах проводили путем 
сравнения с компонентами соответствующих эфир-
ных масел, определение соотношения компонентов  
в эфирном масле гидролатов проводили методом  
внутренней нормализации [25]. 

Исходя из того, что снижение механической проч-
ности и проницаемости кожи провоцирует ряд ме- 
таболических сдвигов как в отдельных клетках, так  
и в тканях, одну из центральных ролей в генезе мно-
гих патологий играет нарушение прооксидантно-ан-
тиоксидантного равновесия с последующей актива- 
цией свободнорадикальных реакций. Последнее под-
черкивает своевременность и актуальность поиска и 
разработки высокоэффективных средств, способных  
корректировать окислительно-восстановительный  
гомеостаз. Поэтому в дальнейшем была изучена  
антиоксидантная активность ароматных вод. Анти-
оксидантную активность (АОА) определяли методом 
неферментативного инициирования перекисного  
окисления липидов (ПОЛ) в модельной биологиче- 
ской системе желточных липопротеидов (ЖЛП) [26].  
В качестве препарата сравнения использовали во- 

дорастворимый антиоксидант  – раствор кислоты 
аскорбиновой 50 мг/мл (АОА «Дальхимфарм», Россия).

Спектральные исследования проводили c ис-
пользованием спектрофотометра СФ-2000 (ООО «ОКБ 
Спектр», Россия).

Статистическую обработку полученных данных 
проводили с использованием программы STATISTICA 
6.1 (StatSoft Inc., США). Рассчитывали среднюю ариф-
метическую (М) и ее среднюю ошибку (m), коэффи- 
циент вариации (С) и достоверность разницы (р) по 
критерию Стьюдента.

Антибактериальную активность гидролатов оце- 
нивали с использованием биолюминесцентных тест- 
бактерий. В работе использовали морские тест-бак-
терии Aliivibrio fischeri F1 из собственной коллекции 
морских светящихся микроорганизмов, а также ре-
комбинантные тест-бактерии E.  coli MG1655 (pXen7)  
с конститутивным типом люминесценции (любезно  
предоставленные д. б. н. И. В. Мануховым, заведу- 
ющим лабораторией молекулярной генетики Мо-
сковского физико-технического института).

Острую антибактериальную активность гидро-
латов оценивали по ингибированию интенсивности  
биолюминесценции бактерий A.  fischeri F1 и E.  coli 
MG1655 (pXen7) в течение 15–60 мин [27, 28]. Изме- 
рения биолюминесценции проводили с помощью  
биолюминометра БЛМ 8801 (СКТБ «Наука», Россия).

Бактерицидное действие гидролатов оценивали  
визуально по выживаемости биолюминесцентных 
тест-бактерий [29]. Для этого готовили водные раз-
ведения гидролатов 1 : 10 (0,1), 1 : 5 (0,2) и 1 : 2 (0,5), 
в которые вносили тест-бактерии A. fischeri F1 до 
концентрации 5 · 105 кл/мл. Полученные образцы 
инкубировали в течение суток при комнатной тем-
пературе и затем наносили по 3 мкл на поверхность  
плотной питательной среды на чашках Петри. Рост и 
биолюминесценцию бактерий оценивали через 24  ч 
визуально и фотографически с использованием ка-
меры мобильного телефона. Состав питательных 
сред и условия культивирования тест-штаммов были 
описаны ранее [27, 28]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
В среднем за годы исследований содержание 

эфирного масла в гидролатах разных растений соста- 
вило от 0,080 до 0,135 % (таблица 1). Массовая до-
ля эфирного масла в гидролатах колебалась в зави-
симости от растения, фазы уборки сырья, погодных  
условий в период его заготовки и соблюдения пара-
метров технологии извлечения эфирного масла по 
годам. Химический состав гидролатов определялся 
видом растений и представлен в таблице 1 и на ри- 
сунках 1–5. Например, в гидролатах иссопа были опре-
делены следующие компоненты: бициклические мо-
нотерпеновые кетоны изопинокамфон и пинокам-
фон; сесквитерпеновый углеводород β-кариофиллен; 
монотерпеновые углеводороды β-пинен, сабинен и 
оксид 1,8-цинеол. В разные годы содержание ком-
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понентов эфирного масла в гидролатах варьирова-
ло, но преобладающими были изопинокамфон и пи-
нокамфон. Так, в гидролате, полученном в 2020  г., 
содержались следующие компоненты: изопинокам-
фон, пинокамфон; β-кариофиллен; β-пинен; сабинен  
и 1,8-цинеол (рисунок 4).

Было установлено, что гидролат шалфея лекарст- 
венного содержит кетоны: α-туйон и β-туйон, камфо-
ру; монотерпеновые углеводороды: лимонен; сескви-

терпеновые углеводороды: α-гумулен, β-кариофил- 
лен; гидролат розы эфиромасличной содержит спир-
ты, а именно: β-фенилэтиловый спирт, гераниол,  
цитронеллол, нерол, линалоол; в гидролате лаванды  
узколистной были обнаружены спирты: линалоол, 
α-терпинеол, терпинен-4-ол; в гидролате розмари-
на содержатся монотерпеновые углеводороды: β-пи-
нен, лимонен, α-терпинен, оксид 1,8-цинеол – и спирт 
линалоол.

Сравнительный анализ показал, что гидролаты в 
основном содержат водорастворимые в разной сте- 
пени компоненты эфирного масла.

Спектральные исследования образцов в области 
200–700  нм выявили полное отсутствие поглощения  
в видимой области. В УФ-области исследуемые гид- 
ролаты обладали различными спектральными харак-
теристиками (рисунок 6, А). Так, гидролаты розмари- 
на и лаванды характеризовались высоким поглоще- 
нием при 200–300 нм, поэтому для установления  
спектральных характеристик образцы разбавляли во-
дой в соотношении 1 : 10. Полученные результаты  
позволили выявить пик поглощения при 262 нм, ха-
рактерный только для гидролата розмарина (рису- 
нок 6, Б). 

Гидролаты розы, шалфея и иссопа характеризо- 
вались более низкой оптической плотностью в УФ- 
области, а также отсутствием пиков поглощения или 
наличием незначительных перегибов в спектрах при 
260 нм.

При изучении антиоксидантной активности по- 
лученные в модельных опытах данные свидетельст- 
вуют о том, что уровень ТБК-реактантов в контроле  
составил 107 нмоль/л через 30 минут с момента вне- 
сения ионов Fe2+ (таблица 2).

Таблица 1. Содержание эфирного масла в гидролатах и его компонентный состав 

Таble 1. The content of essential oils and component composition of hydrolates 

Наименование гидролата
Name of hydrolates

Содержание эфирного масла  
в гидролате, % (М ± m)

The content of essential oils  
in hydrolate, % (М ± m)

Химический состав эфирного масла /  
маркер подлинности

Chemical structure / authenticity marker

Гидролат розы эфиромасличной
Rose hydrolate

0,100 ± 0,010

линалоол, цитронеллол, нерол, гераниол, β-фенилэтило-
вый спирт, стеароптены / β-фенилэтиловый спирт
linalool, citronellol, nerol, geraniol, β-phenylethyl ethanol, 
stearoptenes / β-phenylethyl ethanol

Гидролат лаванды узколистной
Lavender hydrolate

0,080 ± 0,004
линалоол, терпинен-4-ол, α-терпинеол, лавандулол/лина-
лоол
linalool, lavandulol, terpinene-4-ol, α-terpineol/linalool

Гидролат шалфея лекарственного
Salvia hydrolate

0,100 ± 0,010

α-туйон, β-туйон, камфора, лимонен, α-гумулен, β-карио-
филлен / α-, β-туйон
α-, β-thujone, camphor, limonene, α-humulene; β-caryophyl-
lene / α-, β-thujone

Гидролат иссопа лекарственного
Hyssop hydrolate

0,109 ± 0,010

β-пинен, сабинен, 1,8-цинеол, пинокамфон, изопинокам-
фон, β-кариофиллен/изопинокамфон
α-pinene, sabinene, 1,8-cineol, pinocamphone, isopinocam-
phone, β-caryophyllene/isopinocamphone

Гидролат розмарина лекарственного
Rosemary hydrolate

0,085 ± 0,006
β-пинен, лимонен, 1,8-цинеол, линалоол, α-терпинен/1,8- 
цинеол
β-pinene, limonene, 1,8-cineol, linalool, α-terpinen/1,8-cineol

Рисунок 1. Хроматограмма гидролата Rosa spp.: 

2 – внутренний стандарт; 3 – линалоол; 6 – цитронеллол; 7  –  
нерол; 8 – гераниол; 9, 11 – стеароптены; 10 – β-ФЭС

Figure 1. Chromatogram of Rosa spp. hydrolate: 

2 – internal standard; 3 – linalool; 6 – citronellol; 7 – nerol; 8  – 
geraniol; 9, 11 – stearoptenes; 10 – β-phenylethyl ethanol
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Таблица 2. Антиоксидантная активность гидролата иссопа  
при Fe2+-инициированном перекисном окислении липидов

Таble 2. Antioxidant activity of hyssop hydrolate  
in Fe2+-initiated lipid peroxidation

Исследуемый образец
Test sample

Уровень  
ТБК*-реактантов, 

нмоль/л
TBA*-reactant levels, 

nmol/l

АОА, %
Antioxidant 
activity, %

Контроль
Control

107,10 ± 1,40 –

Референтный препарат
Reference drug

28,41 ± 3,55** (p < 0,001) 73,47

Гидролат розы
Rose hydrolate

106,47 ± 1,68 (p > 0,05) –

Гидролат лаванды
Lavender hydrolate

111,02 ± 1,11 (p > 0,05) –

Гидролат шалфея
Salvia hydrolate

102,87 ± 2,03 (p > 0,05) –

Гидролат иссопа
Hyssop hydrolate

64,82 ± 3,65* (p < 0,01) 39,47

Гидролат розмарина
Rosemary hydrolate

68,95 ± 3,93* (p < 0,01) 35,62

Примечание. * ТБК – тиобарбитуровая кислота. Различие 
с показателями контроля статистически достоверно: * р < 0,01; 
** р < 0,001.

Note. * TBA – thiobarbituric acid. Difference with indicators  
control statistically significant: * p < 0.01; ** р < 0.001.

Рисунок 2. Хроматограмма гидролата L. angustifolia: 

1 – внутренний стандарт; 2 – линалоол; 3 – терпинен-4-ол; 4 – α-терпинеол; 6 – лавандулол

Figure 2. Chromatogram of L. angustifolia hydrolate: 

1 – internal standard; 2 – linalool; 3 – terpinene-4-ol; 4 – α-terpineol; 6 – lavandulol

Рисунок 3. Хроматограмма гидролата S. officinаlis: 

1 − внутренний стандарт; 2 – α-туйон; 3 − β-туйон; 4 – камфора; 
5 – лимонен; 6 − α-гумулен; 7 – β-кариофиллен 

Figure 3. Chromatogram of S. officinаlis hydrolate: 

1 – internal standard; 2 – α-thujone; 3 – β-thujone; 4 – camphor; 5 – 
limonene; 6 – α-humulene; 7 – β-caryophyllene
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Рисунок 4. Хроматограмма гидролата H. officinalis: 

2 − β-пинен; 3 – сабинен; 5 − внутренний стандарт; 9 − 1,8-цинеол; 10 – пинокамфон; 13 – изопинокамфон; 14 – β-кариофиллен

Figure 4. Chromatogram of H. officinalis hydrolate: 

2 – β-pinene; 3 – sabinene; 5 – internal standard; 9 – 1,8-cineole; 10 – pinocamphone; 13 – isopinocamphone; 14 – β-caryophyllene

Рисунок 5. Хроматограмма гидролата R. officinalis: 

3 – β-пинен; 9 – внутренний стандарт; 12 – α-терпинен; 13 – линалоол; 21 – 1,8-цинеол; 22 – лимонен

Figure 5. Chromatogram of R. officinalis hydrolate: 

3 – β-pinene; 9 – internal standard; 12 – α-terpinen; 13 – linalool; 21 – 1,8-cineol; 21 – 1,8-цинеол; 22 – limonene
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Динамика накопления продуктов перекисного  
окисления липидов в среде инкубации в присутствии  
аскорбиновой кислоты достоверно ниже контроль-
ной группы (см. таблицу 2), что указывает на выра- 
женную способность препарата подавлять процессы  
свободнорадикального окисления. Данные относи-
тельно влияния гидролатов иссопа и розмарина на 
интенсивность липопероксидации указывают, что 
максимальная эффективность проявляется на 30  ми- 
нуте эксперимента (АОА равна 39, 47 и 35,62 % соот- 
ветственно). Количество ТБК-реактантов в опытных 
модельных системах составляет 64,82 и 68,95 нмоль/л 
и уровень статистической значимости различий от 
показателей в контроле достоверный (р < 0,01), что 
указывает на способность данных гидролатов реа-
лизовывать некоторую способность противостоять 
окислительному стрессу. Накопление продуктов пе-
рекисного окисления липидов в присутствии гидро-
латов шалфея, розы, лаванды не имело достоверных 
отличий в сравнении с контрольной группой. Следо-
вательно, результаты данного фрагмента исследо-
ваний позволяют сделать вывод о выраженной спо-
собности гидролатов иссопа и розмарина подавлять 
интенсивность накопления конечных продуктов пе- 
рекисного окисления липидов в изучаемом биосуб-
страте при Fe2+-инициации данного процесса, прояв-
ляя, таким образом, антиоксидантную активность.

Исследование антибактериальных свойств про- 
водили с использованием морских светящихся тест- 
бактерий A.  fischeri F1 и рекомбинантных E.  coli  
(pXen7) в качестве тест-обьектов. Многочисленные  
исследования показали, что интенсивность биолю- 
минесценции служит интегральным показателем ме-
таболизма бактериальной клетки и является удоб- 
ным физико-химическим параметром, который по-

зволяет судить о биологических эффектах различ- 
ной природы. Таким образом, биолюминесцентные 
бактерии являются чувствительными биотестами на 
некоторые виды биологической активности [30].

Изучение действия гидролатов на биолюминес-
ценцию A.  fischeri F1 показало, что уже через 30  минут 
все они снижают интенсивность бактериального све-
чения практически до 0 (острый эффект, рисунок  7). 
Полученные данные дают возможность предположить 
наличие антимикробной активности исследуемых 
гидролатов.

Для установления бактерицидных свойств иссле-
дуемых гидролатов их инкубировали с бактериями 
A.  fischeri F1 в течение суток, после чего жизнеспособ-
ность тест-обьектов проверялась высевом на плот- 
ную питательную среду [28]. Результаты показали,  
что все гидролаты, за исключением шалфея, полно-
стью или частично ингибировали бактериальный  
рост и биолюминесценцию (рисунок 8). Полное по- 
давление роста и свечения A.  fischeri F1 наблюдалось 
при разведении гидролатов лаванды и иссопа 0,2 
(1 : 5). Гидролаты розы и розмарина проявляли бак- 
терицидный эффект при разведении 0,5.

Аналогичные эксперименты, проведенные на ре-
комбинантном тест-штамме E.  coli (pXen7) с консти- 
тутивным типом биолюминесценции, показали сход-
ные результаты. Увеличение концентрации гидрола-
тов приводило к ингибированию свечения тест-бак-
терий. Наибольшей антибактериальной активностью 
характеризовались гидролаты иссопа и лаванды, ко-
торые полностью подавляли бактериальную люми-
несценцию. Меньшим действием обладали гидрола- 
ты розы, шалфея и розмарина (ингибирование био- 
люминесценции на 40–80 %, рисунок 9). 

Рисунок 6. Спектры поглощения гидролатов в УФ-области: 

А – без разведения; Б – при разведении 1 : 10

Figure 6. UV absorbance spectra of the hydrolates: 

A – without dilution; B – 1 : 10 dilution

Методы анализа лекарственных средств
Analytical Methods



205РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2023. Т. 12, № 4
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2023. V. 12, No. 4

Изучение бактерицидного действия гидролатов 
после суточной инкубации с тест-бактериями и высе- 
ва на плотную питательную среду выявило только 
эффекты лаванды и иссопа, которые усиливались с 
уменьшением разведения (рисунок 10).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

1.	 Изучен химический состав гидролатов Rosa  spp., 
Lavandula angustifolia Mill., Sаlvia officinаlis  L., 
Hyssоpus officinаlis L., Rosmarinus officinalis L., кото-
рый характерен для конкретного вида растений. 
Сравнительный анализ химического состава гид- 
ролатов показал, что они в основном содержат 
водорастворимые в разной степени компоненты 
эфирного масла.

2.	 Результаты исследований в условиях in vitro при 
Fe2+-инициированном перекисном окислении ли-
пидов свидетельствуют о выраженной антиокси-
дантный активности гидролатов Hyssopus officina- 
lis и Rosmarinus officinalis. При этом гидрола-
ты Lavandula angustifólia, Sаlvia officinаlis L., Rosa 
damascеna Mill. × Rosa gallica L. × Rosa gallica L.  – 
Rosa spp. не обладали как антиоксидантной, так и 
прооксидантной активностями.

3.	 Гидролаты исследуемых эфиромасличных расте-
ний обладают антибактериальной активностью 
как в отношении природных биолюминесцентных 
тест-бактерий A.  fischeri F1, так и рекомбинантных 
бактерий E. coli (pXen7).

Рисунок 7. Действие гидролатов на биолюминесценцию A. fischeri F1

Figure 7. Effect of the hydrolates dilutions on A. fischeri F1 bioluminescence

Рисунок 8. Действие гидролатов на биолюминесценцию и рост 
морских бактерий A. fischeri F1

Figure 8. Effect of the hydrolates dilutions on growth and 
bioluminescence of marine test-strain A. fischeri F1
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4.	 Показано бактерицидное действие гидролатов 
лаванды и иссопа, которые ингибировали рост 
тест-бактерий A.  fischeri F1 и E.  coli (pXen7) при  
разведениях менее чем 1 : 5 (0,2). Отсутствие по-
добного эффекта у  гидролатов  розмарина, шал-
фея, розы, в сочетании со способностью ингиби- 
ровать бактериальную биолюминесценцию, мо- 
жет быть результатом их низкой токсичности и 
быть основанием при выборе компонентов для 
разработки средств, направленных на сохранения 
микробиома человека. 

В дальнейшем исследования могут быть продол-
жены и направлены на разработку лекарственных  
и косметических средств на основе гидролатов ис- 
следованных выше эфиромасличных растений.
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Резюме
Введение. Для таблеток «Малобен, 60 мг» и «Этмабен, 300 мг» получены разрешения на проведение I фазы клинических испытаний, поэтому 
для них требовался полный цикл фармацевтической разработки, который включал аналитические исследования и стандартизацию.
Цель. Разработка единой аналитической методики для определения родственных примесей в образцах (СО, АФС, ГЛС) малобена и этмабена.
Материалы и методы. СО получены на кафедре органической химии СПХФУ, синтез АФС и производство ГЛС проводили в промышленных 
масштабах на фармацевтических производствах. Исследования были проведены на жидкостном хроматографе Flexar (PerkinElmer, CША), 
снабженном насосом (формирование градиента на стороне низкого давления), автосемплером, термостатом колонок, УФ-детектором и 
хроматографической колонкой Intersil® ODS-3V, 5 мкм, 100 Å, 250 × 4,6 (Phenomenex, Япония).
Результаты и обсуждение. В ходе работы выбраны единые оптимальные хроматографические условия методом ВЭЖХ для определения 
РП в СО, АФС и ГЛС малобена и этмабена. Колонка С18, 250 × 4,6 мм, подвижная фаза 0,1%-я фосфорная кислота и ацетонитрил 
(градиентное элюирование), скорость потока 1 мл/мин, объем пробы 10 мкл, детектор УФ (270 нм). Проведена их валидация по 
показателям «специфичность», «линейность», «предел обнаружения», «прецизионность», «робастность», «стабильность растворов». 
Выбраны аналитические уровни концентраций для формирования проектов нормативных документов. С использованием разработанной 
аналитической методики проведен анализ образцов СО, АФС и таблеток малобена и этмабена, на основании чего установлены нормы 
содержания РП в них. 
Заключение. Проведен полный цикл исследований, разработана аналитическая методика и определены РП в СО, АФС и ГЛС малобена и 
этмабена.

Ключевые слова: сквозная стандартизация, оригинальные ЛС, родственные примеси, ВЭЖХ, валидация
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Abstract
Introduction. For tablets “Malоben, 60 mg” and “Etmaben, 300 mg”, permission was received to conduct phase I clinical trials, so they required a full 
cycle of research and standardization.
Aim. Development of a unified analytical procedure for the determination of related impurities in samples (RS, API, FPP) of Malоben and Ethmaben.
Materials and methods. RSs were obtained at the Department of Organic Chemistry of the St. Petersburg State Chemical and Pharmaceutical 
University; the synthesis of APIs and the production of FPP were carried out on an industrial scale in pharmaceutical production. The studies were 
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carried out on a Flexar liquid chromatograph (PerkinElmer, USA), equipped with a pump (formation of a gradient on the low-pressure side), an 
autosampler, a column thermostat, a UV detector and a chromatographic column Intersil® ODS-3V, 5 µm, 100 Å, 250 × 4, 6 (Phenomenex, Japan).
Results and discussion. In the research, uniform optimal chromatographic conditions were selected using the HPLC method to determine the RP in 
RS, API and FPP of Maloben and Ethmaben. Column C18 250×4.6 mm, mobile phase 0.1% phosphoric acid and acetonitrile (gradient elution), flow 
rate 1 ml/min, sample volume 10 µl, UV detector (270 nm). They were validated in terms of specificity, linearity, detection limit, precision, robustness, 
and solution stability. Analytical concentration levels were selected for the formation of draft regulatory documents. Using the developed analytical 
technique, samples of RS, API and tablets of malоben and ethmaben were analyzed.
Conclusion. A full cycle of research was carried out, an analytical methodology was developed and related impurities were identified in RS, API and 
FPP of Maloben and Ethmaben.

Keywords: end-to-end standardization, original drugs, related impurities, HPLC, validation 
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ВВЕДЕНИЕ
Ключевым моментом при стандартизации ле- 

карственных средств является определение род-
ственных примесей (РП) и установление норм их 
содержания  [1]. Данный показатель имеет важное 
значение для характеристики безопасности лекарст- 
венных средств, поэтому подходы к его определе- 
нию остаются в фокусе фармацевтической разра-
ботки. Новое регуляторное требование, которое на-
шло отражение в Решении Коллегии ЕЭК от 4.10.2022  
№  138 «Об утверждении Требований к проведению 
исследований (испытаний) лекарственных средств 
в части оценки и контроля содержания примесей»1, 
реализует алгоритм действий (в том числе путем 
процессного подхода «дерева решений») при со-
ставлении нормативных документов на новые и вос-
произведенные лекарственные средства при опре- 
делении примесей.

Особую сложность представляют оригинальные 
молекулы – потенциальные лекарственные кандида-
ты – ввиду отсутствия подходов к их анализу в науч- 
ной литературе: профиль примесей неизвестен, пути 
деградации не установлены, стабильность (в том чис- 
ле и фото-) молекулы неизвестна. Все это создает 
предпосылки для комплексных аналитических иссле- 
дований.

Первым этапом работ при стандартизации новых  
ЛС является выбор хроматографических условий,  
позволяющих разделять родственные примеси и ос-
новной компонент, проводят профилирование при-

1 Решение Коллегии ЕЭК от 04.10.2022 № 138 «Об утверж-
дении Требований к проведению исследований (испыта-
ний) лекарственных средств в части оценки и контроля 
содержания примесей». Доступно по: https://www.alta.ru/
tamdoc/22kr0138/ Ссылка активна на 26.09.2023.

месей при воздействии на АФС стресс-условий  [2]. 
При этом важно понимать, образование каких про-
дуктов деградации молекулы является вероятным, и 
минимизировать возможность «потери» примесей на 
хроматограмме (соэлюирование пиков, элюирование  
пика с «мертвым» временем или длительное удержи-
вание вещества на колонке и выход ее после окон-
чания записи хроматограммы). Затем проводят уста-
новление структур образовавшихся примесей либо 
с использованием ВЭЖХ-систем с масс-спектромет- 
рами высокого разрешения [3–6], либо выделением  
примесей и характеристикой их спектральными ме-
тодами  [7]. Второй подход более предпочтителен,  
так как, помимо установления структуры, важно дока-
зать безопасность примесей, для чего проводят иссле-
дования токсичности.

Ранее в СПХФУ были разработаны оригинальные 
активные фармацевтические субстанции 4,4’-(про- 
пандиамидо)дибензоат натрия (малобен) и 4-(3-оксо- 
3-этоксипропаноил)амино)бензойная кислота (этма-
бен) для производства на их основе таблеток «Мало-
бен, 60 мг» и «Этмабен, 300 мг», для которых получе- 
ны разрешения на проведение I фазы клинических 
испытаний № 717 от 23.12.2022 и № 733 от 28.12.2022 
соответственно. Поэтому для новых ЛП требовался 
полный цикл фармацевтической разработки, вклю-
чающий разработку аналитических методик, их ва- 
лидацию, а также установление профиля примесей 
и их характеристику. Оба препарата являются потен-
циальными оригинальными лекарственными средст- 
вами, имеют запатентованные схемы синтеза [8, 9],  
отработанные технологии получения ГЛС и положи-
тельные результаты доклинических исследований. 
Для проведения клинических исследований необхо-
димо стандартизовать полученные продукты. 
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Современный аналитический подход направ-
лен на оптимизацию стандартизации, в том чис-
ле за счет применения принципа сквозной стан-
дартизации, который подразумевает применение 
единых методов и условий (аналитических проце-
дур) для контроля ряда ключевых параметров (под- 
линность, родственные примеси, количественное 
определение и др.)1. Такое решение направлено на 
существенную экономию ресурсов – временных, ма-
териальных – и способствует унификации стандар-
тизации в рамках одной молекулы. Учитывая, что 
оригинальные ЛС этмабен и малобен имеют схожую 
структуру, правильным аналитическим решением 
является разработка единых условий для определе-
ния родственных примесей.

Таким образом, целью данного исследования  
является разработка единой аналитической методи-
ки для определения родственных примесей в актив-
ных фармацевтических субстанциях (АФС), стандарт- 
ных образцах (СО) и готовых лекарственных средст- 
вах (ГЛС) – таблетках малобена и этмабена.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектами анализа являются малобен и этмабен – 

производные п-аминобензойной кислоты (ПАБК) и 
малонового эфира (рисунок 1) в виде АФС, СО и ГЛС 
(таблеток).

СО малобена и этмабена получены на кафедре  
органической химии СПХФУ, синтез АФС и произ-
водство ГЛС (таблетки «Малобен, 60 мг» и таблетки 
«Этмабен, 300 мг») проводили в промышленных мас-
штабах на фармацевтических производствах.

1 ICH Topic Q 6 A Specifications: Test Procedures and Accep-
tance Criteria for New Drug Substances and New Drug Products: 
Chemical Substances. Available at: https://www.ema.europa.
eu/en/documents/scientific-guideline/ich-q-6-test-procedures-
acceptance-criteria-new-drug-substances-new-drug-products-
chemical_en.pdf. Accessed: 26.09.2023.

Используемое оборудование и расходные ма- 
териалы:
•• хроматограф жидкостной Flexar (PerkinElmer, 

CША), снабженный насосом (формирование гра-
диента на стороне низкого давления), автосем-
плером, термостатом колонок, УФ-детектором и 
хроматографической колонкой Intersil® ODS-3V,  
5 мкм, 100 Å, 250 × 4,6 (Phenomenex, Япония);

•• хроматограф жидкостной Prominence LC-20 (Shi-
madzu Corporation, Япония), снабженный четырь-
мя насосами (формирование градиента на сто-
роне высокого давления), термостатом колонок, 
ДМ-детектором и хроматографической колон-
кой Luna C18, 5 мкм, 100 Å, 250 × 4,6 (Phenomenex, 
Япония);

•• аналитические весы «Сартогосм» СЕ224-С (ООО «Сар-
тогосм», Россия);

•• мембранный нейлоновый фильтр с диаметром 
пор 0,45 мкм (PerkinElmer, США).
Стандартные образцы и реактивы:

•• 4-аминобензойная кислота, реактив чистотой бо-
лее 99 %;

•• примеси В и С, образцы чистотой более 99 %, по-
лучены ФГБОУ ВО СПХФУ; 

•• ацетонитрил для хроматографии или аналогич- 
ного качества; 

•• вода деионизованная свежеполученная; 
•• кислота орто-фосфорная, х. ч.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Малобен и этмабен – близкородственные струк- 

туры и имеют одинаковые исходные вещества, в свя- 
зи с чем можно предположить схожие родственные 
примеси, содержащиеся в их образцах. ПАБК – ис-
ходное вещество в синтезе, и контроль ее содержа-
ния обязателен в обоих объектах анализа. Ранее бы-
ли установлены другие структуры РП малобена  [10], 
одна из которых (4-(3-карбокси-3-оксопропионамидо)
бензойная кислота) позднее синтезирована. Кроме  
того, предположили возможность образования еще 
двух побочных продуктов реакции – N-ацетил-4-а-
минобензойной кислоты (N-ацетил-ПАБК) и этилово-
го эфира 4-аминобензойной кислоты (бензокаин), но  
последний не был обнаружен в образцах. Характери-
стики использованных РП приведены в таблице 1.

Используя все доступные образцы РП, выбрали  
оптимальные хроматографические условия (табли-
ца 2), позволяющие их эффективно разделить.

Наложение хроматограмм растворов индивиду-
альных образцов примесей (концентрация каждой из 
них 10 мкг/мл), полученных в выбранных условиях, 
представлено на рисунке 2.

Выбранные хроматографические условия позво- 
ляют эффективно разделять аналиты, что подтверж- 
дают хроматографические параметры пиков: асимме-
трия всех пиков составляет 1,1–1,2; эффективность  – 
более 2 × 104 теоретических тарелок; разрешение  – 
более 5,0. 

Рисунок 1. Структурные формулы этмабена (а) и малобена (б)

Figure 1. Structural formulas of ethmaben (a) and malоben (b)
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Таблица 2. Оптимальные хроматографические условия  
для определения родственных примесей  
в образцах малобена и этмабена

Table 2. Optimal chromatographic conditions  
for the determination of related impurities in Malоben  
and Ethmaben samples

Колонка
Column 

250 × 4,6 мм, 5 мкм; 
сорбент – силикагель с привитым С18-груп-
пами 
250 × 4.6 mm, 5 µm;
sorbent – silica gel grafted with C18 groups

Подвижная фаза 
Eluent 

0,1%-й раствор H3PO4 : ацетонитрил, гра-
диентное элюирование, уравновешива-
ние колонки 10 мин
0.1% H3PO4 solution : acetonitrile, gradient 
elution, column equilibration 10 min
Время
Time

0,1 % р-р H3PO4

0.1 % H3PO4 solution
CH3CN

0 мин
0 min

85 % 15 %

20 мин 
20 min

40 % 60 %

Скорость потока
Flow rate

1 мл/мин
1 ml/min

Температура колонки
Temperature of column

40 °С

Детектор 
Detector 

УФ, 270 нм
UV, 270 nm

Объем пробы
Volume injection

10 мкл
10 µl

Для проведения испытаний по показателю  
«родственные примеси» рекомендации [11] допу-
скают применение метода сравнения площадей пи-
ков РП с разбавленным раствором испытуемого об-
разца в предельно допустимой концентрации с 
учетом коэффициентов чувствительности (k) приме-
сей по отношению к основному действующему ве- 
ществу, чтобы избежать использования дорогостоя-
щих и труднодоступных стандартных образцов при-
месей. Именно такой подход (предел содержания) 
был выбран для включения в проект нормативно-
го документа, для которого в качестве валидацион-
ных критериев достаточно доказать специфичность 
и установить предел обнаружения. Нами был про-
веден цикл более показательных валидационных 
исследований, и процедура валидации выбранных 
хроматографических условий была проведена по  
показателям «специфичность», «предел обнаруже-
ния» и «предел количественного определения» (для 
выбора уровня аналитических концентраций), «ли-
нейность» (для расчета коэффициентов чувстви-
тельности), «прецизионность» (по показателю «схо-
димость» для установления критериев проверки 
пригодности хроматографической системы), «ро-
бастность» (для проверки воспроизводимости хро-
матографических условий на аналогичном обору-
довании), а также была определена стабильность 

Таблица 1. Характеристики родственных примесей

Table 1. Characteristics of related impurities

Название
Name 

Структурная формула
Structural formula

Условное название
Code name

λmax, нм
λmax, nm

4-аминобензойная кислота (ПАБК)
4-aminobenzoic acid 

Примесь А
Impurity A

268

4-[(карбоксиацетил)-амино]бензойная кислота
4-[(carboxyacetyl)-amino]benzoic acid

Примесь В
Impurity В

266

N-ацетил-4-аминобензойная кислота 
N-acetyl-4-aminobenzoic acid

Примесь С
Impurity С

268

Этмабен 
Еthmaben

Рисунок 1, А
Figure 1, A

Примесь D в малобене
Impurity D in malobene

262

Малобен 
Мalоben

Рисунок 1, Б
Figure 1, В

Примесь D в этмабене
Impurity D in ethmaben

268
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анализируемых растворов и установлены их сроки 
годности.

Специфичность условий анализа продемонстри-
рована на рисунке 2, где показана возможность се- 
лективного и эффективного определения каждо-
го компонента пробы. Для ГЛС проанализированы 
растворы плацебо, на хроматограммах которых от-
сутствовали пики. Также приготовлены и проанали-
зированы модельные растворы (раствор плацебо с  
добавлением АФС), где наблюдали полное совпаде- 
ние времен удерживания аналитов, что свидетельст- 
вует об отсутствии влияния вспомогательных веществ  

в таблетках на хроматографический процесс и пока- 
зывает специфичность валидируемых условий ана-
лиза. Хроматограмма испытуемого раствора образца  
малобена (С = 0,2 мг/мл), содержащего все известные 
примеси, приведена на рисунке 3.

Анализ испытуемого раствора показывает, что 
увеличение концентрации одного из компонентов 
пробы не мешает определению других компонентов.  
В данном случае пики малобена и примеси D (этма- 
бен) являются критической парой и увеличение кон-
центрации малобена в 20 раз по-прежнему позволяет 
селективно определить пик примеси D.

Рисунок 2. Наложение хроматограмм растворов индивидуальных образцов примесей (растворитель – красная; примесь А – си-
няя; В – оранжевая; С – фиолетовая; малобен – зеленая; этмабен – голубая)

Figure 2. Overlay of chromatograms of solutions of individual impurity samples (solvent – red; impurity A – blue; B – orange; C – violet; 
Malоben – green; Etmaben – light blue)

Рисунок 3. Хроматограмма испытуемого раствора малобена

Figure 3. Chromatogram of the test solution of Мalоben
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ПО и ПКО установлены путем последователь-
ного разбавления смеси растворов РП, малобена и  
этмабена и оценки соотношения сигнал/шум; резуль- 
таты определения приведены в таблице 3. 

Таким образом, ПО для всех аналитов установ-
лен на уровне 0,01 мкг/мл, ПКО – 0,03 мкг/мл. Отно- 
сительно представленных результатов построены  
градуировочные зависимости в диапазоне концент- 
раций 0,03–2,0 мкг/мл, что соответствует уровням 
от ПКО до 200 % нормируемого содержания РП. По  
уравнениям линейной регрессии рассчитаны коэф-
фициенты чувствительности (k) примесей к основным 
компонентам проб как отношение тангенсов угла  
наклона прямых. Так как полученные уравнения ли-
нейной регрессии не предполагалось использовать 
для количественной оценки содержания РП, то пол-
ной статической обработки полученных результа- 
тов  [12] не проводили. Результаты статистической 
обработки полученных данных представлены в таб- 
лице 4.

Таблица 4. Результаты статистической обработки данных  
при построении градуировочных зависимостей (5 точек, n = 3)

Table 4. Results of statistical data processing  
when constructing calibration dependencies (5 points, n = 3)
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Примесь А
Impurity A

43973 1001 1,000 1,46 1,18

Примесь В
Impurity B

55036 237 1,000 1,17 0,94

Примесь С
Impurity C

67530 308 1,000 0,95 0,77

Малобен
Malоben

64360 1055 1,000 – 0,81

Этмабен
Ethmaben

51871 1164 1,000 1,24 –

Полученные данные показывают наличие ли-
нейных зависимостей в выбранном диапазоне кон-
центраций с высокими значениями коэффициентов 

корреляции (r), что позволяет использовать их для 
расчета коэффициентов чувствительности, которые 
будут включены в проект НД.

Оценку прецизионности (сходимости) проводили  
во всем диапазоне линейности, для этого рассчиты-
вали значение RSD для времен удерживания и пло- 
щадей пиков на каждом уровне концентрации. RSD 
времен удерживания для всех растворов не превы- 
шало 1,0 %, а величины RSD площадей пиков пред- 
ставлены в таблице 5. 

Таблица 5. Результаты статистической обработки данных  
при оценке сходимости полученных результатов (n = 3)

Table 5. Results of statistical data processing  
when assessing the precision of the results obtained (n = 3)
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Component
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Примесь А
Impurity A

7,3 0,31 1,2 0,51 0,51

Примесь В
Impurity B

4,2 0,45 0,59 0,37 0,20

Примесь С
Impurity C

6,6 1,0 1,0 1,2 0,26

Малобен
Malоben

2,2 0,80 0,20 0,18 0,21

Этмабен
Ethmaben

3,9 1,0 0,33 0,40 0,64

RSD площадей пиков на всех уровнях концентра-
ций, кроме уровня ПКО, не превышает 1,5 %.

Все проведенные и представленные выше экс-
перименты позволяют выбрать и установить уров-
ни концентраций для включения их в проект нор-
мативного документа: концентрация испытуемого 
раствора  – 0,2  мг/мл, раствора сравнения (при норме  
содержания примесей 0,5 %) – 1 мкг/мл, раствора  
для проверки чувствительности (при норме контро- 
лируемого предела 0,05 %) – 0,1 мкг/мл. 

Таблица 3. Установление пределов обнаружения и количественного определения (n = 3)

Table 3. Establishment of detection and quantitation limits (n = 3)

Компонент
Component 

S/N

0,005 мкг/мл
0.005 µg/ml

0,01 мкг/мл
0.01 µg/ml

0,03 мкг/мл
0.03 µg/ml

0,06 мкг/мл
0.06 µg/ml

Примесь А
Impurity A

Пики не обнаружены
No peaks found

4,5–6,9 10,3–10,8 > 20

Примесь В
Impurity B

5,4–7,3 10,3–12,5 > 20

Примесь С
Impurity C

6,0–8,6 12,4–18,6 > 20

Малобен
Malоben

6,7–9,3 11,5–19,1 > 20

Этмабен
Ethmaben

7,4–8,6 12,5–18,2 > 20

Методы анализа лекарственных средств
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Для проверки устойчивости хроматографиче-
ских условий эксперимент был проведен на ана-
логичном оборудовании и колонке (Shimadzu, Pro- 
minence LC-20). Критическими параметрами при 
оценке пригодности системы были отношение сиг-
нал/шум для раствора проверки чувствительности 
хроматографической системы из-за смены детекто- 
ра, коэффициент разрешения между пиками основ-
ного вещества и примеси D из-за смены типа насоса 
и замены колонки, сходимость полученных резуль-
татов для раствора сравнения из-за изменения типа 
ввода пробы. Полученные результаты представле-
ны в таблице 6. Так как эксперименты на PerkinElmer  
проведены много раз, то в таблице 6 приведены са-
мые грубые результаты.

Таблица 6. Результаты проверки устойчивости (робастности)  
хроматографических условий

Table 6. Results of testing the stability (robustness)  
of chromatographic conditions

Оборудование 
(колонка)

Equipment (column)
S/N Rs RSD (tR), % RSD (S), %

PerkinElmer (InterSil) >40 >6,6 <0,15 <0,98
Shimadzu (Luna) 45 6,1 0,50 1,25
Норма
Norm 

>10 >3,0 <1,0 <5,0

Полученные данные на исходном и альтернатив-
ном оборудовании демонстрируют выполнение кри-
териев пригодности хроматографической системы, 
что свидетельствует об устойчивости разработанной 
методики.

Для изучения стабильности указанных раство- 
ров они были приготовлены в требуемых концент- 
рациях (согласно проекту НД), проанализирова-
ны сразу после приготовления, через 1, 2, 3, 7 дней  
(растворы хранили при комнатной температуре) и 
оценено изменение площадей всех обнаруженных  
на хроматограммах пиков. Результаты эксперимента 
показывают, что в течение 3 дней изменение площа-
дей не превышает 5 %, на 7-й день изменения пре- 
высили указанную величину, следовательно, при 
комнатной температуре растворы пригодны для ана-
лиза в течение 3 дней.

Таким образом, в ходе работы выбраны единые 
оптимальные хроматографические условия для опре-
деления РП в СО, АФС и ГЛС малобена и этмабена,  
проведена их валидация, выбраны аналитические 
уровни концентраций для формирования проектов 
нормативных документов. С использованием разра-
ботанной аналитической методики проведен анализ 
образцов СО, АФС и таблеток малобена и этмабена на 
содержание РП, результаты определения представ- 
лены в таблице 7 (результаты определения РП в ГЛС 
полностью идентичны результатам для АФС). Содер-
жание примесей рассчитано с учетом коэффициентов 
чувствительности к основному пику и с помощью ка-
либровочных прямых.

Таблица 7. Результаты определения родственных примесей  
в СО и АФС малобена и этмабена (n = 3, uc0 = 1,5 %)

Table 7. Results of determination of related impurities in CO  
and API of Мalоben and Еthmaben (n = 3, uc0 = 1.5 %)

Образец
Sample 

Способ расчета
Method  

of calculation

W (РП), %
W (related impurities), %

A B C D

СО малобена
RS malоben

Коэффициенты 
Odds

0,052 0,019 – 0,018

Калибровка 
Calibration

0,043 0,018 – 0,009

АФС малобена
API malоben

Коэффициенты 
Odds

– 0,20 – –

Калибровка 
Calibration

– 0,18 – –

СО этмабена
RS Еthmaben

Коэффициенты 
Odds

– – 0,10 0,50

Калибровка 
Calibration

– – 0,10 0,48

АФС этмабена
API Еthmaben

Коэффициенты 
Odds

– 0,093 0,069 0,82

Калибровка 
Calibration

– 0,090 0,067 0,81

Примечание. * Прочерки в ячейках показывают, что примесь 
в образце не обнаружена или ее содержание ниже контролируемо-
го предела (0,05 %).

Note. * Dashes in the cells indicate that the impurity was not 
detected in the sample or its content is below the controlled limit 
(0.05 %).

В целом результаты расчета двумя способами со-
гласуются между собой, но содержание примеси D  
для СО малобена значительно отличается. Такую раз-
ницу можно объяснить низким содержанием при-
меси (менее 0,05 %), на которое не рассчитан анали-
тический диапазон разработанной методики. Таким 
образом, косвенно доказана правильность получае-
мых результатов при использовании коэффициентов 
чувствительности. Следует отметить, что применение 
прямого определения РП по калибровочным прямым 
позволяет оценить только известные примеси, тог-
да как применение метода сравнения позволяет кос-
венно оценить содержание и неидентифицирован- 
ных примесей, если допустить, что k = 1. На основа-
нии полученных данных можно установить нормы со-
держания РП в образцах. Для всех образцов малобе- 
на: единичная примесь – не более 0,5 %, единичная  
неидентифицированная примесь – не более 0,1 %, 
сумма примесей – не более 1,0 %. Для всех образцов 
этмабена: примеси А, В, С – не более 0,5 %, примесь 
D  – не более 1,0 %, единичная неидентифицирован- 
ная примесь – не более 0,1 %, сумма примесей – не 
более 1,0 %. Тот факт, что структуры примесей уста-
новлены и результаты доклинических исследова-
ний свидетельствуют об их безопасности, допустимо  
установить более мягкие критерии их содержания, 
тем самым снизить расходы на очистку АФС и СО.  
Норма содержания примеси  D в образцах этмабена  
на уровне 1,0 % возможна благодаря расширенному 
диапазону линейности (от ПКО до 200 % при норми- 
руемом содержании примесей 0,5 %).
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Представленные хроматографические условия 
могут быть использованы для количественного опре-
деления действующих веществ в таблетках после не-
больших вариаций – изменения способа элюирова- 
ния на изократическое и увеличения доли ацетонит- 
рила в элюенте до 50–60 %.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, проведен полный цикл исследо- 

ваний для определения РП в СО, АФС и ГЛС малобена  
и этмабена с соблюдением принципа сквозной стан-
дартизации, а именно: 
•• установлены структуры и получены образцы воз-

можных РП; 
•• разработаны хроматографические условия, по-

зволяющие определять РП во всех объектах 
анализа; 

•• проведена валидация хроматографических усло-
вий, в ходе которой установлены коэффициенты 
чувствительности РП по отношению к основному 
веществу;

•• установлены нормы содержания РП и составлены 
проекты НД;

•• проведен анализ реальных образцов.
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Abstract
Introduction. The quality of viable cell-based products (such as biomedical cell products and advanced therapy medicinal products) must be 
maintained during the full production cycle to ensure their safety and efficacy for patients. The minimum required number of viable cells is one of 
the quality control criteria in the final product release specifications. This study looks into the process of validation of automated viable cell counting 
methods.
Text. The study reviewed the latest data on specific validation characteristics for automated cell counters as compared to manual counting 
methods. We identified the main problems with the validation methods. Based on the review of scientific and regulatory literature, we identified 
the key validation parameters, methods of their evaluation and measurement, and reporting of results. We described the validation algorithm for an 
automated cell counter, including such steps as the selection of reference standards, selection of the number of experimental points, experimental 
design, mathematical evaluation of the obtained results, and determination of the acceptance criteria. 
Conclusion. Based on the data reviewed, the authors developed recommendations for the validation of automated viable cell counting procedures.
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Резюме
Введение. Качество продуктов на основе жизнеспособных клеток (таких, как биомедицинские клеточные продукты и высокотехнологические 
лекарственные препараты) должно поддерживаться на протяжении всего цикла производства, чтобы гарантировать их эффективность и 
безопасность при использовании пациентами. Минимально необходимое количество жизнеспособных клеток является одним из критериев 
контроля качества при выпуске конечного продукта. Исследование посвящено анализу процесса валидации методик автоматического 
подсчета жизнеспособных клеток.
Текст. В рамках данного исследования были рассмотрены актуальные данные об особенностях валидации автоматических счетчиков клеток 
относительно ручного подсчета. Были определены основные проблемы при валидации. На основе научных и регуляторных источников были 
выделены ключевые параметры процесса валидации, методы их оценки, измерения и представления результатов. Был описан алгоритм 
валидации автоматического счетчика клеток, включающий шаги по подбору стандартных образцов, выбору количества экспериментальных 
точек, разработке дизайна эксперимента, математической оценке полученных результатов и определению критериев приемлемости.
Заключение. На основании изученных данных в работе представлены результаты в виде рекомендаций по валидации методик 
автоматического подсчета жизнеспособных клеток.

Ключевые слова: валидация, счетчик клеток, гемоцитометр, жизнеспособность, клеточные линии
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INTRODUCTION
The monitoring of cell line growth kinetics by coun- 

ting viable cells is performed during research, develop-
ment, and manufacturing of viable human cell-based 
products (such as biomedical cell products and advanced 
therapy medicinal products) to ensure the selection of 
an effective therapeutic cell dose. Both the concentra-
tion and viability of cells are key parameters for ensu- 
ring a standardized manufacturing process. These pa- 
rameters are important not only for cell passaging at a 
constant seeding density, for ensuring optimal cell sto- 
rage conditions, for maintaining maximum viability  
after thawing, and standardization of cell assays to ob-
tain comparable data, but they also provide useful infor- 
mation for evaluation of cell culture performance  [1].  
Cell counting in cell cultures is usually performed once a 
day, which is consistent with the mammalian cell doub- 
ling time during the exponential growth phase. This is 
sufficient for establishing the overall growth profile of 
the cell line. More frequent counting can be carried out,  
if necessary, for certain cell cycles [2]. 

Traditionally, cell viability is assessed by dye exclu-
sion methods, with trypan blue being one of the most 
common dyes, which selectively stains non-viable cells.  
Viable cells, on the other hand, have intact cell memb- 
ranes and therefore cannot take up the dye from the  
medium [3]. This type of cell viability analysis involves 
manual staining followed by direct cell counting based 
on visual inspection under the microscope or using  
electronic cell counters [2].

The hemocytometer is considered a gold standard 
for measuring cell concentration and viability because 
of its low cost and versatility. However, counting with a 
hemocytometer takes a lot of time, and the results may 
vary depending on the analyst’s skills. This method is  
also very tedious and not suitable for the development 
and production of cell products, in which cell characteris-
tics must be evaluated on a daily basis, and parallel analy-
sis of a large number of samples is hampered [1].

To overcome these limitations, automated cell 
counters that combine trypan blue staining and digital 

imagery were developed. There are a few automated cell 
counters on the market, e.g. Cedex (Roche, Switzerland), 
Luna (Logos Biosystems, South Korea), TC10 and TC20 
(Bio-Red, USA) and others. Automated cell counting 
devices usually have a digital camera for imaging, and 
the analysis is performed with specialized software with 
minimal help from the analyst. The automated counting 
method also allows counting of a larger number of cells 
per unit of time, compared to manual counting. Thus, 
they are characterized by high repeatability and accuracy, 
because they provide operator-independent results; they 
also greatly reduce the time of analysis, have improved 
productivity and performance [1]. Disadvantages of 
automatic counters are that they do not allow for 
simultaneous staining with different dyes and may lead to 
inaccuracies in differentiating some types of cells due to 
technical restrictions of their hardware and software [4].

The combination of specific features, advantages, and 
disadvantages of automated cell counters hampers their 
integration into research, laboratory, and production 
activities. The accuracy and repeatability of results both 
depend, to a great extent, on careful setting-up and 
calibration of the instrument, imaging parameters, as 
well as thorough sample preparation. Moreover, the 
use of automated counters during production of cell 
products requires validation of the counting procedures. 
Considering the above, the aim of this study was to 
develop a validation technique for the cell counting 
procedure using automated counters.

Key parameters of the procedure validation 

When validating an automated cell counting pro-
cedure, it is important to consider factors that affect 
the measurements results, such as sample preparation,  
instrument calibration, as well as parameters and po-
tential errors of the instrument, and the human factor. 
It is also essential to thoroughly homogenize the cell  
sample before sampling and perform parallel experi-
ments in manual and automated modes in order to mini-
mize differences in cell viability [4].
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According to general monograph OFS.1.1.0012.15 
"Validation of analytical procedures" of the Russian Phar- 
macopoeia, XIV edition1, an automated cell counting  
procedure falls under the "quantitative determination of 
the drug substance and specified components" type. Va- 
lidation of test procedures of this type requires determi-
nation of such parameters as specificity, range, lineari-
ty, accuracy, and precision – both for the total number  
of cells and for viable cells only.

Specificity is an unambiguous identification of cells  
in a sample, their quantification and differentiation from 
the surrounding medium and impurities. Specificity can 
be of two types – positive and negative. To determine 
positive specificity, one specifically measures the analyte 
(cells or beads with certain concentration and viability). 
The presence of some amounts of impurities or degrada-
tion products, theoretically, should not affect the mea- 
surement results. Negative specificity could be demonst- 
rated by measuring cell medium or buffer and should 
yield zero viability and concentration.

Range is a scope of a sample’s concentration values 
(or viability values) with a guaranteed acceptable level 
of accuracy and intermediate precision. Besides, the 
minimum concentration range is usually determined 
based on values from 80 % to 120 % of the nominal 
concentration, or from 80 % of the lower concentration to 
120 % of the upper concentration.

The linearity of the test procedure is confirmed by a 
linear dependence of the number of cells on the sample’s 
concentration within an established range. The result of 
the linearity measurement is presented as a coefficient of 
determination (R2).

Accuracy, just like linearity, is studied within an 
established range. For quantitative methods, accuracy 
is determined by comparing the results obtained with 
the automated counting method with the results obtai- 
ned with an orthogonal method (a well-studied method 
which is based on a different measurement principle)2 
with known accuracy and precision. In the case of cell 
counting, this would be manual counting on a hemo- 
cytometer. The accuracy of the procedure can also be 
assessed by measuring a well-characterized reference 
standard. The result of such accuracy assessment is 
presented as a percentage ratio of the results obtained 
by the validated and orthogonal procedures (recovery, 
Δ%). In addition, the conclusion on the accuracy of the 
procedure could also be made based on the established 
precision, specificity, and linearity.

Precision is a parameter reflecting the degree of 
similarity between several consecutive measurements 
obtained by the procedure in question. Precision is  
comprised of repeatability, intermediate precision, and 
reproducibility. Intermediate precision assesses the  
influence on the measurements results of such factors 

1 State Pharmacopoeia of the Russian Federation, XIV edition; 2018.
2 Q2(R2) Validation of analytical procedures. Ich harmonised 

guideline (Draft version). International council for harmonisation 
of technical requirements for pharmaceuticals for human use. 
24.03.22.

as the analyst, equipment, and environmental factors. 
Reproducibility is only used in standardization of com-
pendial procedures and establishes their repeatability  
in different laboratories. The results for this parameter 
are presented as standard deviation (SD) and coefficient 
of variation [CV, also known as relative standard devia-
tion (RSD)] [5].

In spite of the fact that cell counters are widely used 
in the biopharmaceutical industry, there are relatively  
few papers on the validation of such procedures (Tab- 
le  1). In addition, some papers discuss non-conventio- 
nal validation parameters. For example, Bottová et al. [6] 
validated a counting procedure for dendritic cells in a 
prostate cancer immunotherapy cell product (DCVAC/
PCa) based on their size and shape, for which they used 
an automated cell counter Vi-CELL XR (Beckman Coul- 
ter, USA).

Furthermore, some validation studies use different  
sets of parameters, e.g., one study [8] compared a hemo-
cytometer, an automated cell counter TC20 (Bio-Rad, 
USA), and a flow cytometer BD FACSCalibur (BD Bio-
sciences, USA) using such parameters as precision, accu-
racy, and time of analysis, on HeLa (uterine adenocarci- 
noma cells) and Jurcat (human T-lymphocytes) cell lines. 
The counting of polystyrene beads loaded into the he- 
mocytometer was performed 10  times according to an  
individual plan to calculate CV for a given hemocytome-
ter area. The variability was shown to be affected by the 
area and sample concentration. The hemocytometer 
CV between measurements was greater than 10 % most 
of the time at concentrations lower than 0.1 million/mL,  
and was related to the area in the concentration range  
of up to 0.45 million/mL. Seven different analysts per-
formed cell counting on 2  different hemocytometers;  
inaccuracy was observed from analyst to analyst, and  
the CV between analysts was 7.1–15.6 %. Next, they  
compared counting of one chamber with 6  different  
TC20 devices, and the calculated CV was 2.4 %. The ma- 
nual counting took about 3 minutes or more depending 
on the concentration of the test sample, while automa- 
ted counting took only about 20 to 30 seconds.

Another study [9] analyzed factors that affect the  
accuracy of measurement on a TC20 automated cell  
counter (Bio-Rad, USA) in comparison with Goryaev 
chamber, using human mesenchymal stem cells (MSC) 
from bone marrow (FetMSC cell line). As was shown in  
the paper, the presence of protein components of the 
conditioned medium and trypan blue particles introdu- 
ced errors in the measurements, therefore a modifica-
tion of the procedure was proposed. This new procedure 
removes cells smaller than 10 µm in size from the 
counting pool and gives more accurate cell counting 
results.

Due to lack of public information on the topic, the  
authors of this paper proposed a validation algorithm 
based on the current knowledge in academic litera-
ture [4–9], which consists of several steps, such as selec-
tion of reference standards, selection of the number of 
experimental points, experimental design, mathematical 
evaluation, and acceptance criteria.
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Table 1. Examples of experimental studies on the validation of automated cell counters

Cadena-Herrera D. et al. [4] Huang L. C. et al. [7]

Validated equipment
Countess  

(Invitrogen, USA)
Vi-CELL XR  

(Beckman Coulter, USA)
Cedex (Roche, Switzerland)

Reference method Hemocytometer –
Tested cell lines CHO-K1 and U937 CG8711 and CG1940

Standard
ViaCheckTM Control beads (Polysciences, USA) (concentra-
tion: 1, 4, 8 million/mL, viability: 0, 50, 75, 90, and 100%)

Certified Cedex calibration beads (Roche, Switzerland) 
at a concentration of 5.045 million/mL

Range

Measurement parameters

Concentration: 5 points (1, 2, 4, 6, 8 million/mL) in triplicate
Viability: 5 points (25, 50, 75, 90, 100%) in triplicate

Concentration: 6 points
(0.3125 million/mL – 10 million/mL for cells, 0.3125 mil-
lion/mL – 5 million/mL for beads)
Viability: 6 points (0, 50, 70, 80, 90, 100%)

Result

Concentration: from 1 to 8 million/mL
Viability: from 0 to 100 %

Concentration: 0.3125  million/mL – 10  million/mL for 
cells, 0.3125 million/mL – 5 million/mL for beads
Viability: from 0 to 100 %

Linearity

Measurement parameters

Concentration: 5 points (1, 2, 4, 6, 8 million/mL) in triplicate
Viability: 5 points (25, 50, 75, 90, 100%) in triplicate

Concentration: 6 points
(0.3125 million/mL – 10 million/mL for cells, 0.3125 mil-
lion/mL – 5 million/mL for beads)
Viability: 6 points (0, 50, 70, 80, 90, 100%)

Result
Concentration: R2 ≥ 0.99
Viability: R2 ≥ 0.98

Concentration: R2 ≥ 0.999
Viability: R2 ≥ 0.995

Accuracy

Measurement parameters

Concentration: 5 points (1, 2, 4, 6, 8 million/mL) in triplicate
Viability: 5 points (25, 50, 75, 90, 100 %) in triplicate

Concentration: measurement of bead samples with a 
concentration of 5.045 million/mL
Viability: measurement of various proportions of viable 
and non-viable cells (0, 50, 70, 80, 90, 100 % viable cells)

Result
Concentration: from 99 to 105 %
Viability: from 99 to 105 %

Concentration: from 91.3 to 105.1 %
Viability: from 95.3 to 106.4 %

Precision

Measurement parameters

Concentration
1 million/mL in 6 replicates. All the samples were prepared 
on the same day by the same analyst

Concentration
Repeatability: triplicate analysis by two analysts on three 
different days.
Intermediate precision: three independent analyses in 
triplicate by two analysts. Additionally, three indepen- 
dent analyses in triplicate on another similar instrument

Viability
Repeatability: triplicate analysis of samples with 85 % 
and 75 % viability.
Intermediate precision: three independent analyses in 
triplicate by two analysts. Additionally, three indepen- 
dent analyses in triplicate on another similar instrument

Result

RSD 11,04 – 14,3 % RSD 2,27 – 5,28 % 
Concentration

Repeatability: RSD 1.11–5.92 %
Intermediate precision: RSD 12.7–15.8 %

Viability
Repeatability: RSD 0.40–2.11 %

For hemocytometer: RSD 0.75 – 8.06 % 

Specificity

Measurement parameters

Measurement of the cell medium background, bead buffer, 
impurities

Measurement of the cell medium background, bead 
buffer, impurities. Measurement of various proportions 
of viable and non-viable cells (0, 70, 100 % viable cells)

Result

No influence of the medium on the measurement results
The contribution of the medium is less than 0.1 % of 
the total measurement. The method does not allow to 
distinguish cells from other particles of the same size

Note. CHO-K1 – Chinese hamster ovary cells; U937 – human cells, histiocytic lymphoma (pleural effusion); CG8711 and CG1940 – prostate 
adenocarcinoma cells; RSD – relative standard deviation; R2 – coefficient of determination.
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Validation algorithm

1. Reference standard selection

In addition to cell samples, it is recommended to use 
certified fluorescent beads with a known concentration 
for validation of an automated counting procedure. The 
choice of the reference standard depends on the cell  
line used: the beads should be as close as possible to the 
cells in terms of such characteristics as size, roundness, 
density, and affinity to dyes.

2. Selection of the number of experimental points 

In their papers on the validation of automated cell 
counters, researchers often do not explain the rationale 
for the choice of experimental points, therefore, the 
recommendations we offer below are based on the 
generalization of data presented in the scientific literature 
and guidelines [4–9]. The summarized data are presented 
in Table 2 as minimum and recommended numbers of 
experimental points and replicates.

The recommended values given in Table 2 are not 
the maximum allowable values, because the selection of 
more points and replicates will give more accurate results. 
However, the relevance of using more measurements 
must be justified.

3. Experimental design

After determining the number of control points, spe-
cific values of concentration and viability must be estab-
lished for each experiment. An example of such experi-
mental design is shown in Table 3 [4–9].

The choice of two points in the specificity experi- 
ment makes it possible to assess both positive and ne- 
gative specificity. In addition, it is also possible to use a 
larger number of experimental points by diluting the 
samples. When determining concentration, the samples 
are diluted with buffer or cell medium, and when deter-
mining viability, viable and non-viable cells (e.g., treated 
with ethanol) are mixed in the proportions necessary to 
obtain the required viability.

Table 2. Selection of the number of experimental points

Minimum  
number of

Recommended 
number of
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Specificity 1–3 3 3–5 3–5
Linearity 5 3 8 3–5

Precision (repeatabi- 
lity and intermediate 
precision)*

3 3 3–5 3–6 
or

1 6 1–3 6

Accuracy

Determined by comparing the results of the 
analysis obtained by another reference method

3 3 5 3
or

Determined after establishing precision, linea- 
rity, and specificity

Range
Determined by the smallest and the largest  
values that have been shown to have accep- 
table precision and linearity

Note. * Repeatability analysis is performed by one operator on a 
single day, intermediate precision analysis is performed in parallel by 
two operators (or by one operator on different days).

If a reference method or a reference standard with 
well-known concentration and viability characteristics 
are not used in the test method validation, the accuracy 
of the test method can be deduced from the analysis of 
specificity, linearity, and precision (the accuracy in this 
case is confirmed if the results for specificity, linearity,  
and precision meet their acceptance criteria). If such a 
method or reference standard are available, the accura- 
cy can be determined by comparing the measurement 
results obtained for the sample and the reference 
standard.

4. Mathematical evaluation of the results

Mathematical evaluation is performed to verify the 
reliability of the study results and to prove the presence 
(or absence) of statistical differences in the cell counting 
results obtained by different methods, instruments, ana-

Table 3. Experimental design for an automated cell counter validation 

Experiment Validated parameter N R O
Control points, %  

of max. concentration
Control points, %  
of max. viability

1 Specificity 2 3 1 0, 100 0, 100
2 Linearity 8 3 1 15, 30, 45, 60, 75, 90, 100, 120 0, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 100
3 Repeatability 3 6 1 100 (×3) 100 (×3)
4 Intermediate precision 3 3 2 100 (×3) 100 (×3)

5 Accuracy

5 3 1 0, 25, 50, 75, 100 0, 25, 50, 75, 100
or

– – –
Determined by the results obtained for specificity, linearity, and 
precision

6 Range – – – Determined by linearity assessment

Note. N – number of control points; R – number of repeated measurements carried out for each control point; O – number of operators 
conducting measurements (can be replaced by the number of days on which one operator conducts measurements).
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lysts, as well as differences in the results obtained on dif-
ferent days or under different conditions. The compari- 
son of the results of the two methods can be evalua- 
ted using the paired Student’s t-test or by calculating  
SD of the results obtained relative to the true value or  
the value obtained using the reference method.

The linearity results are presented as a linear graph of 
the observed concentrations and viability values against 
the expected ones, and as a linear regression equation. 
The R2 and CV coefficients for each experimental point 
are also evaluated for compliance with the acceptance 
criteria. R2 can be calculated automatically by most 
statistical software. It is recommended to represent the 
graph together with the y-intercept, slope ratio, and the 
residual sum of squared deviations.

CV is determined by the ratio of SD of a series of 
measurements to their mean value and is expressed in 
percent. 

CV = ⋅
σ
µ

100 10% [ ], (1)

where σ is the standard deviation of a series of concent- 
ration or viability measurements, μ is the mean value  
of a series of concentration or viability measurements.

The recovery parameter (Δ%) shows the percentage 
ratio of the two values. In the case of accuracy determi-
nation, Δ% shows the percentage difference between  
the mean values of measurement series for the method 
being validated and the reference method.

∆% %,exp=
−

⋅
µ µ

µ
ref

ref

100 (2) 

where μexp is the mean value of a series of concentration  
or viability measurements for the method being valida- 
ted, μref is the mean value of a series of concentration  
or viability measurements for the reference method.

5. Acceptance сriteria

Table 4 provides acceptance criteria for evaluation 
of validation parameters for an automated cell counting 
method.

The method is considered validated if all the test 
parameters meet the acceptance criteria. A deviation in 
one or more of the parameters must be justified.

CONCLUSION
The development of a cell counting method is one 

of the key steps in the research, development, and pro-
duction of cell products. However, the currently re- 
cognized reference method of manual counting with a 
hemocytometer has a number of drawbacks that limit  
its use in cases where high throughput and coun- 
ting speed are required. In such cases, an automated 
counting method using a cell counter can be used as a  
replacement. However, the introduction of such cell 
counters for quality control in the production of cell 

products requires validation. Validation of automated  
cell counting methods is a complex procedure that  
considers many aspects, such as proper selection of va- 
lidation parameters, standards, and the optimal num-
ber of replicates. Careful consideration of these aspects  
ensures the reliability and accuracy of the validation 
process. The authors have considered the advantages 
of automated cell counting in comparison with manual  
counting, analyzed scientific literature and guidelines 
on this topic, and described such key parameters of the 
validation process of an automated cell counting me- 
thod as specificity, range, linearity, accuracy, and pre-
cision. Thus, the authors proposed a general validation  
algorithm based on the selection of reference standards, 
the number of experimental points, experimental de-
sign, mathematical evaluation of the results, and verifi-
cation that the results meet the acceptance сriteria.

Table 4. Acceptance criteria  
for the estimated validation parameters 

Validation 
parameter

Acceptance сriteria

Specificity
Negative: No influence of the medium or buf- 
fer on the measurement results

Positive: CV ≤ 10 %

Linearity
R2 ≥ 0.95

CV ≤ 10 %
Precision CV ≤ 20 %

Accuracy

Δ% ≤ 20
or

Specificity, linearity, and precision results meet 
the acceptance criteria

Range
Linearity, precision, and accuracy results meet 
the acceptance criteria
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Резюме
Введение. Род Impatiens L. включает около 850 видов, которые встречаются в основном в тропических и субтропических климатических 
зонах. Коренные народы Пакистана использовали пасты и экстракты I. gildulifera для лечения болей в суставах, беспокойства и кожных 
аллергий. Цветки I. gronulifera входят в состав цветочных средств Баха, которые используются для успокоения, расслабления и помогают 
сбалансировать эмоциональное состояние. 
Цель. Выделение и установление структуры 11 фенольных соединений из надземных частей I. gildulifera и оценка их антиоксидантной 
активности.
Материалы и методы. Надземная часть Impatiens glandulifera Royle собрана в Ленинградской области вблизи поселка Орехово в 
2021  году. Анализ фракций проводили методом аналитической высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) на приборе  
Prominence LC-20 (Shimadzu, Япония), оснащенном диодно-матричным детектором. Выделение индивидуальных соединений 
осуществлялось методом колоночной хроматографии на открытых стеклянных колонках с сорбентами с различной селективностью, 
а также методом препаративной ВЭЖХ на приборе Smartlina (Knauer, Германия), оснащенном спектрофотометрическим детектором. 
Структура выделенных индивидуальных соединений устанавливалась методами 1D- и 2D-ЯМР-спектроскопии (Bruker Avance III 400 MHz, 
Германия). Для изучения антиоксидантной активности использовали растворы, полученные растворением выделенных веществ в смеси 
диметилсульфоксида и этанола; водный раствор витамина С и спиртовой раствор тролокса (Sigma-Aldrich, Япония).
Результаты и обсуждение. В результате фитохимического анализа наземной части недотроги железистой (Impatiens glandulifera Royle) 
выделено 11 полифенольных вторичных метаболитов (1-11) и установлена их структура, а также проведена оценка антиоксидантной 
активности всех выделенных соединений. 
Заключение. Максимальные значения RAP эриодиктиола (3), кемпферола (1) и кверцетина (2) достоверно (р = 0,585) не отличались от 
таковых у препаратов сравнения: витамина С и тролокса, что указывает на антиоксидантное действие этих трех соединений, сравнимое 
с действием известных антиоксидантов. Однако полуэффективные концентрации этих веществ в два и более раза ниже (р = 2,56 · 10–4) по 
сравнению с витамином С. 

Ключевые слова: Impatiens grandulifera, недотрога железистая, флавоноиды, вторичные метаболиты, антиоксидантная активность
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Abstract
Introduction. The genus Impatiens L. includes about 850 species, which are found mainly in tropical and subtropical climate zones. The Indigenous 
people of Pakistan used pastes and extracts from I. glandulifera for the treatment of joint pain, anxiety and skin allergies [6]. Flowers of I. glandulifera 
are used in Bach flower remedies, which are used for sedation, relaxation and helping to balance emotional states. 
Aim. Isolation and structural elucidation of 11 phenolic constituents from the aerial parts of I. glandulifera and the evaluation of their antioxidant 
activity. 
Materials and methods. The aerial part of Impatiens glandulifera Royle was collected in the Leningrad region near the village of Orekhovo in 2021. 
Fractions were analyzed by analytical high performance liquid chromatography (HPLC) using a Prominence LC-20 (Shimadzu, Japan) equipped with 
a diode array detector. The isolation of individual compounds was carried out by column chromatography on open glass columns with sorbents of 
different selectivity, as well as by preparative HPLC using a Smartlina (Knauer, Germany) equipped with a spectrophotometric detector. The structure 
of isolated individual compounds was established by 1D and 2D NMR spectroscopy (Bruker Avance III 400 MHz, Germany). To study the antioxidant 
activity, we used solutions obtained by dissolving the isolated substances in a mixture of dimethyl sulfoxide and ethanol; an aqueous solution of 
vitamin C and an alcoholic solution of Trolox (Sigma-Aldrich, Japan).
Result and discussion. Phytochemical analysis of the aerial parts of Impatiens glandulifera Royle. resulted in the isolation of 11 polyphenolic 
secondary metabolites (1-11) and their structures were elucidated. The antioxidant activity of all isolated compounds was evaluated. 
Conclusion. The maximum RAP values of eriodyctiol (3), kaempferol (1), and quercetin (2) did not differ significantly (p = 0.585) from those of the 
comparator preparations: vitamin C and Trolox, which indicates that the antioxidant effect of these three isolated compounds is comparable to the 
well-known antioxidants. However, the semi-effective concentrations of these substances are two or more times lower (p = 2.56 · 10–4) comparted 
with vitamin C.

Keywords: Impatiens grandulifera, flavonoids, secondary metabolites, antioxidant activity
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ВВЕДЕНИЕ
Род Impatiens L. включает около 850 видов, кото-

рые встречаются в основном в тропических и суб- 
тропических климатических зонах, таких как тропи-
ческая Африка, Индия, юг Китая, но некоторые виды 
встречаются также в Европе, России и Северной Аме-
рике  [1–5]. Impatiens glandulifera Royle – однолетнее 
травянистое растение из семейства Balsaminaceae 
с гладким, обычно полым и членистым стеблем, до-
с-тигающим 3  м высоты, и зигоморфными цветками, 
окраска которых варьируется от белой до розово- 
фиолетовой  [6]. I.  gronulifera произрастает в Запад-
ных Гималаях и в настоящее время широко распрост- 
ранена в странах Европы, иногда в виде инвазив- 
ного вида, и встречается в различных местообита- 
ниях, особенно на берегах озер и морей, вдоль рек и  

ручьев [7–9]. Коренные народы Пакистана использо-
вали пасты и экстракты I. gildulifera для лечения бо-
лей в суставах, беспокойства и кожных аллергий  [10].  
Цветки I. gronulifera входят в состав цветочных средств 
Баха, которые используются для успокоения, рас-
слабления и помогают сбалансировать эмоциональ-
ное состояние [11]. В предыдущих исследованиях в 
I.  gildulifera были идентифицированы и выделены раз-
личные типы вторичных метаболитов, в том числе 
флавоноиды, фенольные кислоты  [12, 13], производ- 
ные нафталина и нафтохинона  [14, 15], тритерпе- 
ноиды, жирные кислоты и стеролы  [16], а также со-
ставляющие эфирного масла [1, 17]. Лекарственные 
растения представляют собой богатый источник био- 
логически активных веществ, в связи с чем их иссле- 
дование является актуальной задачей [18–20]. 
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Целью настоящего исследования является вы-
деление и установление структуры 11 фенольных со- 
единений (рисунок 1) из надземных частей I.  gildulife- 
ra и оценка их антиоксидантной активности.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалом исследования являлась надзем-

ная часть Impatiens glandulifera Royle, собранная в Ле- 
нинградской области вблизи поселка Орехово в ав-
густе 2021  года и идентифицированная доцентом ка-
федры фармакогнозии М. Ю.  Гончаровым ВЭЖХ-хро-
матограммы вместе с УФ-спектрами получали на 
приборе Prominence LC-20 с диодно-матричным де-
тектором SPD-M20A (Shimadzu corp., Япония) с ко-
лонкой Supelcosil LC18 (250 × 4,6, 5 мкм). Препара-
тивную ВЭЖХ проводили с использованием системы 
Knauer Smartline со спектрофотометрическим детек- 
тором, снабженным колонкой Kromasil C18 (250 × 
30  мм, 5  мкм) для препаративной ВЭЖХ. Для анализа 
ВЭЖХ и препаративной ВЭЖХ использовали раство-
рители марки J.T. Baker класса ВЭЖХ. Хроматографию 
на открытых колонках (КК) проводили на сорбен-
тах Sephadex LH-20 (Cytiva, Швеция). Спектры 1D- и 
2D-ЯМР получены на ЯМР-спектрометре Bruker Avan- 
ce III 400 (Bruker, Германия).

500 г высушенного на воздухе растительного ма-
териала I. gildulifera экстрагировали 96%-м этанолом 
путем исчерпывающей мацерации при комнатной 
температуре. После каждого цикла экстракции полу-
ченный экстракт фильтровали и концентрировали на 

вакуумно-ротационном испарителе (Heidolph, Герма-
ния). Отогнанный растворитель возвращали в расти-
тельный материал для дальнейшей мацерации. Этот 
процесс повторяли несколько раз (×8) до тех пор,  
пока экстракт, полученный из сырья, не становился 
бледным по сравнению с экстрактом, полученным в 
ходе первого цикла экстракции. Полученный концент- 
рированный 96%-й этанольный экстракт объемом 
500  мл подвергали исчерпывающей жидкостно-жид-
костной экстракции равным объемом н-гексана с по- 
лучением н-гексановой фракции. К оставшемуся эта-
нольному экстракту добавляли 200 мл воды, после  
чего его дополнительно подвергали исчерпывающей 
жидкостно-жидкостной экстракции дихлорметаном 
(ДХМ) с получением фракции ДХМ. К оставшейся эта-
нольной фракции дополнительно добавляли 200  мл 
воды, после чего ее подвергали исчерпывающей  
жидкостно-жидкостной экстракции н-бутанолом с по- 
лучением н-бутанольной фракции и оставшегося вод- 
но-этанольного экстракта.

С помощью ВЭЖХ-анализа было обнаружено во 
фракциях ДХМ и н-бутанола наибольшее качествен-
ное и количественное содержание вторичных мета- 
болитов. ДХМ и н-бутанольную фракции концентри-
ровали на вакуумно-ротационном испарителе до  
объемов 50 мл и подвергали повторной изократиче-
ской колоночной хроматографии на сефадексе LH-20  
с использованием 96%-го этанола в качестве по- 
движной фазы. Субфракции собирали из колонок в 
пробирки объемом до 25 мл, каждую из которых да- 
лее анализировали с помощью ТСХ с использова- 

Рисунок 1. Структура соединений 1–11

Figure 1. Structures of compounds 1–11 
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нием системы подвижной фазы БУВ (н-бутанол : уксус-
ная кислота : вода) в соотношении 4 : 1 : 2. Подфракции 
с аналогичными профилями ТСХ далее группировали  
и концентрировали до 10 мл.

Фракция DCM после первой колонки с Sephadex 
LH-20 разделялась на субфракции DCM-SbFr-1 1–3. 
Субфракции DCM-SbFr-1 1 и 2 объединяли и допол-
нительно подвергали колоночной хроматографии с 
Sephadex LH-20, получая DCM-SbFr-2 1–10. Получен-
ные DCM-SbFr-2 5 и 6 объединяли и дополнительно 
подвергали колоночной хроматографии на Sephadex 
LH-20 с получением DCM-SbFr-3 1–6. Субфракции  
ДХМ, содержащие хорошо разделенные пики на хро-
матограммах ВЭЖХ, далее подвергали препаративной 
ВЭЖХ, в результате которой были выделены кемпфе-
рол (1), кверцетин (2) и эриодиктиол (3).

Фракция н-бутанола после первой колон-
ки с Sephadex LH-20 разделялась на субфракции  
BuOH-SbFr-1 1–6. BuOH-SbFr-1 1–3 объединяли и до-
полнительно подвергали колоночной хроматографии 
с Sephadex LH-20, получая BuOH-SbFr-2 1–12. Полу- 
ченные субфракции BuOH-SbFr-2 4–7 объединяли и 
дополнительно подвергали колоночной хроматогра-
фии на Sephadex LH-20 с получением BuOH-SbFr-3 1–7. 
Полученный BuOH-SbFr-3 3 и 4 снова подвергали ко- 
лоночной хроматографии на Sephadex LH-20 с полу- 
чением BuOH-SbFr-4 1–5. Субфракции BuOH, содер- 
жащие хорошо разделенные пики на хроматограммах 
ВЭЖХ, далее подвергали препаративной ВЭЖХ, в ре-
зультате которой были выделены ампелопсин (4), ни-
котифлорин (5), рутин (6), эриодиктиол-5-О-β-D-глю- 
копиранозид (7), эриодиктиол-3’-O-β-D-глюкопира- 
нозид (8), астрагалин (9), 6’’-ацетиластрагалин (10) и 
кофейная кислота (11).

Для изучения антиоксидантной активности ис-
пользовали растворы, полученные растворением вы-
деленных веществ (1–11) в смеси диметилсульфоксида 
и этанола; водный раствор витамина С и спирто- 
вой раствор тролокса (Sigma-Aldrich, Япония).

Исходный раствор готовили с концентрацией 
каждого из испытуемых веществ 18,000  µмоль/л; для 
получения серии разбавленных растворов маточ-
ный раствор последовательно дважды разбавляли 
растворителями.

В качестве препаратов сравнения использова-
ли известный природный антиоксидант витамин С и  
синтетический аналог витамина Е тролокс.

К 0,6 мл испытуемого раствора добавляли 4,2  мл 
0,01%-го раствора 2,2-дифенил-1-пикрилгидразила  
(DPPH) (Sigma-Aldrich, Япония), приготовленного в 
том же растворителе, что и испытуемый раствор. Че-
рез 30  мин измеряли оптическую плотность при дли- 
не волны 517  нм. Предварительно измеряли опти-
ческую плотность раствора DPPH: к 4,2 мл 0,01%-го  
раствора DPPH добавляли 0,6 мл растворителя, из  
которого готовили соответствующий испытуемый  
раствор. Растворитель использовали в качестве ком-
пенсационного раствора.

Процент поглощения радикалов (Х, %) (RAP) рас-
считывали по формуле:

X
A A

A
=

− ⋅( )
,0 1

0

100

где А0 – оптическая плотность раствора DPPH; А1  –  
оптическая плотность раствора DPPH после добавле-
ния исследуемого раствора.

Статистическая обработка. Каждое исследова-
ние проводили трижды (n = 3). Результат представля-
ли в виде среднего значения и полуширины довери-
тельного интервала среднего значения.

Для характеристики антиоксидантной активно- 
сти использовали максимальное значение RAP и по- 
луэффективную концентрацию (EC50). EC50 – концент- 
рация, при которой значение RAP составляло поло-
вину от максимального. Его рассчитывали на основе 
уравнения зависимости значения RAP от концентра-
ции с помощью Microsoft Office Excel 2016.

Для оценки значимости различий между изуча-
емыми параметрами использовали дисперсионный 
анализ. Значения различались статистически значимо 
при р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Соединение 1 было выделено в виде светло-жел-

того кристаллического твердого вещества с двумя 
максимумами УФ-поглощения при λmax = 265, 365  нм, 
характерными для флавонол-агликона кемпферола.  
1H-ЯМР-спектр соединения 1 состоял из сигналов 
ароматических протонов H-6 (6,20 (1H, д, J = 2,0  Гц)),  
H-8 (6,44 (1H, д, J = 2,0 Гц)), H-2’,6’ (8,05 (1H, д, J = 9,0 Гц))  
и H-3’,5’ (6,93 (1H, д, J = 9,0 Гц)) вместе с феноль-
ными гидроксильными группами в положениях  
3 (9,37 (1H, с)), 5 (12,48 (1H, с)), 7 (10,77 (1H, с)) и  
4’ (10,10 (1H, с)). Анализ полученных данных позво- 
ляет сделать вывод, что соединение 1 представляет 
собой кемпферол.

Соединение 2 было выделено в виде светло-жел-
того кристаллического твердого вещества с двумя 
максимумами УФ-поглощения при λmax = 254, 369  нм, 
характерными для флавонол-агликона кверцетина.  
1H-ЯМР-спектр соединения 2 состоял из сигналов 
ароматических протонов H-6 (6,20 (1H, д, J = 2,0 Гц)),  
H-8 (6,41 (1H, д, J = 2,0 Гц)), H-2’ (7,68 (1H, д, J = 2,1 Гц)), 
H-5’ (6,89 (1H, д, J = 8,4 Гц)) и H-6’ (7,54 (1H, дд, J = 8,4,  
2,0 Гц)) вместе с фенольными гидроксильными груп-
пами в положениях 3 (9,29 (1H, с)), 5 (12,49 (1H, с)),  
7 (10,78 (1H, с)), 3’ (9,34 (1H, с)) и 4’ (9,57 (1H, с)). Ана- 
лиз полученных данных позволяет сделать вывод,  
что соединение 2 является кверцетином.

Соединение 3 было выделено в виде белого  
кристаллического вещества с одним УФ-максимумом  
поглощения при λmax = 287 нм, что характерно для 
флаванонов. 1Н-ЯМР-спектр соединения 3 состоял из  
сигналов алифатических протонов H-2 (5,38 (1H, дд, 
J = 12,4; 2,9 Гц)), H-3a (3,18 (1H, дд, J = 17,2; 12,4 Гц)) и 
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H-3b (2,68 (1H, дд, J = 17,2; 2,9)); ароматических про-
тонов Н-6 (5,88 (1Н, д, J = 2,1 Гц)), Н-8 (5,89 (1Н, д,  
J = 2,1 Гц)), Н-2’,5’ (6,75 (2Н, м)) и H-6’ (6,88 (1H, м))  
вместе с фенольными гидроксильными группами в 
положениях 5 (12,14 (1H, с)), 7 (10,77 (1H, с)), 3’ (9,01  
(1H, с)) и 4’ (9,07 (1H, с)). Анализ полученных данных  
позволяет сделать вывод, что соединение 3 представ-
ляет собой эриодиктиол. Интересным в 1Н-ЯМР-спект- 
ре эриодиктиола является то, что сигналы H-2’ и 
H-5’ полностью перекрываются, а сигналы H-6 и H-8 
сближены.

Соединение 4 было выделено в виде белого  
кристаллического вещества с одним УФ-максимумом  
поглощения при λmax = 290 нм, что характерно для 
флаванонов. 1Н-ЯМР-спектр соединения 4 состоит из  
сигналов алифатических протонов Н-2 (4,90 (1Н, д,  
J = 10,8 Гц)) и Н-3 (4,41 (1Н, д, J = 10,8 Гц)); аромати-
ческих протонов H-6 (5,58 (1H, д, J = 2,0 Гц)), H-8 (5,90  
(1H, д, J = 2,0 Гц)), H-2’,6’ (6,40 (2H, с)) вместе с фе-
нольными гидроксильными группами в положениях  
5 (11,89 (1H, с)), 7 (10,82 (1H, с)), 3’+5’ (8,88 (2H, с)) и 4’ 
(8,20 (1H, с)). Анализ полученных данных позволяет 
сделать вывод, что соединение 4 представляет собой 
ампелопсин.

Соединение 5 было выделено в виде светло-жел-
того кристаллического твердого вещества с двумя 
максимумами УФ-поглощения при λmax = 265, 347  нм, 
характерными для 3-О-флавонолгликозидов кемпфе- 
рола. 1Н-ЯМР-спектр соединения 5 состоял из сигна-
лов протонов остатка β-D-глюкозы H-1’’ (5,32 (1H, д,  
J = 7,4 Гц)), H-2’’-6b’’ (3,0–3,44 (5H, m)) и H-6b’’  
(3,69 (1H, д, J = 9,7 Гц)) и остатка α-L-рамнозы H-1’’’ 
(4,38 (1H, шир.с)), H-2’’’-5’’’ (3,0–3,44 (4Н, м)) и Н-6’’ 
(0,99 (3Н, д, J = 6,2)). Дополнительно в спектре при-
сутствовали ароматические протоны Н-6 (6,21 (1H, д,  
J = 2,1 Гц)), H-8 (6,44 (1H, д, J = 2,1 Гц)), H-2’,6’ (7,99 (1H, д, 
J = 8,9 Гц)) и H-3’,5’ (6,88 (1H, д, J = 8,9 Гц)) вместе с  
фенольными гидроксильными группами в положе- 
ниях 5 (12,56 (1H, с)), 7 (10,85 (1H, с)) и 4’ (10.12 (1Н, с)). 
Анализ полученных данных позволяет сделать вывод,  
что соединение 5 представляет собой кемпферол-3- 
О-рутинозид, или никотифлорин.

Соединение 6 выделено в виде светло-желтого 
кристаллического вещества с двумя максимумами 
УФ-поглощения при λmax = 255, 352 нм, характерны-
ми для 3-О-флавонолгликозидов кверцетина. 1Н-ЯМР-
спектр соединения 6 состоял из сигналов прото-
нов остатка β-D-глюкозы H-1’’ (5,35 (1H, д, J = 7,2 Гц)),  
H-2’’-6b’’ (3,0–3,44 (5H, м)) и H-6b’’ (3,71 (1H, д, 
J = 10,4  Гц)) и остатка α-L-рамнозы H-1’’’ (4,40 (1H, 
шир.с)), H-2‘’’-5’’’ (3,0–3,44 (4Н, м)) и Н-6’’ (1,0 (3Н, д, 
J = 6,1). Дополнительно в спектре присутствовали 
ароматические протоны Н-6 (6,20 (1H, д, J = 2,0  Гц)), 
H-8 (6,39 (1H, д, J = 2,0 Гц)), H-2’ (7,54 (1H, м)), H-5’ 
(6,86 (1H, г, J = 8,9 Гц)) и H-6’ (7,55 (1H, м)) вместе с фе- 
нольными гидроксильными группами в положениях  
5 (12,60 (1H, с)), 7 (10,83 (1H, с)), 3’ (9,16 (1Н, с)) и 4’ 
(9,65 (1Н, с)). Анализ полученных данных позволяет 
сделать вывод, что соединение 6 представляет со- 
бой кверцетин-3-О-рутинозид, или рутин.

Соединение 7 было выделено в виде белого  
кристаллического вещества с одним УФ-максимумом  
поглощения при λmax = 283 нм, что характерно для 
флаванонов. 1Н-ЯМР-спектр соединения 7 состоял из 
сигналов алифатических протонов H-2 (5,31 (1H, дд,  
J = 12,9; 2,6 Гц)), H-3a (2,98 (1H, дд, J = 17,3; 12,9  Гц)) 
и H-3b (2,68 (1H, дд, J = 17,3; 2,6)); протонов остатка  
β-D-глюкозы H-1’’ (4,70 (1H, д, J = 6,9 Гц)), H-2’’-6b’’ 
(3,16–3,60 (5H, м)) и H-6a‘’ (3,74 (1H, д, J = 11,5 Гц)); аро-
матических протонов Н-6 (6,09 (1Н, д, J = 2,1 Гц)),  
Н-8 (6,40 (1Н, д, J = 2,1 Гц)), Н-2’,5’ (6,74 (2Н, м)) и  
H-6’ (6,87 (1H, м)) вместе с фенольными гидроксиль-
ными группами в положениях 7 (10,77 (1H, с)), 3’  (8,99 
(1H, с)) и 4’ (9,04 (1H, с)). Анализ полученных данных  
позволяет сделать вывод, что соединение 7 представ-
ляет собой эриодиктиол-5-О-β-D-глюкопиранозид. 
Интересно, что в 1Н-ЯМР-спектре эриодиктиол-5-O-β- 
D-глюкопиранозида сигналы H-2’ и H-5’ полностью  
перекрываются, а сигналы H-6 и H-8 больше не пе- 
рекрываются, как в спектре эриодиктиола. Скорее  
всего, это связано с тем, что остаток глюкопиранозы  
в 5-м положении кольца А влияет на химические  
сдвиги ароматических протонов в Н-6 и Н-8.

Соединение 8 было выделено в виде белого  
кристаллического вещества с одним УФ-максимумом  
поглощения при λmax = 286 нм, что характерно для 
флаванонов. 1Н-ЯМР-спектр соединения 8 состо-
ял из сигналов алифатических протонов H-2 (5,45 
(1H, дд, J = 12,3; 2,9 Гц)), H-3a (3,20 (1H, м)) и H-3b (2,73  
(1H, дд, J = 17,0; 2,9 Гц)); протонов остатка β-D-глю- 
козы H-1’’ (4,71 (1H, д, J = 7,2 Гц)), H-2’’-5’’ (3,10–3,40 
(4H, м)), H-6a’’ (3,74 (1H, д, J = 11,5 Гц)) и H-6b’’ 3,48 (3,48  
(1H, д, J = 12,0; 5,9 Гц)); ароматических протонов  
H-6 (5,89 (1H, д, J = 2,1 Гц)), H-8 (5,91 (1H, д, J = 2,1 Гц)), 
H-2’ (6,97 (2H, д, J = 2,0 Гц)), H-5’ (7,14 (1H, д, J = 8,4 Гц)) 
и H-6’ (6,87 (1H, д, J = 8,4, 2,0)) вместе с фенольными  
гидроксильными группами в положениях 5 (12,12  
(1H, с)), 7 (10,80 (1H, шир.с)) и 4’ (8,72 (1H, с)). Анализ  
полученных данных позволяет сделать вывод, что со-
единение 8 представляет собой эриодиктиол-3’-О-β- 
D-глюкопиранозид. Интересно, что в 1Н-ЯМР-спектре 
эриодиктиол-3’-O-β-D-глюкопиранозида сигналы H-2’ 
и H-5’ больше не перекрываются, в то время как сиг- 
налы H-6 и H-8 снова почти перекрываются, как в  
эриодиктиоле. Скорее всего, это связано с тем, что 
остаток глюкопиранозы в 3’-положении кольца В  
влияет на химические сдвиги ароматических прото-
нов в положениях 2’, 5’ и 6’.

Соединение 9 было выделено в виде бледно-жел-
того кристаллического вещества с двумя максимума- 
ми УФ-поглощения при λmax = 265, 346 нм, характерны-
ми для 3-O-флавонолгликозидов кемпферола. 1Н-ЯМР-
спектр соединения 9 состоял из сигналов прото-
нов остатка β-D-глюкозы H-1’’ (5,45 (1H, д, J = 7,3  Гц)),  
H-2’’-5’’ (3,05–3,25 (4H, м)), H-6a’’ (3,57 (1H, д, J = 11,5)) 
и H-6b’’ (3,33 (1H, м)). Дополнительно в спектре при-
сутствовали ароматические протоны H-6 (6,21 (1H, д,  
J = 2,0 Гц)), H-8 (6,44 (1H, д, J = 2,0 Гц)), H-2’,6’ (8,04 
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(1H, д, J = 8,9 Гц)) и H-3’,5’ (6,89 (1H, д, J = 8,9 Гц))  
вместе с фенольными гидроксильными группами в 
положениях 5 (12,62 (1H, с)), 7 (10,87 (1H, с)) и 4’ (10,18  
(1H, с)). Анализ полученных данных позволяет сде-
лать вывод, что соединение 9 представляет собой 
кемпферол-3-О-β-D-глюкопиранозид, или астрагалин.

Соединение 10 было выделено в виде блед-
но-желтого кристаллического твердого вещества с 
двумя максимумами УФ-поглощения при λmax = 265, 
347 нм, которые характерны для 3-O-флавонолгли-
козидов кемпферола. 1Н-ЯМР-спектр соединения  10 
состоял из сигналов протонов остатка β-D-глюкозы  
H-1’’ (5,39 (1H, д, J = 7,4 Гц)), H-2’’-5’’ (3,05–3,35 (4H, m)),  
H-6a’’ (4,15 (1H, d, J = 11,7 Гц)) и H-6b’’ (3,91 (1H, dd, 
J = 11,7; 6,6)) вместе с сигналами от ацетильной груп-
пы (3,32 (3Н, с)). Дополнительно в спектре присутст- 
вовали ароматические протоны H-6 (6,21 (1H, д, 
J = 2,0 Гц)), H-8 (6,44 (1H, д, J = 2,0 Гц)), H-2’,6’ (8,0  
(1H, д, J = 8,9 Гц)) и H-3’,5’ (6,87 (1H, д, J = 8,9 Гц))  
вместе с фенольными гидроксильными группа-
ми в положениях 5 (12,57 (1H, с)), 7 (10,86 (1H, с)) и  
4’ (10,17 (1H, с)). Анализ полученных данных позво- 
ляет сделать вывод, что соединение 10 представляет  
собой кемпферол-3-О-β-D-6’’-О-ацетилглюкопира- 
нозид, или 6’’-О-ацетиластрагалин. Интерес в 1Н- 
ЯМР-спектре 6’’-O-ацетиластрагалина представляет  
собой сдвиг в слабое поле сигналов от протонов 
H-6a’’ и H-6b’’ по сравнению с астрагалином. Это свя-
зано с наличием у ацетоксигруппы большей элект- 
роотрицательности по сравнению с гидроксильной 
группой.

Соединение 11 было выделено в виде желтого 
кристаллического твердого вещества с одним УФ-мак-
симумом поглощения при λmax = 326 нм, что харак- 
терно для оксикоричных кислот. 1Н-ЯМР-спектр со- 
единения 11 состоял из сигналов ароматических про-
тонов H-2 (7,05 (1H, д, J = 1,8)), H-5 (6,77 (1H, д, J = 8,2)) 
и H-6 (7,01 (1H, d, J = 8,2, 1,8)) вместе с сигналами оле-
финовых протонов H-β (6,26 (1H, d, J = 15,8 Гц)) и H-α 
(7,50 (1H, d, J = 15,8 Гц)). Дополнительно в спектре  
присутствовали фенольные гидроксигруппы в поло-
жениях 3 (9,14 (1H, с)) и 4 (9,59 (1H, с)). Анализ полу- 
ченных данных позволяет сделать вывод, что соеди- 
нение 11 представляет собой кофейную кислоту.

При построении зависимостей RAP от концентра-
ции исследуемые соединения были разделены на три 
группы (рисунки 2–4). В первую группу вошли кемп- 
ферол (1), кверцетин (2), эриодиктиол (3), для них  
RAP в максимальной концентрации составлял более  
90 % (рисунок 2); во вторую – ампелопсин (4), нико-
тифлорин (5), рутин (6), эриодиктиол-5-О-β-D-глюко- 
пиранозид (7), кофейная кислота (11), для них RAP  
составлял от 80 до 90 % (рисунок 3); в третью группу  – 
эриодиктиол-3’-О-β-D-глюкопиранозид (8), астрага- 
лин (9), 6’’-ацетиластрагалин (10), для них RAP был  
менее 80 % (рисунок 4).

Наблюдалась типичная S-образная зависимость 
RAP от концентрации кемпферола (1), кверцетина  (2), 
эриодиктиола (3), рутина (6) и кофейной кислоты (11)  
с тремя характерными участками на кривой: плато 

максимума значения RAP (281.25–18.000 µмоль/л), рез-
кое снижение RAP (35.156–1,125.0 µмоль/л) и плато 
минимальных значений RAP (2.1972–140.63 µмоль/л). 
Аналогичные зависимости отмечены для препаратов  
сравнения – витамина С и тролокса (три секции: 
140.63–18.000 и 281.85–18.000; 17.578–70.313 и 35.156– 
140.63; 2.1973–8.7890 и 1.0986–17.578 µмоль/л со- 
ответственно).

Иной характер зависимости отмечен для ампе-
лопсина (4), никотифлорина (5) и эриодиктиол-5-О-β- 
D-глюкопиранозида (7): снижение RAP при уменьше-
нии концентрации (562.50–18.000  µмоль/л) с форми-
рованием плато минимальных значений RAP (35.156–
281.25 µмоль/л).

Рисунок 2. Зависимость RAP от концентрации кемпферола (1), 
кверцетина (2), эриодиктиола (3), витамина С и тролокса

Figure 2. Dependence of RAP from the concentration of kaemp-
ferol (1), quercetin (2), eriodyctiol (3), vitamin C and Trolox

Рисунок 3. Зависимость RAP от концентрации ампелопсина 
(4), никотифлорина (5), рутина (6), эриодиктиол-5-O-β-D-глю-
копиранозида (7) и кофейной кислоты (11)

Figure 3. Dependence of RAP from concentration of ampelop-
sin (4), nicotiflorin (5), rutin (6), eriodyctiol-5-O-β-D-glucopyrano-
side (7) and caffeic acid (11)
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Отмечена слабая зависимость RAP от концент- 
рации эриодиктиол-3’-О-β-D-глюкопиранозида (8), 
астрагалина (9), 6’’-ацетиластрагалина (10) со стоха-
стическими изменениями RAP в исследуемом диапа- 
зоне концентраций.

Для сравнения антиоксидантной активности те-
стируемых соединений друг с другом и с препара-
тами сравнения в таблице 1 приведены максималь-
ные значения RAP и рассчитанные полуэффективные 
концентрации.

Максимальные значения RAP эриодиктиола (3), 
кемпферола (1) и кверцетина (2) достоверно (р = 
0,585) не отличались от таковых у препаратов срав-
нения: витамина С и тролокса, что указывает на срав-
нимость антиоксидантного действия этих трех со-
единений с известными антиоксидантами. Однако 
полуэффективные концентрации этих веществ в два  
и более раза ниже (р = 2,56 · 10–4) по сравнению с 
витамином С, т.  е. для того же антиоксидантного  
действия необходимо принимать изолированных  
веществ в два и более раза больше, чем витамина С; 
полуэффективная концентрация эриодиктиола (3) не 
отличалась от тролокса (р = 0,273).

При сравнении выделенных соединений по мак- 
симальным значениям RAP было установлено, что 
эриодиктиол (3), кемпферол (1), кверцетин (2) и ко-
фейная кислота (11) практически не отличались друг 
от друга по этому показателю (р = 0,348), осталь-
ные вещества имели значительно (p = 3,45 · 10–6) 
более низкие значения RAP. При сравнении полу-
эффективных концентраций для эриодиктиола (3)  
отмечено наименьшее значение, остальные вещества 
имели значение ЕС50 в два и более раза больше (р = 
2,44 · 10–5), поэтому среди выделенных соединений 
эриодиктиол (3) характеризуется наивысшей антиок-
сидантной активностью.

Таблица 1. Максимальные значения RAP (Emax, %)  
и полуэффективные концентрации (EC50, µмоль/л)  
исследуемых соединений и препаратов сравнения

Table 1. Maximum RAP values (Emax, %)  
and semi-effective concentrations (EC50, µmol/l)  
of the test compounds and comparator preparations

Наименование
Substances name

Emax, %
EC50, µмоль/л

EC50, µmol/l
Эриодиктиол (3)
Eriodyctiol (3)

92,1 ± 1,2 145,0 ± 7,8

Кемпферол (1)
Kaempferol (1)

93,2 ± 3,3 281,5 ± 10,2

Кверцетин (2)
Quercetin (2)

93,0 ± 1,9 1050 ± 23

Рутин (6)
Rutin (6)

86,7 ± 2,1 398,2 ± 12,1

Кофейная кислота (11)
Caffeic acid (11)

90,0 ± 1,7 2290 ± 19

Ампелопсин (4)
Ampelopsin (4)

87,1 ± 1,1 4300 ± 38

Никотифлорин (5)
Nicotiflorin (5)

79,2 ± 2,2 3450 ± 49

Эриодиктиол-5-O-β-D-
глюкопиранозид
Eriodyctiol-5-O-β-D-
glucopyranoside

86,6 ± 2,1 6490 ± 37

Астрагалин (9)
Astragalin (9)

41,3 ± 1,1 7660 ± 43

Эриодиктиол-3›-O-β-D-
глюкопиранозид (8)
Eriodyctiol-3’-O-β-D-
glucopyranoside (8)

36,0 ± 2,0 7750 ± 98

6’’-Ацетиластрагалин (10)
6’’-Acetylastragalin (10)

7,8 ± 1,0 7170 ± 104

Витамин C
Vitamic C

94,3 ± 2,5 78,45 ± 8,9

Тролокс
Trolox

94,5 ± 3,1 148,4 ± 7,9

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате настоящего исследования из над- 

земной части I. grandulifera выделено и установле-
на структура 11 индивидуальных соединений поли-
фенольной природы. По результатам исследования  
эриодиктиол  (3), кемпферол (1) и кверцетин (2) про- 
являли наиболее выраженную антиоксидантную ак-
тивность, достоверно не отличающуюся от таковой у 
препаратов сравнения – витамина С и тролокса. 
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Резюме
Введение. Цереброваскулярные заболевания (ЦВЗ) являются одной из наиболее актуальных медико-социальных проблем, 
обусловленной высоким показателем смертности и инвалидности. Ведущей причиной развития ЦВЗ является инсульт. Ежегодно в мире 
регистрируется около 15 миллионов инсультов, по данным Всемирной федерации неврологических сообществ. Стоит отметить, что 
у ЦВЗ ишемического генеза есть тенденция к омоложению и росту. В связи с ростом заболеваемости ЦВЗ остро стоит вопрос о поиске 
перспективных нейропротекторов.
Цель. Изучить нейропротекторную активность 5-этокси-2-этилтиобензимидазола (этомерзола) и 2-этилтиобензимидазола (бемитила) на 
модели окклюзии среднемозговой артерии.
Материалы и методы. В качестве модели использовалась окклюзия средней мозговой артерии (ОСМА). Объект исследования  – 
инбредные крысы-самцы линии Dark Agouti, рандомизированные на пять групп: группу интактных животных и четыре группы с ОСМА: 
группу контроля, группу с введением 5-этокси-2-этилтиобензимидазола (этомерзола, 25 мг/кг), группу с введением 2-этилтиобензимидазола 
(бемитила, 25 мг/кг) и группу с препаратом сравнения – диметилфумаратом (ДМФ, 100 мг/кг). На 1, 3 и 7-е сутки после операции проводили 
тест «Стимулирование конечностей» (СК). На 7-е сутки проводили тесты «Открытое поле» (ОП) и «Приподнятый крестообразный лабиринт» 
(ПКЛ). Эвтаназию осуществляли на 7-е сутки в индукционной камере (Bioscape GmbH, CO2-бокс для эвтаназии, Германия).
Результаты и обсуждение. Исследование показало выраженный фармакологический эффект этомерзола в модели острого 
ишемического инсульта. Введение бемитила, этомерзола и ДМФ достоверно снижало неврологический дефицит через 24  часа 
после ОСМА и улучшало психофункциональное состояние на 7-е сутки. Так, в группе этомерзола на первые сутки после операции 
неврологический дефицит был снижен в 1,9 раз (p < 0,05), а на третьи в 2,0 раза (p < 0,05) по сравнению с контрольной группой. В 
то время как бемитил и ДМФ снижали показатель в 1,3 (p < 0,05) и 1,4 раза (p < 0,05) на третьи сутки и в 1,5 раза (p < 0,05) на 7-е сутки. 
В тесте ОП в группе этомерзола наблюдалось увеличения ГДА в 2,7 раз (p < 0,05) по сравнению с контролем. Показатель заглядываний 
в норки в группах этомерзола и бемитила был выше, чем у контрольной группы, в 2,6 (p < 0,05) и 3,4 раза (p < 0,05) соответственно.  
Поисково-исследовательская активность была повышена в этих же группах в 2,0 (p < 0,05) и 2,2 раза (p < 0,05) по сравнению с контрольными 
животными. В тесте ПКЛ у групп этомерзола и ДМФ наблюдалось увеличение числа стоек в рукавах по сравнению с контрольной группой 
в 2,7 (p < 0,05) и 3,8  раза (p < 0,05) соответственно. В группах этомерзола и бемитила отмечалось увеличение количества свешиваний  
в 3,4 (p < 0,05) и 6,2 раза (p < 0,05).
Заключение. Данные, полученные в ходе исследования активности бензимидазолов после ишемического инсульта, свидетельствуют о 
достоверном повышении двигательной активности животных в тестах ОП, что может говорить о психостимулирующем и потенциальном 
ноотропном эффекте этомерзола и бемитила, а увеличение количества стоек и свешиваний в тесте ПКЛ может быть расценено как 
проявление анксиолитической активности. В нашем исследовании выраженность фармакологических эффектов ДМФ уступала 
бензимидазолам. Однако достоверное снижение неврологического дефицита в тесте СК и повышение количества стоек в рукавах в 
ПКЛ могут свидетельствовать о наличии у препарата анксиолитической активности. Полученные результаты подчеркивают важность 
проведения дополнительных исследований по оценке эффективности ДМФ при ОСМА.

Ключевые слова: инсульт, бемитил, этомерзол, диметилфумарат, нейропротекторы
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Abstract
Introduction. Cerebrovascular diseases (CVD) are one of the most pressing medical and social problems due to the high rate of mortality and 
disability. Stroke is the leading cause of CVD. About 15 million strokes are registered annually in the world according to the World Federation of 
Neurological Societies. It should be noted that CVD of ischemic origin has a tendency to rejuvenation and growth. Traditionally, in clinical practice, 
antihypoxic, antioxidant agents, as well as drugs with neuroprotective and neurorehabilitation effects are used to treat CVD. In connection with the 
increase in the incidence of CVD, there is an urgent need to search for promising neuroprotectors.
Aim. To study the neuroprotective activity of 5-ethoxy-2-ethylthiobenzimidazole (etomerzol) and 2-ethylthiobenzimidazole (bemityl) in a model of 
middle cerebral artery occlusion.
Materials and methods. Occlusion of the middle cerebral artery (ОMCA) was used as a model. The object of the study was inbred male rats of the 
Dark Agouti line, randomized into five groups: a group of intact animals and four groups with OSMA: a control group, a group with the introduction 
of 5-ethoxy-2-ethylthiobenzimidazole (etomerzole, 25 mg/kg), a group with the introduction 2-ethylthiobenzimidazole (bemityl, 25 mg/kg) and a 
group with the reference drug dimethyl fumarate (DMF, 100 mg/kg). On the 1st, 3rd, and 7th days after the operation, the "Limb Stimulation" (SC) test 
was performed. On the 7th day, the tests "Open field" (OP) and "Elevated plus maze" (EPM) were performed. Euthanasia was performed on the 7th day 
in an induction chamber (Bioscape GmbH, CO2 box for euthanasia, Germany).
Results and discussion. The study showed a pronounced pharmacological effect of etomerzole in a model of acute ischemic stroke. The introduction 
of bemitil, etomerzol and DMF significantly reduced the neurological deficit 24 hours after OSMA and improved the psycho-functional state on 
the 7th day. Thus, in the etomerzol group on the first day after surgery, the neurological deficit was reduced by 1.9 times (p < 0.05), and by 3 and  
2.0  times (p < 0.05) compared with the control group. While bemityl and DMF reduced the index by 1.3 (p < 0.05) and 1.4 times (p < 0.05) on the  
3rd day and by 1.5 times (p < 0.05) on the 7th day. In the OP test in the etomerzol group, an increase in HDA by 2.7 times (p < 0.05) was observed 
compared with the control. The rate of peering into minks in the etomersol and bemitil groups was higher than in the control group by 2.6 (p < 0.05) 
and 3.4 times (p < 0.05), respectively. Search and research activity was increased in the same groups by 2.0 (p < 0.05) and 2.2 times (p < 0.05) 
compared to control animals. In the PCL test, the etomerzol and DMF groups showed an increase in the number of uprights in the sleeves compared 
to the control group by 2.7 (p < 0.05) and 3.8 times (p < 0.05), respectively. In the etomerzol and bemityl groups, there was an increase in the number 
of overhangs by 3.4 (p < 0.05) and 6.2 times (p < 0.05).
Conclusion. The data obtained during the study of the activity of benzimidazoles after ischemic stroke indicate a significant increase in the motor 
activity of animals in the OP tests, which may indicate a psychostimulating and potential nootropic effect of etomerzole and bemitil, and an 
increase in the number of racks and hangings in the PCL test can be regarded as manifestation of anxiolytic activity. In our study, the severity of the 
pharmacological effects of DMF was inferior to benzimidazoles. However, a significant decrease in neurological deficit in the SC test and an increase 
in the number of uprights in the sleeves in the PCL may indicate the presence of anxiolytic activity in the drug. The results obtained underline the 
importance of conducting additional studies to evaluate the effectiveness of DMF in OSMA.
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ВВЕДЕНИЕ 
Инсульт – одна из ведущих причин смертности 

и инвалидности во всем мире. По данным Ассоци-
ации американских кардиологов, 85 % инсультов 
опосредовано ишемией головного мозга, а 15 %  – 
кровоизлиянием в мозг [1]. По экспертным оценкам 

Всемирной организации здравоохранения (ВОЗ),  
инсульт занимает второе место в мире среди при-
чин смертности [2]. В России зарегистрировано бо-
лее 1 миллиона граждан после перенесенного  
инсульта, из них 80 % в дальнейшем признаны инва- 
лидами [3].
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Церебральная ишемия, вызванная окклюзией це-
ребральных артерий, приводит к недостатку кро-
воснабжения и, следовательно, к меньшему поступ- 
лению глюкозы и кислорода в клетки головного моз- 
га, что запускает патофизиологические состояния, 
включая усиление окислительного стресса, воспа-
ления, эксайтотоксичности и кульминации в гибели 
нервных клеток [4–6]. 

Среди фармакологических средств, использу- 
емых для нейропротекции и улучшения восстановле- 
ния неврологических функций, традиционно обсуж-
даемыми являются органопрепараты, антигипоксан-
ты и ноотропы [7–9]. Перспективным представляет-
ся использование препаратов класса синтетических 
адаптогенов, обладающих антигипоксической, анти-
оксидантной и антиастенической активностью  [10–
13]. Однако прямого сравнения нейропротекторной 
эффективности этих препаратов на модели окклюзии 
средней мозговой артерии (ОСМА) не проводилось.

Цель работы. Изучить нейропротекторный эф-
фект синтетических адаптогенов – 5-этокси-2-этил- 
тиобензимидазола (этомерзол) и 2-этилтиобензими- 
дазола (бемитил) на модели ОСМА.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектом исследования были 5-этокси-2-этилтио-

бензимидазол (этомерзол) и 2-этилтиобензимидазол 
(бемитил), ресинтезированные на кафедре органиче-
ской химии ФГБОУ ВО СПХФУ Минздрава РФ. Препа-
ратом сравнения был выбран диметилфумарат (ДМФ), 
продемонстрировавший в эксперименте способность 
уменьшать выраженность повреждения мозга при 
ишемическом поражении [14–16].

Исследование выполнено с соблюдением прин-
ципов Европейской конвенции1, Директивой Евро-
пейского парламента и Совета Европейского союза  
2010/63/EC2 и Решением Совета ЕЭК от 03.11.2016  
№  81 «Правила надлежащей лабораторной практики 
ЕАЭС в сфере обращения лекарственных средств».

Эксперимент проводили на 50 инбредных кры-
сах-самцах линии Dark Agouti в возрасте 8–12 недель, 
массой 200–220 г, полученных из вивария ФГБОУ ВО 
СПХФУ Минздрава России. Животные содержались 
по 5 особей в вентилируемых клетках RairIsoSystem 
(Bioscape GmbH, Германия) при температуре возду-
ха 20–22  °С, относительной влажности 40–60 %, све-
товом режиме 12 : 12 с включением света в 800. Крысы 
получали ad libitum корм «Полнорационный комби-
корм для лабораторных животных» (ООО «Лабора- 
торкорм», Россия) и воду, соответствующую требова-
ниям ГОСТ 2874-82 «Вода питьевая». 

1 Европейская конвенция о защите позвоночных живот-
ных, используемых для экспериментов и других научных це-
лей (Страсбург, 1986 г.).

2 Директива 2010/63/EU Европейского парламента и Со-
вета Европейского союза от 22 сентября 2010 г. по охране 
животных, используемых в научных целях.

Непосредственно перед началом исследования 
животные были рандомизированы методом случай-
ных чисел на 5 групп (n = 10): группа 1 – интактные 
животные, группы 2–5 были прооперированы по ме-
тодике E. Z.  Longa et al. [17]. Контрольной группе  2  
вводили изотонический р–р натрия хлорида в экви- 
объемных количествах, группа 3 получала бемитил 
в дозе 25 мг/кг, группа 4 получала этомерзол в до-
зе 25 мг/кг, группа 5 получала диметилфумарат в до-
зе 100 мг/кг. Выбор доз был основан на литературных 
данных [18–20]. 

Крыс наркотизировали комбинацией: золетил 
(25 + 25 мг/кг, Virbac, Франция) и ксилазин (3  мг/кг, 
Interchemie werken "De Adelaar" BV, Нидерланды). Вы-
полняли срединный разрез в области шеи и выделя-
ли правую общую сонную артерию (ОСА), внешнюю 
сонную артерию (ВНСА) и внутреннюю сонную арте- 
рию (ВСА). Накладывали лигатуру на ВСА и микро-
сосудистую клипсу на ОСА, после чего перерезали  
ВНСА дистальнее наложения нити. Гепаринизирован-
ную нейлоновую нить диаметром 0,25 мм, покрытую 
силиконом, вводили через культю ВНСА во ВСА на  
глубину 19–20 мм [до перекрытия средней мозговой 
артерии (СМА)] и фиксировали клипсой. Перекры-
тие кровотока сохранялось в течение 45 мин, после  
чего нить извлекали из сосуда, восстанавливая кро-
воснабжение в бассейне СМА. После извлечения ни- 
ти культю ВНСА закрывали коагуляцией электро- 
каутером до полной герметичности, после чего опе- 
рационную рану ушивали и обрабатывали 5%-м  
раствором бриллиантового зеленого. Исследуемые 
вещества вводили внутрибрюшинно спустя час после 
операции и далее 1 раз в сутки в течение 7 дней. 

Исследование проводили в соответствии со схе-
мой, изображенной в таблице 1. 

На 1, 3 и 7-е сутки после операции у крыс оцени- 
вали выраженность неврологического дефицита с по-
мощью теста «Стимулирование конечностей». Тест 
предполагает балльную оценку ответа передних и  
задних коллатеральных конечностей на тактильную 
и проприоцептивную стимуляцию в 7 последователь-
ных испытаниях [21]. 

На 7-е сутки после операции проводили тесты 
«Открытое поле» и «Приподнятый крестообразный 
лабиринт».

Тест ОП является классической моделью, исполь-
зующейся для определения уровня стресса, вызван- 
ного открытым пространством и ярким освещением, 
что способствует выявлению особенностей высшей 
нервной деятельности животных в норме и при дейст- 
вии различных экстремальных факторов.

В тесте ОП передвижение животных осуществля-
лось в установке (ООО «НПК Открытая наука», Рос- 
сия) с видеофиксацией в течение 3 минут. Интенсив-
ность освещения составляла 250 ± 15 Лк. По резуль-
татам теста оценивали горизонтальную двигательную 
активность (ГДА) (количество заходов на периферию 
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арены; на 2/3 арены; в центре арены), вертикальную 
двигательную активность [количество стоек с упором 
в стенку, количество стоек на весу (без упора в стен-
ку)], груминг, количество заглядываний в норки, по-
исково-исследовательскую активность (сумма вер-
тикальных перемещений и заглядываний), общую 
двигательную активность (ОДА – сумма показателей 
горизонтальных, вертикальных перемещений, загля-
дываний в норки) [22].

Тест ПКЛ позволяет оценить тревожность живот-
ного по количеству входов в открытые и закрытые  
рукава. Нахождение животных в закрытых рукавах и 
снижение количества перемещений показывают низ-
кий уровень тревожности и могут расцениваться как 
скрытая эмоциональная напряженность (состояние, 
близкое к естественному).

В тесте ПКЛ проводили видеофиксацию пере-
движений животных в установке (ООО «НПК Откры-
тая наука», Россия) в течение 3 минут, после чего 
определяли (в ручном режиме) время нахождения 
в открытых рукавах (ОР), в закрытых рукавах (ЗР) и 
в центре, количество заходов в ОР и ЗР, количество 
стоек, грумингов, выглядываний из ЗР и свисаний с 
ОР, ОДА [23].

Эвтаназию осуществляли на 7-е сутки в индукци-
онной камере (Bioscape GmbH, CO2-бокс для эвтана-
зии, Германия).

Статистическую обработку полученных данных 
проводили с помощью комплекта программного обес- 
печения GraphPad Prism 8.2.0. (GraphPad Software, 
США). Нормальность распределения количественных 
признаков проверяли с помощью W-критерия Шапи-
ро – Уилка (все данные имели нормальное распреде-
ление). Значимость различий оценивали с помощью 
двухфакторного дисперсионного анализа ANOVA с 
post-hoc-тестом по Даннетту. Числовые данные при-
ведены в таблицах как среднее арифметических 

(М) ± ошибка среднего (m). В тесте СК данные пред-
ставлены как медиана (нижний квартиль; верхний 
квартиль). Результаты тестов СК, ОП, ПКЛ имеют 95 % 
доверительный интервал.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
На 1-е сутки после проведения операции в тесте 

СК наблюдали выраженный неврологический дефи-
цит [в 2,6 раза (p < 0.05)] в группе контроля по срав- 
нению с интактными животными (рисунок  1). В груп-
пах, которым вводили бемитил и ДМФ, на 1-е сутки  
наблюдали умеренные неврологические нарушения,  
в то время как этомерзол (25 мг/кг) снижал отрица-
тельное действие ОСМА в 1,9 раз (p < 0,05) по срав- 
нению с контрольной группой. На 3-и сутки невро- 
логический дефицит в группе этомерзола статисти- 
чески значимо снизился в 2  раза (p < 0,05), в груп-
пе бемитила в 1,3 раза (p < 0,05) и в группе ДМФ в  
1,4  раза (p < 0,05) по сравнению с контролем. На  
7-е сутки выраженность неврологического дефицита  
в группах бемитила и ДМФ была в 1,5 раза (p < 0,05)  
ниже, в то время как у этомерзола наблюдалось 
уменьшение последствий ОСМА в 1,9 раз (p < 0,05) по 
сравнению с контролем (рисунок 1, таблица 2). 

В тесте ОП наблюдали снижение всех видов  
активности в группе контроля по отношению к ин-
тактным животным, что свидетельствует о формиро-
вании патологии и тревожном состоянии животных. 
Так, показатель ГДА был снижен в 2,5 раза (p < 0,05), 
количество стоек с упором в стенку уменьшилось в 
2  раза (p < 0,05), количество стоек на весу (без упора)  
в 4,5  раза (p < 0,05), количество заглядываний в нор- 
ки в 2,7 раза (p < 0,05), а поисково-исследовательская 
активность в 2,2 раза (p < 0,05).

Этомерзол достоверно повышал показатель ГДА  
в 2,7 раза (p < 0,05), заглядывания в норки в 2,6  ра- 
за (p < 0,05) и поисково-исследовательскую актив-

Таблица 1. Схема эксперимента

Table 1. Experimental schedule

День 0
Day 0

День 1
Day 1

День 2
Day 2

День 3
Day 3

День 4
Day 4

День 5
Day 5

День 6
Day 6

День 7
Day 7

Утро
Моделирование ишемиче-
ского инсульта с помощью 
MCAO по методике Longa.
1 час после операции – вве-
дение ЛС
Morning
Modeling of ischemic stroke 
using MCAO according to 
the Longa method.
1 hour after surgery – drug  
administration

Тест СК.
Введение ЛС
LPT. 
Drug administ- 
ration

Введение ЛС
Drug administ- 
ration

Тест СК. 
Введение ЛС
LPT. 
Drug administ- 
ration

Введение ЛС
Drug administ- 
ration

Введение ЛС
Drug administ- 
ration

Введение ЛС
Drug administ- 
ration

Тест СК.
Тесты ОП, ПКЛ
LPT. 
OF EPM

Примечание. ЛС – лекарственные средства; СК – «Стимулирование конечностей»; ОП – «Открытое поле»; ПКЛ – «Приподнятый кресто-
образный лабиринт». 

Note. LPT – Limb Placing test; OF – Open Field; EPM – Elevated Plus Maze.
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ность в 2 раза (p < 0,05) по отношению к контроль- 
ной группе. 

Бемитил увеличивал количество стоек с упором  
в стенку в 3 раза (p < 0,05), показатель заглядывания  
в норки в 3,4 раза (p < 0,05) и поисково-исследова- 
тельскую активность в 2,2 раза (p < 0,05) по сравне- 
нию с контрольной группой. 

В целом бемитил в наибольшей степени восста-
навливал реализацию ориентировочно-исследова-
тельского рефлекса (заглядывание в норки) у крыс. 

Стоит отметить, что во всех группах, где вводи-
лись нейропротекторы, наблюдалось восстановле- 
ние ОДА и рефлекторно-поведенческого статуса осо-
бей, что свидетельствует о снижении психопатологи- 

ческой симптоматики церебральной ишемии (рису-
нок  2). Наиболее выраженный эффект в отношении 
ОДА наблюдался у этомерзола и бемитила. Результа-
ты этомерзола были выше в 2,7 раза (p < 0,05) (восста-
новление показателей до цифр интактной группы),  
а в группе бемитила – в 1,9 раза (p < 0,05) по сравне-
нию с контрольной группой.

В тесте ПКЛ в группе контроля наблюдалось сни-
жение количества входов в закрытый рукав в 1,5  раза 
(p < 0,05), в открытый рукав – в 3,2 раза (p < 0,05),  
количества стоек – в 5,4 раза (p < 0,05), свешиваний –  
в 8 раз (p < 0,05) по отношению к интактным живот- 
ным (таблица 3).

Рисунок 1. Влияние бемитила, этомерзола, ДМФ на неврологический дефицит в тесте «Стимулирование конечностей». 

Примечание. * р < 0,05 

Figure 1. Effect of bemityl, etomerzol, DMF on neurological deficit n in the Limb Placing test. 

Note. * p < 0.05

Таблица 2. Влияние бемитила, этомерзола, ДМФ на параметры поведения крыс в «Открытом поле» спустя 7 суток  
после острой ишемии головного мозга (M ± m, n = 10)

Table 2. The effect of bemitil, etomerzol, DMF on the parameters of the behavior of rats in the open field 7 days  
after acute cerebral ischemia (M ± m, n = 10)

Группа животных
Group

Горизонтальная 
двигательная 

активность (ГДА)
Horizontal motion 

activity

Вертикальная двигательная активность 
(ВДА)

Vertical motor activity Заглядывание  
в норки

Peeking into minks

Поисково-
исследовательская 

активность
Search and research 

activity

Стойки (с упором)
Rearing  

(with emphasis)

Стойки (на весу)
Rearing (by weight)

Интактные
Intact

27,5 ± 2,3 4,2 ± 0,8 9,5 ± 1,3 7,7 ± 1,3* 22,2 ± 1,5*

Контроль
Control

11,3 ± 1,6* 2,1 ± 0,5* 2,1 ± 0,6* 2,9 ± 0,9* 10,1 ± 1,5*

Бемитил
Bemitil

20,0 ± 2,9 6,3 ± 0,8* 3,1 ± 0,7 10,0 ± 1,5* 22,4 ± 1,0*

Этомерзол
Etomerzol

31,2 ± 2,6* 5,0 ± 0,9 5,7 ± 0,8* 7,4 ± 0,5* 20,2 ± 0,7*

ДМФ
DMF

23,3 ± 3,06* 5,7 ± 0,5* 3,8 ± 0,5 5,0 ± 0,93 12,0 ± 1,5

Примечание. * р < 0,05.

Note. * p < 0,05.
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В группах этомерзола и ДМФ наблюдались высо-
кие значения по показателю количества стоек в ру- 
кавах, что в 2,7 (p < 0,05) и 3,8 раза (p < 0,05) выше,  
чем у контрольных животных. Бемитил и этомер-
зол оказывали наибольшее положительное влияние 
на число свешиваний, что превышало значение та-
ковых в контрольной группе в 6,2 (p < 0,05) и 3,4 ра- 
за (p < 0,05) соответственно. Полученные результаты 
могут расцениваться как уменьшение боязни высоты  
у крыс и, следовательно, восстановление психоэмо- 
ционального фона животных. 

В ряде публикаций присутствуют сведения о пси-
хоактивных свойствах производных бензимидазо-
лов. Так, показано, что бемитил в диапазоне доз от  
5 до 150  мг/кг угнетал локомоторную активность и  
исследовательское поведение крыс в тесте ОП, а так-

же проявлял анксиогенные свойства [23, 24]. Дан- 
ные, полученные в ходе исследования активности  
бензимидазолов после ишемического инсульта, сви-
детельствуют о достоверном повышении двигатель-
ной активности животных в тестах ОП, что может го-
ворить о психостимулирующем и потенциальном 
ноотропном эффекте этомерзола и бемитила, а уве-
личение количества стоек и свешиваний в тесте ПКЛ 
может быть расценено как проявление анксиолити-
ческой активности, что согласуется с ранее прове- 
денным работами  [24]. Таким образом, можно ска- 
зать, что введение препаратов этомерзола и беми- 
тила, с одной стороны, позволяет добиться выражен-
ного активирующего влияния на психическую и фи-
зическую деятельность и, с другой – снизить уровень 
тревоги у травмированных животных. Стоит отметить, 
что ранее была выявлена более высокая антиокси-
дантная активность у этомерзола по сравнению с бе-
митилом [19]. В настоящем исследовании этомерзол 
был более эффективен в большинстве тестов.

ДМФ является диметиловым эфиром фумаровой 
кислоты, в отношении которого активно изучается его 
предполагаемое нейропротекторное действие  [26–
28]. Установлено, что введение ДМФ способствует 
снижению ICAM-1, которая играет важную роль в ин-
дукции нейровоспаления и прогрессирования по-
вреждений после острого ишемического инсульта. 
Антиоксидантное действие осуществляется за счет 
уменьшения активности окислительного стресса,  
воспалительного процесса и демиелинизации ней-
ронов  [16, 29, 30]. В нашем исследовании выражен- 
ность фармакологических эффектов ДМФ уступала 
бензимидазолам. Однако достоверное снижение нев- 
рологического дефицита в тесте СК и повышение  
количества стоек в рукавах в ПКЛ могут свидетельст- 
вовать о наличии у препарата анксиолитической  
активности. Полученные результаты подчеркивают 
важность проведения дополнительных исследований 
по оценке эффективности ДМФ при ОСМА.

Рисунок 2. Влияние бемитила, этомерзола, ДМФ на общую 
двигательную активность в открытом поле.

Примечание. * р < 0,05

Figure 2. Influence of bemityl, etomerzol, DMF on general motor 
activity in the open field. 

Note. * p < 0,05

Таблица 3. Показатели уровня тревожности экспериментальных животных  
в тесте «Приподнятый крестообразный лабиринт» (M ± m, n = 10)

Table 3. Indicators of the level of anxiety of experimental animals in the Elevated plus maze (M ± m, n = 10)

Группа животных
Group of animals

Количество входов
Number of entrances Количество стоек в рукавах

Number of rearing in the arms
Количество свешиваний
Number of head dippingв закрытые рукава

in the closed arms
в открытые рукава

in the open arms 
Интактные
Intact

4,6 ± 0,3 4,2 ± 0,4* 13,0 ± 1,2* 8,7 ± 0,7*

Контроль
Control

3,2 ± 0,5 1,3 ± 0,4* 2,4 ± 0,7* 1,1 ± 0,4*

Бемитил
Bemitil

2,5 ± 0,9 2,0 ± 0,5 2,3 ± 0,5 6,8 ± 0,6*

Этомерзол
Etomerzol

1,7 ± 0,5 1,4 ± 0,25 6,5 ± 1,0 3,8 ± 0,5

ДМФ
DMF

3,9 ± 0,8 2,1 ± 0,3 9,0 ± 0,6* 3,6 ± 0,6

Примечание. * р < 0,05.

Note. * p < 0,05.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, метод окклюзии средней мозго-

вой артерии у крыс вызывает стойкий неврологиче-
ский дефицит и психофункциональные расстройства, 
наиболее выраженные в первые сутки после опе-
рации и постепенно редуцирующие под влиянием 
нейропротекторов. 

В сравнении с бемитилом и ДМФ в данном иссле-
довании этомерзол был более эффективен в боль-
шинстве тестов. Так, показатель неврологического  
дефицита в группе этомерзола был ниже по срав-
нению с бемитилом и ДМФ в 1,4 (p < 0,05) и 1,5  раз 
(p < 0,05) соответственно. Значение горизонтальной 
двигательной активности в тесте ОП было увеличено  
в 1,6 (p < 0,05) (бемитил) и 1,3 раза (p < 0,05) (ДМФ).  
Поисково-исследовательская активность была выше,  
чем у ДМФ, в 1,7 раз. Количество стоек в тесте ПКЛ  
было увеличено в 2,8 раза (p < 0,05) по сравнению с 
бемитилом. Умеренное восстановление психоэмоци-
онального фона у крыс наблюдалось во всех группах,  
получавших нейропротекторы.

Полученные данные могут свидетельствовать о 
потенциальном нейропротекторном эффекте это- 
мерзола.
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Резюме
Введение. Агонисты α2-адренорецепторов могут быть использованы не только как антигипертензивные и седативные средства, но также 
представляют большой интерес для лечения неврологических нарушений. В ранее проведенных исследованиях для представителя 
данной группы 6-оксо-1-фенил-2-(фениламино)-1,6-дигидропиримидин-4-ола (мафедина) была показана высокая эффективность в 
качестве нейропротекторного средства. Однако его влияние на поведение животных в поведенческих тестах еще не было оценено.
Цель. Целью настоящей работы стала оценка влияния натриевой соли мафедина в трех дозах (1, 10 и 50 мг/кг) на поведение белых 
беспородных мышей в 3 тестах: «Открытое поле», «Приподнятый крестообразный лабиринт» и «Черно-белая камера».
Материалы и методы. Эксперименты были выполнены на 60 белых беспородных мышах-самцах массой 20–22  г, рандомизированных 
на 4 группы (n = 15): 1) контроль (0,9%-й раствор натрия хлорида); 2) мафедин (1 мг/кг); 3) мафедин (10 мг/кг); 4) мафедин (50 мг/кг). Все 
препараты вводили однократно внутрибрюшинно за 20 мин до тестирования. Поведение животных оценивали в тестах «Открытое  
поле», «Приподнятый крестообразный лабиринт» и «Черно-белая камера» по общепринятым методикам с перераспределением по  
группам после каждого теста и интервалом между тестами не менее 2 суток. Статистическую обработку данных проводили с 
использованием пакета программного обеспечения Prism 8.0.2.
Результаты и обсуждение. Мафедин в дозах 1 и 10 мг/кг не оказывал влияние на поведение испытуемых животных ни в одном из  
тестов. Доза 50 мг/кг оказывала на испытуемых животных анксиолитическое действие, о чем свидетельствовали снижение индекса 
тревожности в тесте «Приподнятый крестообразный лабиринт» и увеличение количества выглядываний из черной камеры в тесте  
«Черно-белая камера» по сравнению с контрольной группой.
Заключение. Натриевая соль мафедина в диапазоне доз от 1 до 50 мг/кг не оказывает негативного влияния на поведение мышей, что 
свидетельствует о высоком профиле безопасности изучаемого соединения. Обнаруженное противотревожное действие высокой дозы 
изучаемого соединения определяет интерес к его изучению не только как нейропротекторного, но и противотревожного средства.

Ключевые слова: α2-адреномиметики, мафедин, мыши, поведенческие тесты, открытое поле, приподнятый крестообразный лабиринт, 
черно-белая камера
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Abstract
Introduction. α2-adrenergic agonists are not only used as antihypertensive and sedative agents, but are also of interest as potential medications 
for the treatment of neurological disorders. Previous research has shown a compound from this class, 6-oxo-1-phenyl-2-(phenylamino)-1,6-
dihydropyrimidine-4-ol (mafedine), to exert strong neuroprotection under experimental conditions. Despite its long record of development, the 
effects of mafedine on animal behavioural characteristics remain unknown.
Aim. This work was aimed at evaluating the effects of mafedine sodium at three doses (1, 10, or 50 mg/kg) on white outbred mouse behavior in three 
tests: Open Field, Elevated Plus Maze, and Light/Dark Box. 
Materials and methods. Experiments were carried out on 60 white outbred male mice weighing 20–22 g, randomized into 4 groups (n = 15): 
1)  control (0,9 % saline); 2) mafedine (1 mg/kg); 3) mafedine (10 mg/kg); 4) mafedine (50 mg/kg). All agents were administered via single 
intraperitoneal injections 20 min before testing. Animal behavior was assessed using the Open Field, Elevated Plus Maze, and Light/Dark Box tests 
following conventional protocols with group reassignment between tests and an inter-test time interval of at least 2 days. Statistical analysis was 
carried out using the Prism 8.0.2 software package.
Results and discussion. At 1 or 10 mg/kg, mafedine did not affect animal behaviour in either of the tests. At 50 mg/kg, it produced an anxiolytic 
effect, as indicated by the decrease in the anxiety index values for the Elevated Plus Maze test as well as the increase in peeking out frequency in the 
Light/Dark Box test, compared to respective control values.
Сonclusion. Mafedine sodium salt at doses between 1 and 50 mg/kg was shown to produce no adverse effect on mouse behaviour, indicating a 
good safety profile of the compound. The discovered anxiolytic effect of mafedine at the highest dose validates its further research not only as a 
neuroprotector, but also as an anti-anxiety agent.

Keywords: α2-adrenergic agonists, mafedine, mice, behavioural testing, Open Field, Elevated Plus Maze, Light/Dark Box
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ВВЕДЕНИЕ 

Мафедин (6-оксо-1-фенил-2-(фениламино)-1,6-ди-
гидропиримидин-4-ол) – производное пиримидина,  
синтезированное в Санкт-Петербургском химико- 
фармацевтическом университете [1]. В серии экспе-
риментов на различных видах животных мафедин (в 
виде основания) продемонстрировал гипотензив-
ный эффект, обусловленный активацией центральных  

α2-адренорецепторов. В отличие от своего фармако-
логического аналога клонидина, мафедин обладал 
более длительным, равномерным и продолжитель-
ным действием, не вызывал синдрома отмены, а так-
же в значительно меньшей степени угнетал централь-
ную нервную систему [1]. На основании указанных 
особенностей рецепторного действия было сделано 
предположение о наличии у мафедина потенциаль-
ной нейропротекторной активности. Позднее меха-
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низм действия препарата был уточнен в исследова- 
нии на рыбах Danio rerio. В качестве его основной  
молекулярной мишени были определены централь-
ные адренорецепторы α2С-подтипа, воздействием на 
которые объяснялось его мягкое психостимулиру- 
ющее действие [2].

На модели черепно-мозговой травмы (ЧМТ) у крыс 
натриевая соль мафедина (2,5 мг/кг) при курсовом 
введении в течение 1 недели после травмы уменьша- 
ла объем повреждения головного мозга и выражен-
ность местного воспаления, а также улучшала восста-
новление функции конечностей и общей двигатель-
ной активности животных [3]. Введение мафедина 
способствовало нормализации межполушарных свя-
зей отделов коры, отдаленных от области повреж-
дения, а также внутриполушарных связей здорового 
полушария к 7-му дню после травмы. Помимо этого, 
препарат оказывал положительное влияние на дина- 
мику рефлекторных ответов коры головного мозга 
при фото- и соматосенсорной стимуляции в острый 
период ЧМТ  [4]. Наряду с этим одним из компонен- 
тов механизма действия мафедина может быть ре-
прессия генов α2B-адренорецепторов, фактора некро- 
за опухоли-α и интерлейкина-6 в травмированном 
полушарии при компенсаторном увеличении их экс-
прессии в здоровом [5].

Несмотря на долгую историю изучения фармако-
логической активности мафедина, его потенциальное 
влияние на поведение теплокровных животных не  
было оценено экспериментально. При этом изучение 
поведенческой активности целесообразно не толь-
ко с точки зрения выявления нежелательных эффек-
тов и составления профиля безопасности препара-
та, но и для обнаружения возможных плейотропных  
свойств, наличие которых в целом характерно для 
α2-адреномиметиков [7−9].

В связи с вышесказанным целью данной рабо- 
ты стало изучение влияния мафедина при однократ-
ном введении в трех дозах (1, 10 и 50 мг/кг) на пове-
дение белых беспородных мышей в тестах «Откры- 
тое поле» (ОП), «Приподнятый крестообразный ла- 
биринт» (ПКЛ) и «Черно-белая камера» (ЧБК).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Работа была выполнена в соответствии с требо-

ваниями Директивы 2010/63/EU Европейского пар-
ламента и Совета ЕС от 22 сентября 2010 г., принци-
пами Базельской декларации и требованиями Совета 
Евразийского экономического союза от 03.11.2016  г. 
№  81 «Об утверждении Правил надлежащей лабора-
торной практики Евразийского экономического сою-
за в сфере обращения лекарственных средств». Про-
токол эксперимента был утвержден биоэтической 
комиссией ФГБОУ ВО СПХФУ Минздрава России. Бы-
ли предприняты все меры для уменьшения числа ис-
пользуемых животных и минимизации их страданий. 
Эксперименты были выполнены на 60 белых беспо-
родных мышах-самцах массой 20–22 г, полученных из  

ФГУП НИЦ «Курчатовский институт» – питомник ла-
бораторных животных «Рапполово» (Ленинградская 
область, Россия). Мыши получали неограниченный 
доступ к корму (сухой полнорационный гранули-
рованный экструдированный комбикорм рецепта  
ПК-120, ООО  «Лабораторкорм», Россия) и воде. Перед 
началом первого теста животные были разделены на  
4 группы по 15 особей: 1) контроль – 0,2 мл раствори-
теля (физиологический раствор); 2) мафедин (1  мг/кг);  
3)  мафедин (10 мг/кг) и 4) мафедин (50 мг/кг). Все  
препараты вводились однократно внутрибрюшинно 
за 20  мин до тестирования. В дни последующих экс-
периментов животные перераспределялись по груп-
пам во избежание накопительного эффекта мафеди- 
на. Оценку влияния изучаемого соединения на по-
ведение животных проводили на основании тестов  
«Открытое поле» (ОП), «Приподнятый крестообраз-
ный лабиринт» (ПКЛ) и «Черно-белая камера» (ЧБК) 
(ООО  «НПК Открытая Наука», Россия). В тесте ОП  
оценивали пройденную дистанцию, число пересечен- 
ных сегментов, среднюю скорость, время в центре,  
общее время замираний, число замираний, стоек,  
грумингов и заглядываний в норки  [10]. В тесте ПКЛ 
оценивали время, проводимое животными в центре,  
в открытых (ОР) и закрытых рукавах (ЗР) лабирин-
та, число посещений ОР и ЗР, число грумингов, стоек,  
свисаний с ОР и выглядываний из ЗР  [11]. Дополни-
тельно рассчитывали индекс тревожности (ИТ) по 
формуле: 

ИТ = 1 – [([время в ОР / общее время тестирования] + 

[число посещений ОР /

общее число посещений])/2] [12]. 

В тесте ЧБК оценивали латентное время посе-
щения черной (ЧК) и белой (БК) камеры, время, про-
веденное в ЧК/БК, число переходов, стоек, гру-
мингов и выглядываний из ЧК [13]. Для ОП анализ 
видеозаписей проводили с использованием системы 
видеорегистрации VideoMot2 3.0.1 (TSE Systems, Гер-
мания), для ПКЛ и ЧБК – в полуавтоматическом ре-
жиме с использованием программы RealTimer 1.30  
(ООО «НПК Открытая Наука», Россия). Тестирование  
животных начинали в 12:00, длительность тестиро-
вания одного животного составляла 3 мин. Перерыв 
между разными тестами составлял не менее 2  суток. 
Статистическую обработку данных проводили с ис-
пользованием пакета программного обеспечения 
Prism 8.0.2 (GraphPad Software, США). Нормальность 
распределения данных проверяли по критерию Ша- 
пиро – Уилка. При нормальном распределении коли-
чественных признаков значимость различий оцени-
вали с помощью однофакторного дисперсионного 
анализа ANOVA с тестом post hoc по Тьюки; при рас-
пределении, отличном от нормального, – с помощью 
непараметрического критерия Краскела – Уоллиса с  
тестом post hoc по Данну. Числовые данные, приве- 
денные на рисунках, представлены в виде: среднее 
арифметическое ± стандартная ошибка среднего.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Во всех используемых дозах мафедин не оказы-

вал значимого влияния на поведение животных ни в 
одном из проводимых тестов (рисунки 1–3). При вве-
дении изучаемого соединения в дозе 50 мг/кг у жи-
вотных в тесте ПКЛ было отмечено снижение ИТ по 
сравнению с контрольными животными (p < 0,05;  
тест post hoc по Тьюки) (рисунок 2). В тесте ЧБК эта  
же доза вызывала повышение числа выглядываний  
из ЧК по сравнению с контролем (p < 0,05; однофак-
торный ANOVA, тест post hoc по Тьюки) (рисунок 3). 

Несмотря на значительное количество работ, по-
священных антигипертензивной и нейропротектор- 
ной активности мафедина, изучение его потенциаль-
ного влияния на поведение животных при однократ-

ном введении ранее не проводилось. Первая попыт- 
ка оценки поведенческих эффектов мафедина бы-
ла предпринята в 2019 г. в рамках скринингового ис-
следования на Danio rerio, в котором препарат про-
демонстрировал мягкую психостимулирующую и 
анксиогенную активность [2]. Следует отметить, что 
D.  rerio, будучи эволюционно более древним видом, 
во многих случаях оказываются неоптимальным мо-
дельным объектом для изучения биологической ак-
тивности нейро- и психотропных веществ, в том 
числе воздействующих на α2-адренергические ре-
цепторы  [14−16]. Сравнительно низкая степень фило-
генетического родства между костистыми рыбами и 
млекопитающими может объяснять нередко наблю- 
даемые расхождения результатов различных фарма-

Рисунок 1. Результаты оценки поведения мышей в тесте «Открытое поле». 

К – контроль (физиологический раствор)

Figure 1. Mouse behaviour as assessed in the Open Field test. 

C – control (normal saline)
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кологических экспериментов, а также их несоответст- 
вие данным клинических исследований.

В проведенной работе показано, что при одно-
кратном введении в низких (1, 10 мг/кг) дозах мафе-
дин не оказывал существенного влияния на поведе-
ние мышей в тестах ОП, ПКЛ и ЧБК, а в высокой дозе  
(50 мг/кг) обладал неярко выраженным анксиолити-
ческим эффектом в тестах ПКЛ и ЧБК. Полученные 
данные свидетельствуют о хорошем профиле без- 
опасности мафедина, а также дают основание для 
дальнейшего изучения его возможной анксиолити- 
ческой активности. Ранее наличие противотревож- 
ных свойств было показано для α2-агонистов декс- 
медетомидина [17], клонидина [18], гуанфацина  [19], 
азепексола и гуанабенза [20]. Наблюдаемый анкси-

олитический эффект мафедина может указывать на  
его селективность в отношении определенных под-
типов α2-адренорецепторов. Считается, что основ- 
ной вклад в реализацию поведенческих эффектов  
препаратов данного ряда вносит их взаимодействие  
с рецепторами α2A- и α2C-подтипов [21−23].

Проявление анксиолитического эффекта мафеди- 
на только при его введении в сравнительно высо-
кой дозе (50 мг/кг) может быть связано с недоста-
точно высокой степенью прохождения вещества 
через гематоэнцефалический барьер. Данная про- 
блема потенциально может быть решена путем ис-
пользования липосомальных, мицеллярных или иных 
систем направленной доставки лекарственных ве-
ществ [24, 25].

Рисунок 2. Результаты оценки поведения мышей в тесте «Приподнятый крестообразный лабиринт». 

ЗР – закрытые рукава; ОР – открытые рукава; К – контроль (физиологический раствор). *p < 0,05

Figure 2. Mouse behaviour as assessed in the Elevated Plus Maze test. 

CA – closed arms; OA – open arms; C – control (normal saline). *p < 0,05
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Проведенными исследованиями установлено от-

сутствие негативного влияния α2-адреномиметика  
мафедина на поведение мышей при однократном  
введении, а также наличие у него анксиолитическо-
го эффекта в высоких дозах. Полученные результаты 
свидетельствуют о высокой безопасности мафедина,  
а также обусловливают целесообразность дальней-
шей оценки его противотревожной активности.
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Figure 3. Mouse behaviour as assessed in the Light/Dark Box test. 

DC – dark chamber; LC – light chamber; C – control (normal saline). *p < 0,05
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Резюме
Введение. Известно, что ряд видов рода ладанник используется в средиземноморской народной медицине в виде настоев и травяных 
чаев для лечения проблем с пищеварением и ОРВИ. Накопились эмпирические данные о том, что экстракт ладанника шалфеелистного 
улучшает состояние больных с хроническими холестатическими заболеваниями печени (ХЗП). В настоящее время единственным 
общепринятым препаратом для медикаментозного лечения большинства ХЗП является урсодезоксихолевая кислота (УДХК).
Цель. Сравнительная оценка эффективности испытуемого экстракта ладанника шалфеелистного (на 2 уровнях доз) и референтного 
препарата урсодезоксихолевой кислоты Урсосан® (в терапевтической дозе) при внутрижелудочном введении мышам на модели холестаза, 
вызванного внутрижелудочным введением в течение 20 дней масляного раствора альфа-нафтилизотиоцианата (АНИТ).
Материалы и методы. Модель холестаза вызвали внутрижелудочным введением мышам в течение 20 дней масляного раствора 
альфа-нафтилизотиоцианата. В сыворотке крови подопытных животных определяли следующие биохимические показатели: 
аланинаминотрансферазу, аспартатаминотрансферазу, щелочную фосфатазу, общий белок, холестерин общий, билирубин, триглицериды, 
альбумины. Гистологическому анализу подвергались печень и желчный пузырь.
Результаты и обсуждение. Экстракт ладанника в терапевтической дозе 253 мг/кг и в дозе, превышающей терапевтическую  
(506  мг/кг), а также референтный препарат урсодезоксихолевой кислоты Урсосан® в терапевтической дозе 150 мг/кг снижали уровень 
аспартатаминотрансферазы в сыворотке крови, повышенный после введения АНИТ, до уровня в контрольной группе без патологии. 
Отклонения от контроля других показателей (аланинаминотрансферазы, щелочной фосфатазы, общего белка, холестерина общего, 
билирубина, триглицеридов, альбуминов) были статистически незначимы. Гистологический анализ печени и желчного пузыря показал, 
что выраженность баллоной дистрофии и холецистита значительно снижалась при лечении экстрактом ладанника в двух дозах, но не 
после введения препарата сравнения. На выраженность холестаза экстракт ладанника оказывал слабое влияние в отличие от препарата 
урсодезоксихолевой кислоты, который был более эффективным в отношении данной патологии. 
Заключение. Проведенное исследование на фоне сообщений об эффективности экстракта ладанника шалфеелистного в клинической 
практике позволяет рекомендовать его к использованию в качестве компонента комбинированной терапии пациента с гепатобилиарной 
патологией и как средство фармакопревенции у здоровых людей при наличии факторов риска.

Ключевые слова: холестаз, баллонная дистрофия, холецистит, гепатит, урсодезоксихолевая кислота, альфа-нафтилизотиоцианат, 
Урсосан®, Cistus salviifolius L.
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Abstract
Introduction. It is known that a number of species of the genus Cistus are used in Mediterranean folk medicine in the form of infusions and herbal 
teas to treat digestive problems and acute respiratory virus infection. Empirical data have accumulated that sage incense extract improves the 
condition of patients with chronic cholestatic liver diseases (CLDs). Currently, only ursodeoxycholic acid (UDCA) is the generally accepted drug for the 
treatment of most CLDs.
Aim. Comparative efficacy evaluation of Cistus salviifolius extract (at 2 doses levels) compared to the reference medicine ursodeoxycholic acid 
Ursosan® (at a therapeutic dose) in intragastric administration to mice in a cholestasis model induced by intragastric administration of alpha-
naphthylisothiocyanate (ANIT) oil solution during 20 Days.
Materials and methods. The cholestase model was induced by intragastric administration of an alpha-naphthylisothiocyanate oil solution to mice 
during 20 days. The following biochemical parameters were determined in the serum of experimental animals: alanine aminotransferase, aspartate 
aminotransferase, alkaline phosphatase, total protein, total cholesterol, bilirubin, triglycerides, albumins. Histological analysis was performed on the 
liver and gallbladder.
Results and discussion. Cistus salviifolius extract at a therapeutic dose of 253 mg/kg and at a dose exceeding the therapeutic dose (506 mg/kg),  
as well as the reference medicine of Ursodeoxycholic acid Ursosan® at a therapeutic dose of 150 mg/kg reduced the level of aspartate 
aminotransferase in serum increased after ANIT administration to a level of the control group without pathology. Deviations of other parameters from 
the control group (alanine aminotransferase, alkaline phosphatase, total protein, total cholesterol, bilirubin, triglycerides, albumins) were statistically 
insignificant. Histological analysis of the liver and gallbladder demonstrated that the severity of ballooning degeneration and cholecystitis were 
significantly reduced in groups which was treated by Cistus salviifolius extract at two doses, but not in the group with reference drug. The severity of 
cholestasis was poorly influenced by Cistus salviifolius extract in contrast to ursodeoxycholic acid, which was more effective for this pathology.
Conclusion. The conducted study against the background of reports on the effectiveness of the Cistus salviifolius extract in clinical practice allows to 
recommend its use as a component of combined therapy of a patient with hepatobiliary pathology and as a pharmacoprevention in healthy people 
in the presence of risk factors.

Keywords: cholecystitis, ballooning degeneration, cholecystitis, hepatitis, ursodeoxycholic acid, alpha-naphthylisothiocyanate, Ursosan®,  
Cistus salviifolius
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ВВЕДЕНИЕ
Холестаз представляет собой недостаточность  

выделения желчи, обусловлен нарушением ее выра-
ботки гепатоцитами или прекращением тока желчи  
по желчным протокам вплоть до дуоденального со-
сочка. Этиология и механизмы развития многофак- 
торны. Причины варьируют от механической обструк-
ции печеночных протоков до токсического пораже-
ния печени. Нарушение оттока желчи в конечном 
счете приводит к поражению билиарных протоков и 
цитолизу гепатоцитов [1–3]. В настоящее время един-
ственным общепринятым препаратом для медика-
ментозного лечения большинства хронических холес- 

татических заболеваний печени (ХЗП) является урсо-
дезоксихолевая кислота (УДХК) [4]. 

Накопились эмпирические данные о том, что  
экстракт ладанника шалфеелистного улучшает со-
стояние больных с ХЗП. Это было отмечено как до-
полнительное действие пациентами, принимав-
шими данный экстракт с целью профилактики и 
лечения различных бактериальных инфекций верх-
них дыхательных путей. Известно, что ряд видов ро-
да ладанник используется в средиземноморской на-
родной медицине в виде настоев и травяных чаев  
для лечения проблем с пищеварением и ОРВИ  [5].  
В опытах in vitro и in vivo было показано, что водные 
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экстракты листьев ладанника обладают антибакте-
риальной, противогрибковой и противовирусной 
активностью  [5–14], а также антиоксидантной, про-
тивовоспалительной. антипролиферативной в от-
ношении клеточной линии рака легкого человека 
и противодиабетической [8, 12, 13, 15, 16]. Все эти  
свойства авторы приписывают ряду фитокомпо-
нентов, таких как терпеноиды, включая дитерпены, 
лабданоподобные дитерпены и клероданы, фенил-
пропаноиды, включая флавоноиды и эллаготанни- 
ны, нескольким группам алкалоидов и другим типам 
вторичных метаболитов  [5, 7, 10, 12]. Показано, что 
кверцетин, выделенный из ладанника шалфеелист- 
ного, уменьшал экспрессию бактериально индуциро-
ванных провоспалительных маркеров [7].

Учитывая вышеизложенное, возникла идея про-
верить в эксперименте на животных, обладает ли  
экстракт травы ладанника шалфеелистного холе-
отропной активностью.

Цель работы: сравнительная оценка эффектив-
ности испытуемого экстракта ладанника шалфее-
листного (на 2 уровнях доз) по отношению к рефе-
рентному препарату урсодезоксихолевой кислоты 
Урсосан® (в терапевтической дозе) при внутрижелу-
дочном введении мышам на модели холестаза, вы-
званного внутрижелудочным введением в течение 
20  дней масляного раствора альфа-нафтилизотио- 
цианата (АНИТ).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Краткое описание испытуемой субстанции и пре-

парата сравнения представлено в таблице 1.
Контрольное вещество – вода очищенная в со-

ответствии с ФС1. Модель холестаза, вызванного 
масляным раствором альфа-нафтилизотиоцианата 
(АНИТ) [17].

Методом рандомизации были сформированы 
5  групп мышей-самцов линии C57BL/6 по 19 особей 
массой 18-20 г в каждой группе. 1-я группа – интакт- 
ные мыши, 2-я – модель «патология», 3-я – модель 
«патология + экстракт доза 1 (253 мг/кг)», 4-я – мо- 
дель «патология + экстракт доза 2 (506 мг/кг)», 5-я  – 
модель «патология + Урсосан® (150 мг/кг)». Модели-
рование холестаза проводили путем внутрижелудоч-
ного введения АНИТ через день в течение 20  дней 
при помощи шприца с иглой для кормления (24G,  
диаметр шара 1,25 мм; Braintree scientific, INC). Объем  
введения раствора на одно животное массой 20  г  
составлял 0,5  мл (0,04 мг АНИТ в 0,5 мл оливково-
го масла). Испытуемую субстанцию и препарат срав-
нения вводили животным внутрижелудочно в ви-
де суспензий 1 раз в день в первой половине дня в 
течение 30  дней. Животные из контрольной груп-

1 Государственная фармакопея РФ XIV издания. ФС.2.2.0020 
«Вода очищенная». Доступно по: https://pharmacopoeia.ru/fs-
2-2-0020-15-voda-ochishhennaya/ Ссылка активна на 10.10.2023.

Таблица 1. Испытуемая субстанция и препарат сравнения

Table 1. Test substance and reference medicine

Характеристика
Characteristic

Испытуемая субстанция
Test substance

Препарат сравнения
Reference medicine

Торговое название, производитель, 
формы выпуска
Trade name, manufacturer, release 
forms

Экстракт травы ладанника сухой (Gehrlicher Phar-
maceutical Extracts GmbH, Германия)
Cistus salviifolius Herb extract (Gehrlicher Pharmaceu-
tical Extracts GmbH, Germany)

Урсосан® (ЗАО «ЗиО-Здоровье», Россия), капсулы, 
250 мг
Ursosan® (CJSC ZiO-Health, Russia), capsules, 
250 mg

Регистрационный номер
Registration number

– РУ П N016302/01

МНН
International non-proprietary name

–
Урсодезоксихолевая кислота
Ursodeoxycholic acid

Активное вещество
Active substance

Спиртовой экстракт травы ладанника шалфеелист-
ного
Ethanol extract of the herb Cistus salviifolius

Урсодезоксихолевая кислота, 250 мг
Ursodeoxycholic acid, 250 mg

Вспомогательные вещества
Auxiliary substances

Диоксид кремния безвод., мальтодекстрин 
(фармакоп.)
Anhydrous silicon dioxide, maltodextrin (Ph. Eur.) 

Крахмал кукурузный, крахмал кукурузный пре-
желатинизированный, кремния диоксид колло-
идный, магния стеарат
Corn starch, pregelatinized corn starch, colloidal 
silicon dioxide, magnesium stearate

Серия
Series

7941 1901020

Годен до
Best before

06.2023 09.2024

Условия хранения
Storage conditions

В сухом, защищенном от света месте при темпера-
туре не выше 25 °С
In a dry place protected from light at a temperature 
not higher than 25 °С

В сухом, защищенном от света месте при темпе-
ратуре не выше 25 °С
In a dry place protected from light at a temperature 
not higher than 25 °С
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пы аналогичным образом получали контрольное ве- 
щество – воду очищенную. 

Расчет дозировок препаратов для введения жи-
вотным проводили при помощи коэффициентов пе-
ресчета доз для мышей и человека в зависимости от 
массы тела по E.J. Freireich (1966) [18]. Индивидуаль- 
ный объем вводимой дозы для каждого животного 
рассчитывался исходя из значения массы тела, полу-
ченного после последнего взвешивания. 

Животные содержались в стандартных услови-
ях в соответствии с санитарно-эпидемиологически-
ми требованиями к устройству, оборудованию и со-
держанию экспериментально-биологических клиник 
(вивариев).

Животные получали ad libitum стандартный гра- 
нулированный корм «Полнорационный экструдиро-
ванный комбикорм ЛБК-120 для лабораторных жи- 
вотных (крыс, мышей)» производства ЗАО «Тоснен- 
ский комбикормовый завод», Россия, в кормовое углу-
бление клетки.

Оценка внешнего вида животных проводилась 
в рамках ежедневного ветеринарного осмотра в пе-
риод адаптации и проведения эксперимента. Мас-
са тела регистрировалась при формировании групп, 
непосредственно перед первым введением, ежене-
дельно в ходе исследования (для расчета объема 
введения). 

Потребление корма и воды оценивалось визуаль-
но для каждой клетки содержания ежедневно до да-
чи следующей порции корма и воды. Лишение кор- 
ма производилось за 24 часа перед запланирован-
ной, согласно схеме эксперимента, эвтаназией. До-
ступ к воде при этом не ограничивался. Животные 
подвергались эвтаназии на 31-й день после начала 
введения препаратов путем усыпления углекислым 
газом в CO2-боксе модели THF3481-V01 (BIOSCAPE 
(EHRET), Германия). После эвтаназии тела живот-
ных были подвергнуты некропсии. Были исследова-
ны внешнее состояние животного, кожи, шерстного 
покрова, проходов, видимых слизистых оболочек, а 
также органы грудной и брюшной полости, половые 
органы и скелетно-мышечная система. Взятие проб 
крови проводилось на 31-й день после начала вве-
дения препаратов не менее чем у 50 % животных  
из каждой группы. Пробы крови для исследований 
брали из ретроорбитального синуса в специальные 
пробирки с активатором свертывания.

Образцы крови после свертывания центрифуги- 
ровали для получения сыворотки крови. В сыворот- 
ке крови подопытных животных определяли сле-
дующие биохимические показатели: аланинамино- 
трансферазу (АЛТ), аспартатаминотрансфервзу (АСТ),  
щелочную фосфатазу (ЩФ), общий белок, холесте-
рин общий, билирубин, триглицериды (ТГ), альбу- 
мины. Биохимический анализ производился на био-
химическом автоматическом анализаторе произ-
водства Erba Lachema, Чехия.

Макроскопическое исследование печени и желч-
ного пузыря животных всех групп было проведено  
после плановой некропсии на 31-й день после нача- 
ла введения препаратов. 

Гистологические препараты были исследованы 
методом световой микроскопии (х100) после стан-
дартной проводки, нарезания на ротационном мик- 
ротоме и окраски гематоксилин-эозином. Гистоло-
гическому анализу подвергались печень и желчный 
пузырь.

В отношении всех количественных данных при-
менялись методы описательной статистики: подсчи-
тывались средние выборочные значения (М) и стан-
дартные отклонения (SD) согласно рекомендациям 
Руководства по проведению доклинических иссле-
дований лекарственных средств [19], которые вме-
сте со значением n (количество животных в группе) 
представлены в итоговых таблицах. Межгрупповые 
различия анализировали непараметрическими ме-
тодами для множественного сравнения – критерий  
Манна – Уитни. Различия определяли при 0,05 уровне 
значимости. Использовалось программное обеспече-
ние STATISTICA 6.1 (StatSoft Inc., США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На протяжении 30 суток от начала эксперимента 

гибели животных не наблюдали. По результатам про-
веденного клинического осмотра отметили, что жи-
вотные опытных групп после внутрижелудочного  
введения суспензий испытуемого средства и препа- 
рата сравнения выглядят и ведут себя практически  
так же, как и животные контрольной группы.

Средние значения биохимических показателей 
сыворотки крови животных, взятой на 31-й день экс-
перимента, приведены в таблице 2. Анализ получен-
ных данных показал, что все отличия от контроля 
были статистически незначимы, за исключением по- 
казателя АСТ, который является важным маркером 
при повреждении печени. В группе № 2 (патология 
без лечения) наблюдали увеличение уровня данного 
фермента на 83 % по сравнению с контролем. Испы- 
туемая субстанция в обеих дозах и препарат срав-
нения снижали данный показатель до уровня в конт- 
рольной группе (группа № 1). В данном случае мож-
но говорить о гепатопротекторном действии данных  
препаратов. Уровень АЛТ изменялся аналогично, но 
менее выраженно (уровень статистической значимо-
сти различий был меньше). 

Результаты гистологического анализа в виде бал-
льной оценки представлены в таблице 3. Гистологи- 
ческий анализ печени и желчного пузыря показал,  
что в группе № 2 (патология без лечения) у всех жи- 
вотных были выявлены патологические изменения: 
гранулематозный гепатит, баллонная дистрофия и  
экссудативный холецистит слабой и умеренно выра-
женной степени. Во всех случаях выявлен слабо выра-
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женный внутриклеточный холестаз. Жировой дист- 
рофии и некрозов не было выявлено.

В группе № 3 (патология + экстракт 253 мг/кг) у 
всех животных были выявлены патологические из-
менения, но в меньшей степени, чем в группе №  2: 
гранулематозный гепатит и внутриклеточный холес-

таз слабой степени выраженности. В группе № 4 (па-
тология + экстракт 506 мг/кг) значимых отличий от 
группы с патологией не наблюдали. В группе № 5  
(патология  + Урсосан® 150 мг/кг) был выявлен гра- 
нулематозный гепатит слабой степени выраженно-
сти, баллонная дистрофия слабой и умеренно вы-

Таблица 2. Влияние внутрижелудочного введения экстракта ладанника и препарата Урсосан®  
на биохимические показатели крови мышей-самок на фоне холестаза, вызванного АНИТ (n = 10, M ± SD)

Table 2. Effect of intragastric administration of Cistus salviifolius extract and the Ursosan® on the biochemical parameters  
of the blood of female mice against the background of cholestasis caused by ANIT (n = 10, M ± SD)

Показатели
Indicators

Группа № 1
Group № 1

Группа № 2
Group № 2

Группа № 3
Group № 3

Группа № 4
Group № 4

Группа № 5
Group № 5

Вода очищенная
Purified water

Патология
Pathology

Патология + экстракт
Pathology + extract

Патология + экстракт
Pathology + extract

Патология+ Урсосан®
Pathology + Ursosan®

Доза, мг/кг
Dose, mg/kg

– – 253 506 150

АЛТ, МЕ/л
ALT, IU/L

94,9 ± 34,9 103,6 ± 28,5 73,5 ± 28,2 73,2 ± 23,5 95,4 ± 27,2

АСТ, МЕ/л
AST, IU/L

212,4 ± 6,6 389,3 ± 38,8* 179,8 ± 68,3** 190,2 ± 26,4** 207,3 ± 85,0**

ЩФ, МЕ/л
AP, IU/L

158,1 ± 34,4 167,0 ± 29,7 141,4 ± 30,7 170,3 ± 27,3 194,1 ± 54,

Холестерин общий, мМ/л
Total cholesterol, mM/L

1,38 ± 0,23 1,36 ± 0,29 1,46 ± 0,29 1,50 ± 0,18 1,53 ± 0,29

Общий белок, г/л
Total protein, g/L

51,0 ± 5,1 51,5 ± 4,0 49,6 ± 1,2 51,2 ± 2,9 49,2 ± 3,0

Альбумин, г/л
Albumin, g/L

35,2 ± 1,8 34,0 ± 2,5 34,2 ± 1,3 38,1 ± 2,6 36,4 ± 1,5

Билирубин, мкмоль/л
Bilirubin, μmol/L

1,68 ± 0,54 1,26 ± 0,35 2,15 ± 0,97 1,29 ± 0,50 1,47 ± 0,61

ТГ, мМ/л
TG, mM/L

0,84 ± 0,27 0,96 ± 0,40 0,87 ± 0,21 0,85 ± 0,13 0,96 ± 0,12

Примечание. * р ≤ 0,05 по сравнению с группой № 1.
** р ≤ 0,05 по сравнению с группой № 2.

Note. * p ≤ 0.05 compared to group № 1.
** p ≤ 0.05 compared to group № 2.

Таблица 3. Влияние внутрижелудочного введения экстракта ладанника и препарата Урсосан® на изменения в печени,  
выявленные при гистологическом анализе на фоне холестаза, вызванного АНИТ

Table 3. The effect of intragastric administration of Cistus salviifolius extract and Ursosan® on changes in the liver detected  
by histological analysis against the background of cholestasis caused by ANIT

Группа
Group

Баллонная 
дистрофия
Ballooning 

degeneration

Жировая 
дистрофия

Adipose 
degeneration

Степень активности 
гепатита

Degree of hepatitis 
activity

Некроз
Necrosis

Холестаз
Cholestasis

Холецистит
Cholecystitis

№ 1 Вода очищенная
№ 1 Purified water

0,5 0 1 0,16 0,33 0,33

№ 2 Патология
№ 2 Pathology

0,66 0 1,5 0 1 1,16

№ 3 Патология + экстракт
№ 3 Pathology + extract

0,16 0 1 0 0,83 0,16

№ 4 Патология + экстракт
№ 4 Pathology + extract

0,5 0 2 0 0,66 0,16

№ 5 Патология+ Урсосан®
№ 5 Pathology + Ursosan®

0,83 0 1 0 0,16 0,5
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раженной степени. Только в одном случае выявлен 
слабо выраженный внутриклеточный холестаз и экс-
судативный холецистит.

Таким образом, экстракт ладанника был более  
эффективен, чем препарат Урсосан® при лечении бил-
лонной дистрофии и холецистита, вызванных введе-
нием АНИТ, но не в отношении холестаза.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В ходе исследования выявлено, что экстракт ла-

данника шалфеелистного, так же как референтный 
препарат урсодезоксихолевой кислоты Урсосан®,  
обладает холеотропной активностью. В частности, 
экстракт ладанника был более эффективен, чем пре-
парат сравнения, при лечении баллонной дистро- 
фии и холецистита, вызванных введением АНИТ. По-
лученные данные и сообщения об эффективности 
экстракта ладанника в клинической практике позво-
ляют рекомендовать его к использованию в качест- 
ве компонента комбинированной терапии пациента  
с гепатобилиарной патологией и как средство фар- 
макопревенции у здоровых людей при наличии фак- 
торов риска.
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ПРАВИЛА ОФОРМЛЕНИЯ СТАТЕЙ
В своей редакционной политике журнал следует принципам 

целостности публикаций в научных журналах, соответствующим 
положениям авторитетных международных ассоциаций, таких как 
Committee on Publication Ethics (COPE), Council of Science Editors 
(CSE), International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE), 
European Medical Writers Association (EMWA) и World Association of 
Medical Editors (WAME), устанавливающих стандарты этичного по-
ведения всех вовлеченных в публикацию сторон (авторов, редак-
торов журнала, рецензентов, издательства и научного общества). 
Журнал с помощью всестороннего, объективного и честного ре-
цензирования стремится отбирать для публикации лишь материа-
лы, касающиеся научных исследований наивысшего качества.

Научно-практический журнал общемедицинского профиля 
«Разработка и регистрация лекарственных средств» является 
регулярным рецензируемым печатным изданием, отражающим ре-
зультаты передовых исследований фармацевтической отрасли.

Журнал публикует оригинальные и обзорные научные статьи 
по темам:
•• поиск и разработка новых лекарственных средств;
•• фармацевтическая технология;
•• методы анализа лекарственных средств;
•• доклинические и клинические исследования;
•• регуляторные вопросы.

Наименование и содержание научных работ, публикуемых в 
журнале «Разработка и регистрация лекарственных средств», 
должно соответствовать науке:
•• 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 отдает приоритет аспирантским и докторским рабо-
там, срок их публикации зависит от предполагаемой даты за-
щиты, которую авторы должны указать в первичных докумен-
тах, прилагаемых к рукописи.

4.	 Авторы должны заполнить и подписать Сопроводительное 
письмо, отсканировать и загрузить при подаче рукописи в ре-
дакцию (в формате *.pdf или *.jpg). 

ПОРЯДОК ПУБЛИКАЦИИ РУКОПИСЕЙ
1.	 Рукопись обязательно проходит первичный отбор на соот-

ветствие оформления статьи согласно требованиям жур-
нала «Разработка и регистрация лекарственных средств». 
В случае несоответствия правилам оформления Редакция 
вправе отказать в публикации или прислать свои замечания 
к статье, которые должны быть исправлены Автором перед 
рецензированием.

2.	 Все рукописи, прошедшие первичный отбор, направляются 
по профилю научного исследования на экспертизу и  прохо-
дят обязательное конфиденциальное рецензирование. Все ре-
цензенты являются признанными специалистами, имеющими 
публикации по тематике рецензируемой статьи в течение по-
следних 3 лет или в области обработки данных. Рецензирова-
ние проводится конфиденциально как для Автора, так и для 
самих рецензентов. При получении положительных рецензий 
работа считается принятой к рассмотрению редакционной 
коллегией, которая выносит решение, в каком номере журна-
ла будет опубликована статья. 

3.	 Все утвержденные статьи поступают в работу к редактору и 
корректору.
Окончательный макет статьи согласовывается с автором.
ЕДИНЫЕ ТРЕБОВАНИЯ К РУКОПИСЯМ, ПРЕДСТАВЛЯЕ-

МЫМ В ЖУРНАЛ «Разработка и регистрация лекарственных 
средств»  

Составлены с учетом требований Высшей аттестационной ко-
миссии РФ и «Единых требований к рукописям, представляемым в 
биомедицинские журналы», разработанных Международным ко-
митетом редакторов медицинских журналов.

Оригинальную версию «Единых требований к рукописям, 
представляемым в биомедицинские журналы», разработанных 
Международным комитетом редакторов медицинских журналов, 
можно посмотреть на сайте www.ICMJE.org

Проведение и описание всех клинических исследований 
должно быть в полном соответствии со стандартами CONSORT – 
http://www.consort-statement.org

ОБЩИЕ ПРАВИЛА ОФОРМЛЕНИЯ РУКОПИСЕЙ
Электронный вариант статьи прилагается в формате А4 

Microsof Word (*doc), Поля 2 см, шрифт Тimes New Roman, размер 
шрифта 14 пунктов через 1,5 интервала.

Объем рукописи: обзор – 15–20 страниц; оригинальные ста-
тьи – 10–12 страниц, включая литературу, таблицы и подписи к ри-
сункам. Страницы рукописи следует нумеровать.

Перечень документов, подаваемый на рассмотрение в ре-
дакцию журнала «Разработка и регистрация лекарственных 
средств», должен включать в себя:

1. Сопроводительное письмо.
2. Текст статьи.
1. СОПРОВОДИТЕЛЬНОЕ ПИСЬМО
Авторы должны предоставить заполненное и подписанное 

сопроводительное письмо, приложив к нему указанные в тексте 
письма документы.

2. РУКОПИСЬ
РУССКОЯЗЫЧНЫЙ БЛОК
Титульный лист:

1.	 УДК;
2.	 название статьи; 
3.	 фамилии и инициалы авторов; 
4.	 полные названия учреждений (надстрочными арабскими циф-

рами отмечают соответствие учреждений, в которых работают 
авторы), полный почтовый адрес учреждений; 

5.	 e-mail и телефон автора, ответственного за контакты с 
редакцией

6.	 ORCID всех авторов статьи.
Резюме и ключевые слова
Объем резюме должен составлять 250–300 слов.
Резюме оригинальной статьи должно быть структуриро- 

ванным:
Введение (введение работы в сжатой форме).
Цель (цель работы в сжатой форме).
Материалы и методы (методы исследования, если необходи-

мо, то указать их преимущества по сравнению с ранее применяв-
шимися методическими приемами; характеристика материала).

Результаты (основные результаты исследования).
Заключение (основные выводы).
Резюме обзорной статьи также должно быть структури- 

рованным:
Введение (введение работы в сжатой форме).
Текст (описание содержания текста статьи в сжатой форме)
Заключение (основные выводы).
Все аббревиатуры в резюме необходимо раскрывать (несмо-

тря на то, что они будут раскрыты в основном тексте статьи). Текст 
резюме должен быть связанным, с использованием слов «следова-
тельно», «например», «в результате».
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На сайте британского издательства Emerald приведены при-
меры качественных рефератов для различных типов статей (обзо-
ры, научные статьи, концептуальные статьи, практические статьи – 
http://www.emeraldinsight.com/authors/guides/write/abstracts.htm?
part=2&PHPSESSID=hdac5rtkb73ae013ofk4g8nrv1)

Ключевые слова: (5–8) помещают под резюме после обозна-
чения «Ключевые слова». Ключевые слова должны использовать 
термины из текста статьи, определяющие предметную область и 
способствующие индексированию статьи в поисковых системах, и 
не повторять название статьи.

Вклад авторов. Авторы должны написать информацию о их 
вкладе в работу (пример: Авторы X1, X2 и X3 придумали и разрабо-
тали эксперимент, авторы X4 и X5 синтезировали образцы и про-
вели их электрохимическое исследование. X3 и Х4 провели ис-
следования методом спектроскопии комбинационного рассеяния 
и ЯМР. Авторы X1 и X6 участвовали в обработке данных. Автор X7 
проводил теоретические расчеты. Авторы X1, X2 и X7 участвовали 
в написании текста статьи. Все авторы участвовали в обсуждении 
результатов).

АНГЛОЯЗЫЧНЫЙ БЛОК
Article title
Англоязычное название должно быть грамотно с точки зрения 

английского языка, при этом по смыслу полностью соответствовать 
русскоязычному названию.

Affiliation
Необходимо указывать официальное англоязычное название 

учреждения и почтовый адрес. Наиболее полный список названий 
учреждений и их официальной англоязычной версии можно найти 
на сайте РУНЭБ: http://elibrary.ru

Образец оформления
Mental Health Research Institute
4, Aleutskaya Str., Tomsk, 634014, Russian Federation
Abstract
Резюме статьи на английском языке должно по смыслу и 

структуре (для оригинальной статьи: Introduction, Aim, Materials 
and methods, Results and discussion, Conclusion; для обзорной ста-
тьи: Introduction, Text, Conclusion) соответствовать русскоязычно-
му, по содержанию может быть более полным. Необходимо исполь-
зовать активный, а не пассивный залог. Во избежание искажения 
основных понятий желательно иметь соответствующие английские 
термины. Это особенно важно, когда приводятся названия особых 
заболеваний, синдромов, упоминаются авторы или конкретные 
методы.

Keywords
Для выбора ключевых слов на английском языке следует ис-

пользовать тезаурус Национальной медицинской библиотеки 
США – Medical Subject Headings (MeSH).

Contribution of the authors.  Вклад авторов на английском 
языке должен соответствовать русскоязычному.

ОСНОВНОЙ ТЕКСТ

Оригинальные статьи должны иметь следующую структуру: а) 
введение; б) материалы и методы; в) результаты; г) обсуждение; д) 
заключение.

Обзорные статьи должны иметь следующую структуру а) вве-
дение; б) текст; д) заключение.

Текст обзорной статьи следует разделять на соответствующие 
содержанию статьи подразделы.

Должен быть переведен текст в таблицах и в рисунках. Текст 
должен быть и на русском, и на английском языках.

Введение
В разделе дается обоснование актуальности исследования и 

четко формулируется цель исследования.
Материалы и методы
Названия лекарственных средств следует писать со строчной 

буквы на русском языке с обязательным указанием международ
ного непатентованного названия, а при его отсутствии — группи
ровочного или химического названия. Международные непатен
тованные названия фармацевтических субстанций и торговые 
наименования лекарственных средств необходимо оформлять в 
соответствии с Государственным реестром лекарственных средств 
(grls.rosminzdrav.ru). При описании в работе результатов клиничес
ких исследований необходимо привести номер и дату разрешения 
на проведение клинического исследования согласно Реестру вы
данных разрешений на проведение клинических исследований 
лекарственных препаратов.

При описании используемых общелабораторных реактивов 
следует приводить их наименование, класс чистоты, фирму-про-
изводителя и страну происхождения [пример: хлористоводород
ная кислота, х.ч. (Сигма Тек, Россия)]. При описании специфических 
импортных реактивов [пример: из каталога Sigma-Aldrich] необхо
димо дополнительно приводить каталожный номер реактива. 

При описании исследуемых лекарственных средств необхо
димо приводить их торговое наименование, фирму-произодителя, 
страну происхождения, серию и срок годности [пример: Синдра
нол таблетки пролонгированного действия, покрытые пленоч
ной оболочкой 4 мг, производства ФАРМАТЕН С.А., Греция, серия 
1100638, срок годности до 05.2013].

При описании используемых стандартных образцов необ-
ходимо приводить количественное содержание активного ве
щества в стандартном образце, фирму-произодитель, страну 
происхождения, серию и срок годности [пример: римантадина 
гидрохлорид, субстанция-порошок, содержание римантадина 
99,9 %, Чжецзян Апелоа Кангю Фармацеутикал Ко.Лтд, Китай, серия  
KY-RH-M20110116, годен до 27.01.2016 г.].

При описании используемого аналитического оборудования 
необходимо указывать его название, фирму-производителя и 
страну происхождения [пример: прибор для теста «Растворение»  
DT-720 (Erweka GmbH, Германия)].

При описании используемого программного обеспечения не
обходимо указывать его название, версию, фирму-производителя, 
страну происхождения [пример: ChemStation (ver. B.04.03), Agilent 
Technologies, США].

При приведении в работе первичных данных аналитических 
исследований (спектров, хроматограмм, калибровочных графиков) 
их необходимо приводить в цвете, в прослеживаемом форма
те, с четкими, разборчивыми подписями осей, пиков, спектраль
ных максимумов и т. д.). Названия лекарственных средств следует 
писать со строчной буквы на русском языке с обязательным ука
занием международного непатентованного названия, а при его от
сутствии – группировочного или химического названия.

Числовые данные необходимо указывать цифрами, в десятич
ных дробях использовать запятые. Математические и химические 
формулы писать четко, с указанием на полях букв алфавита (рус
ский, латинский, греческий), а также прописных и строчных букв, 
показателей степени, индексов. К статье может быть приложено 
необходимое количество таблиц и рисунков. Все таблицы и рисун
ки должны иметь номер и название, текст статьи должен содержать 
ссылку 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.).



256 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2023. Т. 12, № 4
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2023. V. 12, No. 4

Результаты и обсуждение
В разделе в логической последовательности представляют-

ся результаты исследования в виде текста, таблиц или рисунков 
(графики, диаграммы). Следует избегать повторения в тексте дан-
ных из таблиц или рисунков. В качестве альтернативы таблицам с 
большим числом данных используются графики. На графиках и ди-
аграммах рекомендуется указывать доверительный интервал или 
квадратичное отклонение. На графиках обязательно должны быть 
подписи и разметка осей, указаны единицы измерений.

В разделе следует выделить новые и важные аспекты резуль-
татов проведенного исследования, проанализировать возможные 
механизмы или толкования этих данных, по возможности сопоста-
вить их с данными других исследователей. Не следует повторять 
сведения, уже приводившиеся в разделе «Введение», и подробные 
данные из раздела «Результаты». В обсуждение можно включить 
обоснованные рекомендации и возможное применение получен-
ных результатов в предстоящих исследованиях.

В обзорных статьях рекомендуется описать методы и глуби-
ну поиска статей, критерии включения найденных материалов в 
обзор.

Заключение
В разделе представляются сформулированные в виде выво-

дов результаты решения проблемы, указанной в заголовке и цели 
статьи. Не следует ссылаться на незавершенную работу. Выводы 
работы должны подтверждаться результатами проведенного ста-
тистического анализа, а не носить декларативный характер, обу-
словленный общими принципами.

ДОПОЛНИТЕЛЬНАЯ ИНФОРМАЦИЯ
Конфликт интересов
Указать наличие так называемого конфликта интересов, то 

есть условий и фактов, способных повлиять на результаты иссле-
дования (например, финансирование от заинтересованных лиц и 
компаний, их участие в обсуждении результатов исследования, на-
писании рукописи и т. д.).  

При отсутствии таковых использовать следующую форму-
лировку: «Авторы декларируют отсутствие явных и потенциаль-
ных конфликтов интересов, связанных с публикацией настоящей 
статьи».

Источник финансирования
Необходимо указывать источник финансирования как науч-

ной работы, так и процесса публикации статьи (фонд, коммерче-
ская или государственная организация, частное лицо и др.). Ука-
зывать размер финансирования не требуется. При отсутствии 
источника финансирования использовать следующую формули-
ровку: «Авторы заявляют об отсутствии финансирования».

Соответствие принципам этики
Научно-исследовательские проекты с участием людей долж-

ны соответствовать этическим стандартам, разработанным в соот-
ветствии с Хельсинкской декларацией Всемирной медицинской ас-
социации «Этические принципы проведения научных медицинских 
исследований с участием человека» с поправками 2000 г. и «Пра-
вилами клинической практики в Российской Федерации», утверж-
денными Приказом Минздрава РФ от 19.06.2003 г. № 266. Все ли-
ца, участвующие в исследовании, должны дать информированное 
согласие на участие в исследовании. Для публикации результатов 
оригинальной работы необходимо указать, подписывали ли участ-
ники исследования информированное согласие.

Научно-исследовательские проекты, требующие использова-
ния экспериментальных животных, должны выполняться с соблю-
дением принципов гуманности, изложенных в директивах Евро-
пейского сообщества (86/609/ЕЕС) и Хельсинкской декларации

В обоих случаях необходимо указать, был ли протокол иссле-
дования одобрен этическим комитетом (с приведением названия 
соответствующей организации, номера протокола и даты заседа-
ния комитета).

Благодарности
Все члены коллектива, не отвечающие критериям авторства, 

должны быть перечислены с их согласия с подзаголовком «Выра-
жение признательности».

ССЫЛКИ В ТЕКСТЕ СТАТЬИ
В журнале применяется ванкуверский стиль цитирования: 

в списке литературы ссылки нумеруются в порядке упоминания в 
тексте (независимо от языка, на котором дана работа), а не по ал-

фавиту. Библиографические ссылки в тексте статьи обозначаются 
цифрами в квадратных скобках (ГОСТ Р 7.0.5-2008).

Библиографическая информация должна быть современной, 
авторитетной и исчерпывающей. Ссылки должны даваться на пер-
воисточники и не цитировать один обзор, где они были упомя-
нуты. Ссылки должны быть сверены авторами с оригинальными 
документами.

Каждый научный факт должен сопровождаться отдельной 
ссылкой на источник. Если в одном предложении упоминается не-
сколько научных фактов, после каждого из них ставится ссылка (не 
в конце предложения). При множественных ссылках они даются в 
порядке хронологии [5–9]. Необходимо убедиться в том, что все 
ссылки, приведенные в тексте, присутствуют в списке литературы 
(и наоборот).

Не следует ссылаться: на неопубликованные статьи, на дис-
сертации, а также авторефераты диссертаций, правильнее ссылать-
ся на статьи, опубликованные по материалам диссертационных 
исследований.

Следует избегать ссылок на тезисы и статьи из сборников 
трудов и материалов конференций, поскольку их названия по тре-
бованию зарубежных баз данных должны быть переведены на 
английский язык. Еще не опубликованные, но принятые к печати 
статьи указываются «в печати» или «готовится к выходу», с добавле-
нием письменного разрешения автора и издательства.

Недопустимо самоцитирование, кроме случаев, когда это 
необходимо (в обзоре литературы не более 3–5 ссылок).

Документы (приказы, ГОСТы, медико-санитарные правила, ме-
тодические указания, положения, постановления, санитарно-эпи-
демиологические правила, нормативы, федеральные законы) нуж-
но указывать в скобках в тексте.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
Список литературы под заголовком Литература/References 

размещается в конце статьи и включает библиографическое описа-
ние всех работ, которые цитируются в тексте статьи.

Библиографические списки составляются с учетом «Единых 
требований к рукописям, представляемым в биомедицинские жур-
налы» Международного комитета редакторов медицинских журна-
лов (Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical 
Journals). Правильное описание используемых источников в спи-
сках литературы является залогом того, что цитируемая публика-
ция будет учтена при оценке научной деятельности ее авторов и 
организаций, где они работают.

Учитывая требования международных систем цитирования, 
библиографические списки входят в англоязычный блок статьи 
и, соответственно, должны даваться не только на языке оригина-
ла, но и в романском алфавите (латинскими буквами). Поэтому ав-
торы статей должны представлять англоязычные источники лати-
ницей, а русскоязычные – кириллицей и в романском алфавите. 
Транслитерируются фамилии авторов и русскоязычные названия 
источников (выделяется курсивом). Переводятся на английский 
язык названия статей, монографий, сборников статей, конферен-
ций с указанием после выходных данных языка источника (In Russ.). 
Название русскоязычных журналов в REFERENCES дается в транс-
литерации, затем ставится знак = и дается английское название 
журнала (не нужно самостоятельно переводить русское название 
журнала на английский язык, можно указать лишь ту версию назва-
ния на английском языке, которая, как правило, имеется на англоя-
зычном сайте этого журнала. Если же ее нет, можно ограничиться 
транслитерацией).

Технология подготовки описания с использованием системы 
автоматической транслитерации и переводчика на сайте http://
www.translit.ru
1.	 Войти на сайт translit.ru. В окошке «варианты» выбрать систему 

транслитерации BGN (Board of Geographic Names). Вставить в 
специальное поле ФИО авторов, название издания  на русском 
языке и нажать кнопку «в транслит».

2.	 Копировать транслитерированный текст в готовящийся 
список.

3.	 Перевести с помощью переводчика Google название книги, 
статьи на английский язык, перенести его в готовящийся спи-
сок. Перевод, безусловно, требует редактирования, поэтому 
данную часть необходимо готовить человеку, понимающему 
английский язык.

4.	 Объединить транслитерируемое и переводное описания, 
оформляя в соответствии с принятыми правилами.
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5.	 В конце описания в круглых скобках указывается (In Russ.).

Образец оформления списка литературы
Литература/References
1. Литература
Насырова Р. Ф., Иванов М. В., Незнанов Н. Г. Введение в психофар-

макогенетику. СПб.: Издательский центр СПб НИПНИ им. В. М. Бех- 
терева; 2015. 272 с. 

References
Nasyrova R. F., Ivanov M. V., Neznanov N. G. Vvedenie v psikhofar-

makogenetiku [Introduction to psychophar-macogenetics]. St. Peters-
burg: Izdatel’skiy tsentr SPb NIPNI im. V. M. Bekhtereva; 2015. 272 p. (In 
Russ.).

2. Литература
Колесник А. П. Прогностическое значение экспрессии р53 у 

больных с ранними стадиями немелкоклеточного рака легкого. Он-
кология. 2013;15(1):20–23

References
Kolesnik A. P. Prognostic value of p53 expression in patients with 

early non-small cell lung cancer. Onkologiya. 2013;15(1):20–23. (In Russ.).
3. Литература
Шульженко М. Г., Василенко И. А., Уграк Б. И., Шохин И. Е., Мед-

ведев Ю. В., Малашенко Е. А. Сравнительный анализ методов опре-
деления подлинности субстанции-порошок «Даларгин». Разра-
ботка и регистрация лекарственных средств. 2020;9(3):111–117DOI: 
10.33380/2305-2066-2020-9-3-111-117.

References
Shulzhenko M. G., Vasilenko I. A., Ugrak B. I., Shohin I. E., 

Medvedev Yu. V., Malashenko E. A. Comparative analysis of methods 
for determining the authenticity of the substance – «Dalargin» 
inquiry. Razrabotka i registratsiya lekarstvennykh sredstv  = Drug 
development & registration. 2020;9(3):111–117. (In Russ.). DOI: 
10.33380/2305-2066-2020-9-3-111-117.

4. Литература/References
Üçok A., Gaebel W. Side effects of atypical antipsychotics: a 

brief overview. World Psychiatry. 2008;7(1):58–62. DOI: 10.1002/j.2051-
5545.2008.tb00154.x.

5. Литература/References
Cornier M. A., Dabelea D., Hernandez T. L., Lindstrom R. C., 

Steig A. J., Nicole R. S., Van Pelt R. E., Wang H., Eckel R. H. The metabolic 
syndrome. Endocrine Reviews. 2008;29(7):777–822. DOI: 10.1210/
er.2008–0024.

В библиографическом описании каждого источника долж-
ны быть представлены ВСЕ АВТОРЫ. Список литературы должен 
соответствовать формату, рекомендуемому Американской Нацио-
нальной Организацией по Информационным стандартам (National 
Information Standards Organisation – NISO), принятому National 
Library of Medicine (NLM) для баз данных (Library’s MEDLINE/PubMed 
database) NLM: http://www. nlm.nih.gov/citingmedicine.

Названия периодических изданий могут быть написаны в со-
кращенной форме в соответствии с каталогом названий базы 
данных MedLine (NLM Catalog). Обычно эта форма написания са-
мостоятельно принимается изданием; ее можно узнать на сайте из-
дательства либо в списке аббревиатур Index Medicus. Если журнал 
не индексируется в MedLine, необходимо указывать его полное на-
звание. Названия отечественных журналов сокращать нельзя. Не-
допустимо сокращать название статьи.

Библиографические стандарты описания цитируемых 
публикаций

Монографии
Выходные данные указываются в следующей последователь-

ности: фамилия и инициалы автора (авторов), название моногра-
фии (полностью раскрывая все слова), номер повторного изда-
ния, место издания (город), издательство, год издания, количество 
страниц.

Образец оформления
Для русскоязычных источников
Литература
Соколова Г. Н., Потапова В. Б. Клинико-патогенетические 

аспекты язвенной болезни желудка. М.: Анахарсис; 2009. 328 с.
References
Sokolovа G. N., Pоtapova V. B. Kliniko-patogeneticheskie aspekty 

yazvennoy bolezni zheludka [Clinical and pathogenetic aspects of 
gastric ulcer]. Мoscow: Аnachаrsis; 2009:328 p. (In Russ.).

Для англоязычных источников
Jenkins P. F. Making sense of the chest x-ray: a hands-on guide. 

New York: Oxford University Press; 2005. 194 p.
Статья из журнала
Выходные данные указываются в следующей последователь-

ности:  автор(ы) (фамилии и инициалы всех авторов). Название ста-
тьи. Название журнала (курсивом). Год; том (в скобках номер жур-
нала): цифры первой и последней страниц.

Образец оформления
Для русскоязычных источников
Литература
Шишкин С. В., Мустафина С. В., Щербакова Л. В., Симонова Г. И. 

Метаболический синдром и риск инсульта в популяции Новосибир-
ска. Кардиоваскулярная терапия и профилактика. 2014;13(3):53–57.

References
Shishkin S. V., Mustafina S. V., Shcherbakova L. V., Simonova G. I. 

Metabolic syndrome and risk of stroke in the population of Novosibirsk. 
Kardiovaskulyarnaya terapiya i profilaktika = Cardiovascular Therapy and 
Prevention. 2014;13(3):53–57. (In Russ.).

Для англоязычных источников
Dickerson F. B., Brown C. H., Kreyenbulh J. A., Fang L., Goldberg 

R. W., Wohlheiter K., Dixon L.B . Obesity among individuals with 
serious mental illness. Acta Psychiatr Scand. 2006;113(4):306–313. DOI: 
10.1111/j.1600-0447.2005.00637.x.

Варианты библиографического описания материалов 
конференций: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7272/

Варианты библиографического описания патентов:  
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7260/

Варианты библиографического описания ресурсов уда-
ленного доступа: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7274/

DOI
Во всех случаях, когда у цитируемого материала есть цифро-

вой идентификатор Digital Object Identifier (DOI), его необходимо 
указывать в самом конце библиографической ссылки. Проверять 
наличие DOI статьи следует на сайте http://search.crossref.org/ или 
https://www. citethisforme.citethisforme.com.

Для получения DOI нужно ввести в поисковую строку назва-
ние статьи на английском языке. Данный сайт, помимо DOI, авто-
матически генерирует правильно оформленное библиографичес- 
кое описание статьи на английском языке в стиле цитирования 
АМА. Подавляющее большинство зарубежных журнальных статей 
с 2000 г. и многие русскоязычные статьи (опубликованные после 
2013 г.) зарегистрированы в системе CrossRef и имеют уникальный 
DOI. За достоверность и правильность оформления представля-
емых библиографических данных авторы несут ответственность 
вплоть до отказа в праве на публикацию.

ТАБЛИЦЫ И РИСУНКИ
Таблицы  и рисунки должны быть представлены на русском и 

английском языках.
Таблицы
Таблицы следует помещать в текст статьи, они должны иметь 

нумерованный заголовок на русском и английском языке и четко 
обозначенные графы, удобные и понятные для чтения. Данные та-
блицы должны соответствовать цифрам в тексте, однако не должны 
дублировать представленную в нем информацию.

Ссылки на таблицы в тексте обязательны. Для сноски применя-
ется символ *. Если используются данные из другого опубликован-
ного или неопубликованного источника, должно быть полностью 
приведено его название.

Рисунки
Все рисунки (диаграммы, фотографии) нумеруются. В тексте 

должна быть ссылка на соответствующий рисунок.
Каждый рисунок должен сопровождаться подрисуночной 

подписью на русском и английском языках. В подрисуночных под-
писях не должно быть аббревиатур. Внутририсуночные обозначе-
ния подписываются цифрами или латинскими буквами.

Если рисунки ранее уже публиковались, необходимо указать 
оригинальный источник, представить письменное разрешение на 
их воспроизведение от держателя прав на публикацию.

Список подрисуночных подписей на русском и английском 
языках размещается в конце статьи.

Рисунки представляются отдельными файлами в формате *tif, 
*jpg, *cdr, *ai. с разрешением не менее 300 dpi.

Каждый файл именуется по фамилии первого автора и  номе-
ру рисунка.
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