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Ингибиторы ангиотензинпревращающего фермен-
та (АПФ) применяются в кардиологии в течение поч-
ти 30 лет. За это время благодаря большому количеству 
крупных исследований была доказана эффективность 
этой группы препаратов при лечении артериальной ги-
пертензии (АГ), сердечной недостаточности (СН), дис-
функции левого желудочка (ЛЖ), гипертонической и 
диабетической нефропатии [1]. 

В настоящее время к ингибиторам АПФ относят-
ся большое количество лекарственных средств, разли-
чающихся по физико-химическим и фармакокинети-
ческим свойствам. Большинство ингибиторов АПФ яв-
ляются пролекарствами и превращаются в активные 
метаболиты в печени или желудочно-кишечном трак-
те. Пролекарства более липофильны и после превраще-
ния в активные метаболиты лучше проникают в органы-
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мишени, однако у пациентов с заболеваниями и нару-
шениями функции печени наблюдается торможение ак-
тивации ингибиторов АПФ при первом прохождении 
через нее, что необходимо учитывать при выборе пре-
парата [2].

В связи с широким использованием ингибиторов 
АПФ в клинической практике на рынке постоянно по-
являются новые воспроизведенные препараты из дан-
ной фармакологической группы, которые нуждаются 
в клинических исследованиях или исследованиях био-
эквивалентности, поэтому проблема разработки чув-
ствительной, селективной, точной и быстрой методики 
определения лекарственных веществ и их метаболитов 
в организме является на сегодняшний день актуальной.

Периндоприл ([2S-[1[R*(R*)], 2альфа, 3а бета, 7а 
бета]]-1-[2-[[1-(Этоксикарбонил)бутил]амино]-1-
оксопропил]-октагидро-1H-индол-2-карбоновая кис-
лота (в виде трет-бутиламиновой и аргининовой соли) 
– гипотензивное, сосудорасширяющее, кардиопротек-
тивное, натрийуретическое средство, ингибитор анги-
опротензинревращающего фермента. В настоящем ис-
следовании изучали периндоприл в виде третбутилами-
новой соли.

Эмпирическая формула C19H32N2O5. Молекуляр-
ная масса 368.

Периндоприл является пролекарством, из которого в 
организме образуется более активный метаболит перин-
доприлат. Средняя терапевтическая доза периндоприла 
2–4 мг/сут, биодоступность составляет 65–95%, умень-
шается на 35% при одновременном приеме пищи. Мак-
симальная концентрация периндоприла в крови дости-
гается через 1 ч, периндоприлата – через 3–4 ч [3].

В результате обзора литературы было найдено ма-
лое количествео методик, посвященных обнаружению 
в биожидкости данных веществ. Большинство из мето-
дик основаны на методах радиоиммуного  или газохро-
матографического анализа с масс-спектрометрическим 
детектирование ГХ/МС [6,  7,  8]. Для количественного 
определения периндоприла и периндоприлата в основ-
ном используется метод ВЭЖХ/МС/МС [4, 5]; методик 
же с использованием ВЭЖХ/МС в литературе не най-
дено.

В изученных методиках ВЭЖХ/МС/МС в качестве 
количественного определения использовался метод 
внутреннего стандарта (рамиприл) [4, 5]. В пробоподго-
товке использовался метод жидкостной [4] и твердофаз-
ной [5] экстракции.

Нами был выбран метод ВЭЖХ/МС, в связи с тем, 
что он более распространен, чем ВЭЖХ/МС/МС, и из-
за относительной дешевизны анализа. Но при этом, с 
помощью него можно добиться необходимой чувстви-
тельности методики путем использования твердофазной 

экстракции и последующего концентрирования в про-
цессе пробоподготовки.  

Целью настоящей работы было изучение сравни-
тельной фармакокинетики препаратов, содержащих пе-
риндоприл. Для достижения поставленной цели реша-
лись следующие задачи:

•	 разработка воспроизводимого и чувствительного 
метода количественного определения периндопри-
ла и его метаболита в плазме крови методом ВЭЖХ 
с масс-спектрометрическим детектированием;

•	 расчет фармакокинетических параметров перен-
даприла и его метаболита после перорального 
приема испытуемых препаратов;

•	 статистическая обработка полученных результатов. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Анализ проводили на жидкостном хроматографе 

«Agilent 1200» (США), оснащенном вакуумным дегаза-
тором, градиентным насосом, автосамплером и термо-
статом колонок, а также масс-спектрометрическим де-
тектором «Agilent MS 6120» (США) c ионизацией при ат-
мосферном давлении в электроспрее (API-ES). 

Обработку данных проводили при помощи про-
граммного обеспечения ChemStation (ver. B.04.03), 
Agilent Technologies, США.

В качестве пробоподготовки использовался метод 
твердофазной экстракции. С помощью микропипетки 
переносили 750 мкл плазмы в микропробирки. К плаз-
ме прибавляли 20 мкл концентрированной ортофосфор-
ной кислоты, 500 мкл воды и перемешивали на мешалке 
типа вортекс. Данные образцы переносили в картриджи 
для твердофазной экстракции, в которые предваритель-
но добавляли 1 мл метанола с последующим добавлени-
ем 1 мл 2% водного раствора уксусной кислоты. Кар-
тридж с загруженным образцом промывали последова-
тельно 2 мл воды, 5% водным раствором метанола и 1 мл 
воды. Для удаления водной части использовался вакуум 
в течение 5 мин. Периндоприл и периндоприлат элюи-
ровались метанолом объемом 0,5 мл. 50 мкл элюата по-
мещали в автосемплер хроматографа.

Параметры хроматографической системы подбира-
ли таким образом, чтобы получить необходимое разре-
шение пиков периндоприла и периндоприлата. Разде-
ление происходило в изократическом режиме на колон-
ке Zorbax Eclipse XDB-C18 150×4,6мм 5 мкм при темпе-
ратуре термостата 30°С. Подвижная фаза представляла 
собой смесь 0,1% раствора аммиака в воде деионизиро-
ванной и метанола (20:80, об/об). Скорость подвижной 
фазы составила 0,6 мл/мин. Объем вводимой пробы 10 
мкл. Параметры работы масс-спектрометрического де-
тектора подбирали исходя из необходимости получения 
молекулярных ионов определяемых веществ. Детекти-
рование осуществляли в негативной полярности в двух 
режимах: SIM1 по иону m/z=368,10 для периндоприла 
и SIM2 по иону m/z=339,30 для пенидоприлата. Время 
удерживания периндоприла составило около 2,4 мин, 
для периндоприлата – около 1,4 мин.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Валидация разработанной методики. В результате  ис-

следования была разработана методика совместного коли-
чественного определения периндоприла и его метаболита 
(периндоприлата) методом ВЭЖХ/МС. Данная методика 
прошла валидацию по основным параметрам согласно ре-

Рис. 1. Химические формулы периндоприла и периндоприлата
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комендациям по валидации аналитических методик. Бы-
ла доказана селективность метода путем введения образ-
ца плазмы крови без исследуемых веществ со стандартным 
раствором периндоприла и со стандартным раствором пе-
риндоприлата. На хроматограммах образцов чистой плаз-
мы отсутствовали пики, перекрывающиеся со временем 
удерживания периндоприла и периндоприлата. На хрома-
тограммах образцов плазмы с прибавлением стандартно-
го раствора периндоприла и периндоприлата масс-спектр 
и время удерживания пиков соответствовали и не изменя-
лись (рис.2 а,б); прочие пики отсутствовали.

В качестве метода количественного определения ис-
пользовали метод абсолютной калибровки. Методика по-
казала линейную зависимость площади хроматографиче-
ского пика веществ от концентрации в аналитическом 
диапазоне концентраций 1–500 нг/мл для периндопри-
ла и 1–250 нг/мл для периндоприлата. На рисунке 3 при-
ведены полученные калибровочные прямые и линейные 
уравнения с коэффициентами корреляции, значения ко-
торых составили более 0,99.

Отклонения калибровочных растворов от фактиче-
ских значений составили не более 20% для первых точек 
и 15% для последующих.

Была доказана точность и прецизионность методики 
путем анализа 3 образцов плазмы крови с прибавлени-
ем стандартного раствора периндоприла до получения 
концентраций 1 нг/мл, 100 нг/мл и 500 нг/мл и стан-
дартного раствора периндоприлата до получения кон-
центраций 1 нг/мл, 100 нг/мл и 500 нг/мл. Каждый рас-
твор хроматографировали 5 раз. Исследование проводи-

ли в течение 1-го дня (intra -day) и 2-го дня (inter-day). 
Для полученных значений концентраций были рассчи-
таны величины относительного стандартного отклоне-
ния (RSD, %) и относительной погрешности (ε, %), при-
веденные в таблице 1.

Предел количественного определения (ПКО) методи-
ки определяли согласно данным линейности, правильно-
сти и прецизионности. За ПКО методики принималась 
минимальная концентрация периндоприлата в плазме, 
для которой возможно определение периндоприлата со 
значениями RSD и ε не более 20% в диапазоне линейной 
зависимости. Предел количественного определения ме-
тодики составил 1 нг/мл для периндоприла и 1 нг/мл для 
периндоприлата.

Использование разработанной методики в исследова-
нии сравнительной фармакокинетики препаратов периндо-
прила. Разработанный метод был применен для изучения 
фармакокинетики и биоэквивалентности препаратов с 
действующим веществом периндоприл в дозе 8 мг про-
изводства Россия (1-Т) и Германия (2-R) в соответствии 
с Методическими Указаниями «Проведение исследова-
ний биоэквивалентности лекратсвенных средств» [9] . В 
исследование были включены 24 добровольца. Фармако-
кинетическое исследование проводили открытым пере-
крестным рандомизированным методом в 2 этапа с ин-
тервалом между приемами препаратов 14 дней. Образцы 
крови в количестве 5 мл отбирали катетером из кубиталь-
ной вены за 15 мин до приема препарата и через 0,25; 0,5; 
0,75; 1; 1,5; 2; 3; 4; 5; 6; 8; 12; 24 и 48 ч после приема пре-
парата. Анализ фармакокинетических данных и оценка 

Рис.2. Типичные 
хроматограммы образцов 
плазмы крови, содержащих 
периндоприл (а) и 
периндоприлат (б)

(а) (б)

Рис.3. Калибровочные прямые 
для периндоприла (а) и 
периндоприлата (б)

Таблица 1

ТОЧНОСТЬ И ПРЕЦИЗИОННОСТЬ МЕТОДИКИ

Номер образца

Периндоприл Периндоприлат

Intra-day Inter-day Intra-day Inter-day

RSD, % ε, % RSD, % ε, % RSD, % ε, % RSD, % ε, %

Образец 1 5,35 10,20 2,94 6,40 2,61 13,60 1,78 8,20
Образец 2 1,73 6,48 3,47 7,83 1,56 7,72 3,00 9,46
Образец 3 1,07 3,77 1,32 3,47 2,67 4,26 1,49 4,57
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биоэквивалентности исследуемых препаратов проведены 
в соответствии с действующими рекомендациями. 

Фармакокинетические параметры рассчитыва-
ли с помощью программы «R-statistics», пакет bear, 
модельно-независимым методом. Были рассчитаны 
следующие параметры: максимальная концентрация 
Cmax препаратов в крови (максимальное измеренное зна-
чение); время достижения максимальной концентрации 
Tmax; площадь под фармакокинетической кривой AUC0-t; 
площадь под фармакокинетической кривой AUC0-∞; пе-
риод полувыведения T1/2; среднее время удержания пре-
паратов в системном кровотоке MRT; относительная 
скорость всасывания Cmax/AUC. Для оценки исследуе-
мого препарата рассчитывали f – относительную био-
доступность исследуемой лекарственной формы перин-
доприла по отношению к сравниваемой, определяемую 
отношением AUC,T/AUC,R; f′ – относительную сте-
пень всасывания периндоприла, определяемую отно-
шением Cmax,T/Cmax,R; и f′' – относительную скорость 
всасывания периндоприла, определяемую отношением 
(Cmax/AUC,T)/(Cmax/AUC,R).

Полученные экспериментальные данные подверга-
лись статистической обработке тем же программным 
обеспечением. Рассчитывались следующие статисти-
ческие параметры: среднее арифметическое значение, 
среднее геометрическое значение, стандартное откло-
нение среднего результата, границы доверительного ин-
тервала, проведено парное сравнение фармакокинети-

ческих параметров. Оценка биоэквивалентности прово-
дилась применительно к параметрам AUC0-t , Cmax и Cmax/
AUC0-t (натуральные и ln-преобразованные данные). Ре-
зультаты расчетов фармакокинетических параметров 
изученных препаратов представлены в табл. 2.

Из таблицы видно, что значения всех рассчитанных 
параметров фармакокинетики статистически достовер-
но не отличаются. 

90% доверительные интервалы для отношений 
средних параметров AUC, Сmax и Cmax/AUC составили 
94,2–104,6%, 90,677–111,018% и 92,7–105,6% соответ-
ственно для периндоприла, и 90,8–104,5%, 97,1–111,4% 
и 78,8–101,5% для периндоприлата. Полученные дове-
рительные интервалы попадают в интервал критерия 
биоэквивалентности (80–125% для AUC и 75–133% для 
Сmax и Cmax/AUC). Следовательно, изучаемые препараты 
эквивалентны.

Таким образом, в результате проведенного исследова-
ния разработана чувствительная, воспроизводимая мето-
дика совместного количественного определения периндо-
прила и периндоприлата в плазме крови методом ВЭЖХ-
МС, отвечающая основным требованиям, предъявляемым 
к аналитическим методикам. Исходя из результатов, полу-
ченных при изучении сравнительной фармакокинетики 
препаратов, содержащих периндоприл, можно заключить, 
что препараты с данным действующим веществом отече-
ственного и зарубежного производства являются биоэкви-
валентными.

Таблица 2

УСРЕДНЕННЫЕ ФАРМАКОКИНЕТИЧЕСКИЕ ПАРАМЕТРЫ ПЕРИНДОПРИЛА И ПЕРИНДОПРИЛАТА 
ПОСЛЕ ОДНОКРАТНОГО ПРИЕМА ПРЕПАРАТОВ В ДОЗЕ 8 МГ

Лекарственный  
препарат Сmax, нг/мл Tmax , ч

AUC*, нг
ч/мл T1/2, ч

Cmax/AUC*, ч
-1

Препарат 1-T
Периндоприл 225,32±33,45 0,76±0,21 434,63±48,75 6,13±3,39 0,522±0,080
Периндоприлат 24,56±3,05 5,29±0,55 444,42±130,23 22,27±11,71 0,076±0,015

Препарат 2-R
Периндоприл 227,69±39,65 0,73±0,21 430,54±39,66 6,08±2,02 0,530±0,092
Периндоприлат 25,59±3,46 5,58±0,83 391,95±89,96 17,34±7,44 0,081±0,014

* для периндоприла использовалось значение AUC0-t, для периндоприлата - AUC0-∞.(в соответствии с [9] при достаточной 
длительности наблюдения, когда AUC0-t  > 80% AUC0-∞, для оценки полноты всасывания исследуемого препарата следует использовать 
значение AUC0-t, а при условии, что AUC0-t  < 80% AUC0-∞ - значение AUC0-∞).
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