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Резюме. В силу высокой востребованности препаратов на основе силденафила актуальна разработка методик определе-
ния силденафила в биосубстратах для обеспечения проведения фармакокинетического анализа при исследованиях био-
эквивалентности лекарственных средств. Для разработки методики предложено использовать метод высокоэффективной 
жидкостной хроматографии с тандемной масс-спектрометрией (ВЭЖХ-МС/МС) как высокочувствительный, селектив-
ный, обладающий высокой воспроизводимостью и производительностью. Цель работы: разработка и валидация ВЭЖХ-
МС/МС методики количественного определения силденафила и его активного метаболита N‑десметилсилденафила 
в плазме крови человека. Апробация разработанной методики при изучении фармакокинетических профилей силдена-
фила и N‑десметилсилденафила у здоровых добровольцев в исследовании биоэквивалентности препарата силденафила 
в форме спрея. Материалы и методы: методика реализована на высокоэффективном жидкостном хроматографе Agilent 
1200 с тройным квадруполем Agilent 6440, хроматографическая колонка Poroshell 120 EC‑C18 4,6 м × 150 мм × 2,7 мкм. 
Для приготовления калибровочных образцов использовались стандарты с чистотой 99,5 и 98,5% для силденафила цитрата 
и N-десметилсилденафила соответственно, в качестве внутреннего стандарта использовался варденафил. Изучение фарма-
кокинетических профилей силденафила и N-десметилсилденафила проведено у 44 здоровых добровольцев мужского пола 
в рамках исследования биоэквивалентности препаратов, одобренного Минздравом России. Первичную обработку данных 
проводили с помощью программного обеспечения Mass Hunter версия B 06.00, статистическую обработку — с помощью 
Microsoft Office Excel 2010 и Statistica 6.1. Результаты: разработана и валидирована методика определения силденафила 
и его активного метаболита N‑десметилсилденафила в плазме человека. Разработанная методика успешно использована 
для изучения фармакокинетических профилей указанных соединений у здоровых добровольцев. Выводы: разработанная 
методика определения силденафила и его активного метаболита N‑десметилсилденафила в плазме крови человека являет-
ся простой, воспроизводимой, быстрой и надежной. По результатам фармакокинетических исследований с использовани-
ем разработанной методики изучаемый препарат и препарат сравнения были признаны биоэквивалентными.
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Abstract. A high demand for sildenafil-based drugs puts a premium on the development of methods for quantitation of sildenafil in 
bio-substrates to facilitate pharmacokinetic analysis in bioequivalence studies. High performance liquid chromatography coupled 
with tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS) was proposed for the method development due to its high sensitivity, selectivity, 
reproducibility, and performance. The aim of the study was to develop and validate an HPLC-MS/MS method for quantitative 
determination of sildenafil and its active metabolite N‑desmethyl sildenafil in human plasma. Approbation of the developed tech-
nique in the study of the pharmacokinetic profiles of sildenafil and N-desmethyl sildenafil in healthy volunteers in the study of the 
bioequivalence of the drug sildenafil in the form of a spray. Materials and methods: the method was implemented using the Agilent 
1200 high-performance liquid chromatography system with the Agilent 6440 triple quadrupole system, and Poroshell 120 EC-C18 
chromatographic column, 4.6 m × 150 mm × 2.7 μm. Calibration samples were prepared using sildenafil citrate and N‑desmethyl 
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ВЭЖХ-МС/МС методика количественного определения силденафилаи его метаболита в плазме крови человека ...
HPLC-MS/MS Method for Quantitation of Sildenafiland Its Active Metabolite in Human Plasma 

Препараты для лечения эректильной дисфунк-
ции (ЭД) весьма востребованы. Ингибиторы фос-
фодиэстеразы 5-го типа (иФДЭ-5) остаются препа-
ратом первой линии при лечении ЭД. В настоящее 
время на рынке представлено 4 препарата, относя-
щихся к группе иФДЭ-5: силденафил, тадалафил, 
варденафил, уденафил [1].

В силу высокой востребованности препаратов 
на основе силденафила на российском рынке пред-
ставлены воспроизведенные лекарственные сред-
ства с данным действующим веществом, что обу-
славливает необходимость в методиках определения 
силденафила в биосубстратах для обеспечения фар-
макокинетического анализа в рамках исследований 
биоэквивалентности.

Силденафил метаболизируется главным обра-
зом в печени под действием изофермента СYР3А4 
(основной путь) и изофермента СYР2С9 (минорный 
путь). Основной циркулирующий активный метабо-
лит, образующийся в результате N-деметилирования 
силденафила, подвергается дальнейшему метабо-
лизму. Селективность действия этого метаболита 
в отношении фосфодиэстераз (ФДЭ) сопоставима 
с таковой силденафила, а его активность в отно-
шении фосфодиэстеразы 5-го типа ФДЭ-5 in  vitro 
составляет около 50% активности силденафила. 
Концентрация метаболита в плазме крови здоровых 
добровольцев составляет около 40% от концентра-
ции силденафила1.

Из-за высокого содержания активного метабо-
лита в плазме крови при проведении исследований 
биоэквивалентности лекарственных форм силдена-
фила предпочтительно изучать и фармакокинетиче-
ское поведение N‑десметилсилденафила.

Количественный анализ действующего веще-
ства и (или) его активных метаболитов в биологи-
ческих образцах добровольцев является важным 
этапом проведения исследования биоэквивалент-
ности. Для минимизации факторов, влияющих 
на результат анализа, уменьшения количества ис-

пользуемого образца, ускорения получения ре-
зультатов определение вещества и его метаболитов 
желательно выполнять в рамках единой пробопод-
готовки и одного анализа. С этой целью оптималь-
ным является использование метода высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии с тандемной 
масс-спектрометрией (ВЭЖХ-МС/МС) в связи 
с его высокой чувствительностью, селективностью 
и воспроизводимостью.

Метод ВЭЖХ-МС/МС позволяет опреде-
лять широкий спектр соединений и препаратов, 
в то время как другие методы, например основан-
ные на взаимодействии определяемого вещества 
с моноклональными антителами к нему, требу-
ют специальных наборов реагентов, которые по-
зволяют определять лишь конкретные препараты 
и в основном разработаны для проведения количе-
ственного анализа веществ в рамках фармакологи-
ческого мониторинга.

Реализация ряда существующих методик опре-
деления силденафила и его активного метаболита 
связана с использованием дорогостоящих и труд-
нодоступных изотопно-меченых стандартов [2], 
времязатратной пробоподготовки  — жидкостной-
жидкостной экстракции [2–7], использованием до-
рогостоящей твердофазной экстракции [8], облада-
ет недостаточно низким пределом количественного 
обнаружения [3] и (или) длительным временем ана-
лиза [3, 4, 7, 9, 10]. Кроме того, далеко не во всех 
методиках предусмотрено определение активного 
метаболита [3, 7, 8]. Разработка методики, сочета-
ющей простую и надежную пробоподготовку, ис-
пользование доступных внутренних стандартов, бы-
строту анализа и высокую чувствительность, а также 
позволяющей в рамках одного анализа определять 
силденафил и его активный метаболит, весьма акту-
альна.

Цель работы  — разработка и валидация 
ВЭЖХ-МС/МС методики количественного опре-
деления силденафила и его активного метаболита 

sildenafil reference standards with 99.5 and 98.5% purity, respectively. Vardenafil was used as an internal standard. Pharmacoki-
netic profiles of sildenafil and N-desmethyl sildenafil were studied in 44 healthy male volunteers as part of a bioequivalence study 
approved by the Ministry of Health of the Russian Federation. The primary data processing was performed using Mass Hunter 
software version B 06.00, and statistical processing was performed using Microsoft Office Excel 2010 and Statistica 6.1. Results: 
the authors developed and validated a method for quantitation of sildenafil and its active metabolite N‑desmethyl sildenafil in 
human plasma. The developed method was used successfully to study pharmacokinetic profiles of the discussed compounds in 
healthy volunteers. Conclusions: the developed method of quantitative determination of sildenafil and its active metabolite N‑des-
methyl sildenafil in human plasma is simple, reproducible, fast, and robust. The results of the pharmacokinetic studies using the 
developed method demonstrated bioequivalence of the test product and the reference product.
Key words: validation; sildenafil; N-desmethyl sildenafil; bioequivalence; HPLC-MS/MS
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1	 Виагра, таблетки, покрытые пленочной оболочкой. Инструкция по применению лекарственного препарата для медицинского 
применения (от 23.05.2016). Государственный реестр лекарственных средств Российской Федерации.
	 CHMP assessment report for Sildenafil TEVA (Procedure No. EMEA/H/C/001073). EMA; 2009.

mailto:rodgengeor@yandex.ru


Ведомости Научного центра экспертизы средств медицинского применения 2020. Т. 10, № 3 
The Bulletin of the Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products 2020. V. 10, No. 3

194

О
РИ

ГИ
Н

АЛ
ЬН

Ы
Е 

СТ
АТ

ЬИ
 /

 O
R

IG
IN

AL
 A

RT
IC

LE
S

Г. Г. Родионов и др.
G. G. Rodionov et al.

N‑десметилсилденафила в плазме крови человека. 
Апробация разработанной методики при изуче-
нии фармакокинетических профилей силденафила 
и N‑десметилсилденафила у здоровых доброволь-
цев в исследовании биоэквивалентности препарата 
силденафила в форме спрея.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Аналитическое оборудование: высокоэффек-
тивный жидкостной хроматограф Agilent 1200 
с тройным квадруполем Agilent 6440 ВЭЖХ-МС/МС 
с системой ионизации «электроспрей» (ESI); хрома-
тографическая колонка Poroshell 120 EC-C18 4,6 м × 
150 мм × 2,7 мкм.

Оборудование для пробоподготовки: шкаф лабо-
раторный в комплекте Koettermann 1800×900×2250; 
холодильник ATLANT; центрифуга Allegra 25R 
(«Бекмен Культер», США); весы Sartorius R 200D 
(Германия) с измерением массы до 250 г с точностью 
0,0001–0,00001 г; вихревая мешалка типа Vortex; ав-
томатические дозаторы фирмы Biohit с дозируемым 
объемом 0,5–5000 мкл.

Расходные материалы: микропробирки типа 
«эппендорф»; полипропиленовые флаконы (виалы) 
для анализируемых и градуировочных растворов 
вместимостью 250 мкл с защелкивающимися крыш-
ками (Agilent).

Реактивы: силденафила цитрат — стандартный 
образец (99,5%, Hetero Drugs Limited, Индия, серия 
SC0200316); N-десметилсилденафил — стандартный 
образец (98,5%, Simson Lifescience Pvt Ltd, Мумбаи, 
серия SL‑PRH-048-044); варденафил гидрохлорид 
(внутренний стандарт)  — референсный стандарт, 
(90,5%, EDQM, Франция, серия 1.0, годен до N/A). 
Все стандарты имели сертификаты качества с указа-
нием аттестованного количественного содержания 
аналита и примесей.

Вода дистиллированная (ГОСТ 6709-72 «Вода 
дистиллированная. Технические условия»); ацето-
нитрил (Baker HPLC Analyzed, HPLC Far UV/ Gra-
dient Grade); метанол (Baker HPLC Analyzed, HPLC 
Gradient Grade); кислота муравьиная (G 2453-85060, 
Agilent, США).

Исследуемые образцы: образцы плазмы кро-
ви для количественного анализа были получены 
от 44  здоровых добровольцев в возрасте 18–45 лет 
мужского пола, включенных в исследование биоэк-
вивалентности. Разрешение на проведение клиниче-
ского исследования №  419 выдано Министерством 
здравоохранения РФ 1 августа 2017 г. по результатам 
экспертизы документов. Положительное решение 
Совета по этике Минздрава России вынесено 14 мар-
та 2017 г. (выписка из протокола № 143), также прове-
дение исследования одобрено локальным этическим 
комитетом исследовательского центра (выписка № 4 

из протокола заседания № 20 от 24 августа 2017 г. ло-
кального этического комитета ООО «Научно-иссле-
довательский центр Эко-Безопасность»).

Исследуемый лекарственный препарат в ле-
карственной форме «спрей для приема внутрь до-
зированный» представлял собой спиртово-водный 
раствор силденафила. Так как различные лекар-
ственные формы для приема внутрь с немедленным 
высвобождением в рамках изучения биодоступ-
ности признаются одной и той же лекарственной 
формой2, в отношении спрея для приема внутрь до-
зированного возможно проведение исследования 
биоэквивалентности по фармакокинетическим ко-
нечным точкам в сравнении с лекарственным пре-
паратом, представленном в твердой лекарственной 
форме для приема внутрь. В связи с вышеизложен-
ным в качестве препарата сравнения использованы 
таблетки, покрытые пленочной оболочкой, Виа-
гра®, 50 мг («Фарева Амбуаз», Франция). Поскольку 
одна доза исследуемого лекарственного препарата 
содержит 12,5 мг силденафила, то в рамках иссле-
дования биоэквивалентности с целью достижения 
дозы 50 мг (равной дозировке лекарственного пре-
парата сравнения) необходимо было ввести 4 дозы 
спрея (4 нажатия на дозатор).

Для определения фармакокинетических по-
казателей проводился отбор проб крови в течение 
24 ч по следующей схеме: 0 (за 10–15 мин до прие-
ма лекарственного препарата), через 0,25; 0,5; 0,67; 
0,83; 1; 1,25; 1,5; 1,75; 2; 2,33; 2,67; 3; 3,5; 4; 5; 6; 8; 
10; 12; 16 и 24 ч. Промежуток времени между взя-
тием крови и ее обработкой не превышал 20 мин. 
Плазму крови отделяли центрифугированием 
при 3000 об/мин в течение 20 мин и хранили не бо-
лее трех недель при температуре не выше –20  °С 
до проведения анализа.

Анализ данных. Первичную обработку данных 
проводили с помощью программного обеспечения 
Mass Hunter версия B 06.00 (Agilent Technologies, 
США). Фармакокинетические показатели на ос-
новании полученных результатов измерения кон-
центраций силденафила и N‑десметилсилденафила 
в плазме крови добровольцев для каждого испытуе-
мого определены и/или вычислены с помощью про-
грамм Microsoft Office Excel 2010 и Statistica 6.1.

Статистический анализ различий времени до-
стижения максимальных концентраций силдена-
фила и его активного метаболита в плазме крови 
добровольцев (Т

max
) проводился с помощью непа-

раметрического T-критерия Уилкоксона для пар-
ных выборок. Статистический анализ различий 
периода полувыведения препарата (T

1/2
) и констан-

ты выведения (k
el
) проводился с помощью параме-

трического двустороннего t-критерия Стьюдента 
для парных выборок.

2	 Руководство по экспертизе лекарственных средств. Т. I. М.: Гриф и К; 2013.
	 Bioanalytical method validation (EMEA/CHMP/EWP/192217/2009-Rev1, Corr.2). EMA; 2011.
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Дисперсионный анализ (ANOVA) различий 
по площадям под фармакокинетической кривой 

(AUC
0-t

, AUC
0-∞), относительным скоростям всасы-

вания (C
max

/AUC
0-t

, C
max

/AUC
0-∞) и максимальным 

измеренным значениям концентраций силдена-
фила и N-десметилсилденафила в плазме крови 
добровольцев (C

max
) проводился по логарифми-

чески преобразованным данным (по натурально-
му логарифму ln). Отношения логарифмически 
преобразованных средних значений использова-
лись в качестве точечной оценки исследуемого 
параметра, а 90% доверительный интервал служил 
для выводов о биоэквивалентности или неэквива-
лентности.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для изучения фармакокинетического профиля 
препарата на основе данных научной литературы 
[2–10] разработана методика количественного опре-
деления концентрации силденафила и его актив-
ного метаболита N‑десметилсилденафила в плаз-
ме крови человека методом высокоэффективной 
жидкостной хроматографии с тандемным масс-
спектрометрическим детектированием.

Пробоподготовка была реализована путем осаж-
дения белков. К каждой пробе объемом 200  мкл 
добавляли 20  мкл рабочего раствора внутреннего 
стандарта (варденафил 2 мкг/мл) и 400  мкл 0,1% 
раствора муравьиной кислоты в метаноле. Содержи-
мое пробирок тщательно перемешивали с помощью 
перемешивающего устройства типа Vortex в течение 
5 мин, после чего центрифугировали 10 мин со ско-
ростью 4000  об/мин. 200 мкл надосадочного слоя 
переносили в пластиковые виалы и анализировали 
методом ВЭЖХ-МС/МС путем ввода 10 мкл образ-
ца. Данный вариант подготовки проб к анализу ока-
зался значительно быстрее, чем использование жид-
костной-жидкостной экстракции, в силу отсутствия 
необходимости сушить образцы на определенном 
этапе пробоподготовки, а также не требовал ис-
пользования твердофазной экстракции, что сделало 
пробоподготовку экономичнее. При этом для обоих 
аналитов удалось добиться минимального влияния 
матричных компонентов и высокой чувствитель-
ности методики, экспериментально подобрав оп-
тимальные условия хроматографического разделе-
ния, а также параметры масс-спектрометрического 

Таблица 1. Хроматографические условия измерения

Table 1. Chromatographic conditions

Параметры 
Parameters

Спецификация
Specifications

Колонка
Column

Poroshell 120 EC-C18  
4,6 м × 150 мм × 2,7 мкм

Poroshell 120 EC-C18  
4.6 m × 150 mm × 2.7 μm

Скорость элюирования
Flow rate

0,6 мл/мин
0.6 mL/min

Подвижная фаза А
Mobile phase A

0,1% водный раствор муравьи-
ной кислоты (70%)

0.1% formic acid water solution 
(70%)

Подвижная фаза Б
Mobile phase B

Ацетонитрил (30%)
Acetonitrile (30%)

Режим элюирования
Elution mode

Изократический
Isocratic

Объем ввода
Injection volume

10 мкл
10 µL

Таблица 2. Условия масс-спектрометрического детекти-
рования

Table 2. Mass spectrometric conditions

Параметры 
Parameters

Спецификация
Specifications

Тип ионного источника
Type of ion source

Электроспрей, регистрация 
положительных ионов

Electrospray, registration 
of positive ions

Режим детектирования
Detection mode

MRM (мониторинг реак-
ций заданных ионов)

MRM (multiple reaction 
monitoring)

Параметры работы ионного 
источника:

Parameters of the ion source:
Температура газа-носителя, оС
Gas temperature, оС
Скорость газа-носителя, л/мин
Gas flow rate, L/min,
Давление на распылителе, psi
Nebulizer pressure, psi
Напряжение на капилляре, В
Capillary voltage, V

300

9

20

3000

Таблица 3. Параметры сканирования ионов

Table 3. Ion scanning parameters

Аналит
Analyte

Ион-прекурсор 
Precursor ion

Ион-фрагмент
Product ion

Напряжение на фрагменторе, В 
Fragmentor voltage, V

Энергия соударений, В 
Сollision energy, V

Силденафил
Sildenafil 475,2 58,2 220 30

N-десметилсилденафил
N-desmethyl sildenafil 461,2 283,2 200 40

Внутренний стандарт
Internal standard 489,2 151,1 170 40
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детектирования, обеспечивающие максимальную 
интенсивность сигнала (табл. 1–3). Время удержи-
вания аналитов составило 2,56 и 2,48 мин, а общее 
время анализа — 3,2 мин.

Валидация методики. Валидация проведена в со-
ответствии с требованиями руководства по экспер-
тизе лекарственных средств3. Она включала опреде-
ление следующих параметров: линейность метода, 
пределы количественного определения, селектив-
ность, степень извлечения аналитов и внутренне-
го стандарта, эффект памяти, матричный эффект, 
влияния разбавления, точность и прецизионность 
результатов внутри одной серии и между сериями, 
а также стабильность аналитов в растворах и плазме 
при различных условиях хранения.

Линейность. Диапазон определяемых 
концентраций данной методики составил 
1,8–1424  нг/мл для силденафила и 2,5–1000  нг/мл 
для N‑десметилсилденафила, коэффициент корре-
ляции калибровочной кривой (r2) >0,99. Проанали-
зированы стандартные образцы в 10 концентрациях 
и 3  повторениях. Тип калибровочной зависимости 
и весовой коэффициент определялись наименьшим 
значением стандартного отклонения и наименьшим 
количеством отброшенных точек с наибольшим 
коэффициентом корреляции. При этом обратный 
пересчет концентрации калибровочных стандартов 
и образцов контроля качества был в пределах ±15% 
от номинального значения. Таким образом, тип ка-
либровочной зависимости  — линейный, пересече-
ние с началом координат — игнорируется, весовой 
коэффициент — 1/x.

Нижний предел количественного определения 
данной методики  — 1,8  нг/мл для силденафила 
и 2,5 нг/мл для N-десметилсилденафила. Аналиты 
в данной концентрации определяются в виде узкого 
симметричного пика с соотношением сигнал:шум 
не менее 10:1.

Контроль селективности методики. Для оценки 
селективности методики проанализированы пробы 
интактной плазмы крови, не содержащей аналиты, 
из 20 различных источников. Результаты контроля 
признаны удовлетворительными, так как на масс-
хроматограммах отсутствовали пики при заданных 
переходах масс.

Оценка эффекта памяти системы. Для оценки 
эффекта памяти системы вводили пробы образцов 
интактной плазмы сразу после калибровочных об-
разцов на верхнем уровне концентраций калибро-
вочной кривой. Эффект памяти составил 0%.

Оценка матричного эффекта. Матричный эф-
фект (MF) оценивался по формуле (1) как отноше-
ние аналитического сигнала определяемого соеди-
нения в образце экстракта биологической матрицы 
к отклику аналита в чистом растворителе:

	 MF = S
1
/S

2
,	 (1)

где S
1
 — площадь пика для пробы с добавкой анали-

та в матрицу после ее пробоподготовки; S
2
  — пло-

щадь пика для стандартного раствора.
При анализе 6 образцов с концентрациями, со-

ответствующими образцам контроля качества QCA 
(образцы контроля качества с концентрациями 5,34 
и 7,5 нг/мл силденафила и N‑десметилсилденафила 
соответственно) и QCC (образцы контроля каче-
ства с концентрациями 1068  и 750 нг/мл силдена-
фила и N‑десметилсилденафила соответственно) 
для обоих аналитов не было выявлено значимых 
влияний матричных компонентов  — коэффициент 
вариации для нормализованного матричного фак-
тора не превышал 3,1%, а подавление ионизации 
не превышало 7,1%. Точность определения силдена-
фила — 100,0–101,0% с прецизионностью 2,3–3,7%, 
а его активного метаболита — 92,9–98,0% с преци-
зионностью 3,1–3,8%.

Разбавление образцов. При разбавлении 
в два раза интактной плазмой крови образцов 
с номинальной концентрацией силденафила 
и N‑десметилсилденафила 3216 и 1500 нг/мл, точ-
ность составила 97,8 и 98,5% с прецизионностью 0,4 
и 2,2% соответственно.

Степень извлечения аналита из матрицы про-
бы. Степень извлечения (Recovery) силденафила, 
N-десметилсилденафила из матрицы пробы оце-
нивалась на трех уровнях концентраций (5,34, 712, 
1068 нг/мл для силденафила и 7,5, 500, 750 нг/мл 
для N‑десметилсилденафила) по формуле (2):

	 Recovery = S
x
/S

0
,	 (2)

где S
x
  — площадь пика аналита при добавлении 

в пробу до пробоподготовки; S
0
  — площадь пика 

аналита при добавлении в пробу после пробоподго-
товки.

Степень извлечения силденафила варьирова-
лась от 89,7 до 95,0% с прецизионностью 1,2–3,5%, 
степень извлечения N-десметилсилденафила  — 
от 96,6 до 99,6% с прецизионностью 1,5–2,9%.

Прецизионность и точность методики. Преци-
зионность и достоверность определения оценивали 
внутри одной аналитической серии (n = 5) и между 
сериями в 3 разных дня (n = 15). Точность и преци-
зионность растворов контроля качества силдена-
фила и N-десметилсилденафила были определены 
по калибровочным кривым (табл. 4).

Контроль стабильности аналитов. Проведе-
на оценка стабильности образцов силденафила 
и N-десметилсилденафила на двух уровнях кон-
центраций  — соответствующих QCA (5,34 нг/мл 
силденафила и 7,5 нг/мл N‑десметилсилденафила) 
и QCC (1068 нг/мл силденафила и 750 нг/мл 
N‑десметилсилденафила) при краткосрочном 

3	 Руководство по экспертизе лекарственных средств. М.: Полиграф-Плюс; 2014. 
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(8-часовом) и долгосрочном хранении (3 недели), 
после 3 циклов заморозки-разморозки, а также 
стабильность образцов, прошедших пробоподго-
товку, в автосамплере при комнатной температуре 
в течение 24 ч. Потери при хранении образцов в те-
чение 8 ч при комнатной температуре не превы-
шали 0,9% для обоих аналитов. При долгосрочном 

хранении в течение трех недель при температуре 
–18  °C максимальные потери для силденафила 
составили 1,6%, а для N‑десметилсилденафила — 
3,9%. После прохождения трех циклов замороз-
ки-разморозки потери аналита не превышали 
4,0% для силденафила и 1,9% для его активного 
метаболита.

Таблица 4. Прецизионность и достоверность метода в рамках одной аналитической серии и между сериями

Table 4. The intra-run and inter-run precision and accuracy of the method

Параметр
Parameter

Добавленная концентрация силденафила, нг/мл
Sildenafil, nominal concentration, ng/mL 

внутри серии, n = 5
intra-run, n = 5

между сериями, n = 15
inter-run, n = 15

QCA QCB QCC QCA QCB QCC

5,34 712 1068 5,34 712 1068

Расчет, среднее, нг/мл 
Calculation, mean, ng/mL 5,45 713 1064 5,32 708 1066

Прецизионность, %
Precision, % 4,1 4,3 3,0 6,3 4,5 5,0

Точность, %
Accuracy, % 102,0 100,1 99,7 99,7 99,5 99,8

Параметр
Parameter

N-десметилсилденафил, добавленная концентрация, нг/мл 
N-desmethyl sildenafil, nominal concentration, ng/mL

внутри серии, n = 5
intra-run, n = 5

между сериями, n = 15
inter-run, n = 15

QCA QCB QCC QCA QCB QCC

7,50 500 750 7,50 500 750

Расчет, среднее, нг/мл  
Calculation, mean, ng/mL 7,51 494 729 7,52 501 734

Прецизионность, %
Precision, % 3,8 3,0 2,6 3,7 3,4 3,1

Точность, %
Accuracy, % 100,1 98,8 97,2 100,3 100,1 97,8

Примечание. QCА — образец контроля качества с низкой концентрацией; QCВ — образец контроля качества со средней концентраци-
ей; QCС — образец контроля качества с высокой концентрацией.
Note. QCA—quality control sample with low concentration; QCB—quality control sample with average concentration; QCC—sample quality 
control with high concentration.

Таблица 5. Фармакокинетические параметры силденафила и N‑десметилсилденафила

Table 5. Pharmacokinetic parameters of sildenafil and N-desmethyl sildenafil

Параметр
Parameter

Силденафил
Sildenafil

N-десметилсилденафил
N-desmethyl sildenafil

исследуемый препарат
test drug

препарат сравнения
reference drug

исследуемый препарат
test drug

препарат сравнения
reference drug

C
max

, нг/мл
C

max
, ng/mL 399 ± 236 434 ± 234 123,0 ±64,8 125,3 ±62,8

AUC
0–∞, нг×ч/мл

AUC
0–∞, ng×h/mL 1161 ± 612 1367 ± 982 384,4 ± 93,4 424,5 ± 239,5

AUC
0–t

, нг×ч/мл 
AUC

0–t
, ng×h/mL 1147 ± 611 1361 ± 976 365,7 ± 194,6 403,6 ± 238,9

T
max

, ч
T

max
, h 0,85 ± 0,52 1,04 ± 0,51 0,82 ± 0,47 1,01 ± 0,54

T
1/2

, ч
T

1/2
, h 2,44 ± 0,32 2,57 ± 0,37 3,58 ± 0,67 3,81 ± 1,04
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Рабочие растворы оставались стабильны в тече-
ние 24 ч при хранении при температуре 6 ± 2 °С.

Разработанная методика соответствует всем 
требованиям, предъявляемым к биоаналитическим 
методикам, используемым в исследованиях биоэк-
вивалентности лекарственных препаратов.

Сочетание быстрой и простой пробоподготовки 
с высокой чувствительностью и специфичностью 
методики, а также быстрый анализ образцов с одно-
временным определением обоих аналитов обуслов-
ливает научную новизну методики.

Фармакокинетика. Фармакокинетические 
параметры рассчитывались внемодельными ме-
тодами с использованием программы Microsoft 
Office Excel 2010 и Statistica 6.1. Результаты рас-
четов фармакокинетических параметров силде-
нафила и N-десметилсилденафила после приема 

исследуемого препарата и препарата сравнения 
представлены в таблице 5. Следует отметить, 
что характер зависимости «концентрация — вре-
мя» силденафила и N-десметилсилденафила 
для сравниваемых препаратов практически не от-
личается (рис. 1).

Полученные 90% доверительные интервалы 
фармакокинетических параметров AUC

0–t
, C

max
, 

C
max

/AUC
0–t 

силденафила и его активного метаболита 
N‑десметилсилденафила (табл. 6) лежат в пределах, 
установленных методическими указаниями Мини-
стерства здравоохранения Российской Федерации4 
(80–125%), что свидетельствует о биоэквивалент-
ности исследуемых препаратов. По результатам дан-
ного исследования в России впервые зарегистриро-
ван препарат силденафила в лекарственной форме 
«спрей».
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Рис. 1. Динамика изменений концентраций силденафила (a) и N-десметилсилденафила (b) в крови добровольцев после одно-
кратного приема исследуемого препарата (T) и препарата сравнения (R) (на графиках приведены средние значения концен-
траций (точки) и стандартные отклонения (штрихи))

Fig. 1. Changes in the concentrations of sildenafil (a) and N-desmethyl sildenafil (b) in the blood of volunteers following a single dose of 
the test drug (T) and reference drug (R) (the graphs show mean concentration values (dots) and standard deviations (stripes))

Таблица 6. 90% доверительные интервалы для отношений средних геометрических значений параметров AUC
0-t

, C
max

 
и C

max
/AUC

0-t 
силденафила и его активного метаболита N-десметилсилденафила

Table 6. 90% confidence intervals for the ratios of geometric means of AUC
0-t

, C
max,

 and C
max

/AUC
0-t

 of sildenafil and its active 
metabolite N-desmethyl sildenafil

Параметр
Parameter

Отношение средних значений, %
Ratio of the means, %

90% доверительные интервалы
90% confidence intervals

Силденафил
Sildenafil

AUC
0-t

90,95 81,90–101,01

C
max

93,13 82,41–105,26

C
max

/AUC
0-t

102,40 94,65–110,77

N-десметилсилденафил
N-desmethyl sildenafil

AUC
0-t

95,69 86,09–106,35

C
max

102,07 88,62–117,56

C
max

/AUC
0-t

106,67 97,73–116,43

4	 Руководство по экспертизе лекарственных средств. Т. I. М.: Гриф и К; 2013.
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ВЭЖХ-МС/МС методика количественного определения силденафилаи его метаболита в плазме крови человека ...
HPLC-MS/MS Method for Quantitation of Sildenafiland Its Active Metabolite in Human Plasma 

ВЫВОДЫ

Разработана надежная, воспроизводимая, бы-
страя и простая методика определения силденафила 
и его активного метаболита N‑десметилсилденафила  
в плазме крови человека, реализуемая с помощью 
метода ВЭЖХ-МС/МС. Методика валидирова-
на в соответствии с требованиями Евразийского 
экономического союза и Европейского агентства 
по лекарственным средствам и соответствует всем 
требованиям, предъявляемым к биоаналитическим 
методикам, используемым в исследованиях биоэк-
вивалентности лекарственных препаратов. Исполь-
зуемый способ осаждения белков при пробоподго-
товке и быстрое хроматографическое разделение 
аналитов и эндогенных компонентов плазмы крови 
позволяют получить приемлемый результат без ка-
ких-либо значимых эффектов наложения.

Разработанная методика успешно применена 
при проведении исследования биоэквивалентности 
двух лекарственных форм силденафила. На осно-
вании полученных данных, учитывая, что 90% до-
верительный интервал для отношения средних 
геометрических значений параметров AUC

0–t
, C

max
 

и C
max

/AUC
0–t 

силденафила и его активного метабо-
лита N‑десметилсилденафила не выходит за преде-
лы 80–125%, испытуемый препарат (спрей для при-
ема внутрь дозированный, 12,5 мг/доза) и препарат 
сравнения (таблетки, покрытые пленочной оболоч-
кой, 50 мг) являются биоэквивалентными.

По результатам данного исследования препарат 
силденафила в лекарственной форме «спрей» был 
впервые зарегистрирован в России.
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