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Уважаемые коллеги!

Журнал «Ведомости Научного центра экспер-
тизы средств медицинского применения», кото-
рый издается уже около 20 лет, вступает в новый 
этап своего развития. 

Начиная с этого номера, журнал выходит 
не только в новом дизайне, но и под новым назва-
нием — «Ведомости Научного центра экспертизы  
средств медицинского применения. Регулятор
ные исследования и экспертиза лекарственных 
средств». Термин «регуляторные исследования» 
означает область знаний об инструментах, стан-
дартах и подходах к изучению безопасности, 
эффективности, качеству и характеристикам ле-
карственных средств, подлежащих регистрации. 
Считаю, что новое название журнала позволит 
вывести журнал за рамки ведомственного изда-
ния, точнее обозначить его тематику и сделать 
журнал более практикоориентированным. 

Главная тема данного номера журнала  — 
«Спект ральные методы анализа в экспертизе ле-
карственных средств». 

В XXI веке при решении задач по исследова-
нию качественного и количественного состава сложных (многокомпонентных) образцов лекарствен-
ных препаратов на ведущую позицию выходят физикохимические методы анализа, среди которых 
ключевую роль играют спектральные (спектроскопические) методы. Это чрезвычайно широкая груп-
па методов, которая, несмотря на большое разнообразие принципов, лежащих в их основе, обладает 
рядом общих особенностей и решает сходные задачи. Благодаря высокой информативности, пре-
цизионности и достоверности, современные варианты спектральных методов анализа позволяют 
получать правильные результаты исследований, выявлять мельчайшие отклонения от заявленного 
состава препарата, что, в конечном итоге, обеспечивает надежное решение задач в экспертизе ле-
карственных средств. В полной мере широкие возможности и уникальные преимущества данной 
группы аналитических методов раскрываются для наиболее сложных по составу препаратов. Важной 
особенностью спектральных методов анализа является быстрое развитие и прогресс в данной об-
ласти, поэтому чрезвычайно важно следить за последними достижениями в методологии и прибо-
ростроении. 

Учитывая особую роль этой группы методов в экспертизе лекарственных средств и необходимость 
ознакомления широкого круга специалистов с последними тенденциями и достижениями в данной 
области, мы подготовили тематический номер нашего журнала и надеемся, что глубокоуважаемые 
читатели найдут его полезным и интересным для себя.

Искренне ваша, 
главный редактор

Косенко 
Валентина Владимировна
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Метод ЯМР в отечественной  
и зарубежных фармакопеях для оценки  
качества лекарственных средств

	 Федеральное	государственное	бюджетное	учреждение 
«Научный	центр	экспертизы	средств	медицинского	применения» 
Министерства	здравоохранения	Российской	Федерации, 
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	 Моисеев Сергей Владимирович; MoiseevSV@expmed.ru

Изучение опыта различных национальных и мировых фармакопей в области 
применения метода спектроскопии ядерного магнитного резонанса (ЯМР) при 
контроле качества лекарственных средств актуально ввиду разработки фарма-
копеи Евразийского экономического союза, а также с учетом политики гармо-
низации отечественной и международных фармакопей. Цель работы — прове-
дение сравнительного анализа перечня показателей качества лекарственных 
средств, оцениваемых методом ЯМР, в отечественной и зарубежных фармако-
пеях. В обзоре обобщен опыт национальных и мировых фармакопей в области 
применения метода ЯМР при контроле качества лекарственных средств и атте-
стации фармакопейных стандартных образцов. Проанализированы следующие 
показатели, оцениваемые данным методом: подтверждение подлинности дей-
ствующего вещества, определение состава соединений нестехиометрического 
строения и средней длины полимерной цепи в полимерах и блоксополимерах, 
определение абсолютного содержания действующего вещества в лекарствен-
ном средстве, идентификация и количественное определение примесей, поли-
морфизм и кристалличность. Показано, что в области внедрения метода ЯМР 
в фармакопейный анализ лидируют Фармакопея США и Японская фармакопея. 
Отмечена положительная динамика внедрения метода ЯМР в Государственной 
фармакопее Российской Федерации. Показана необходимость внесения изме-
нений в общие фармакопейные статьи «Спектроскопия ядерного магнитного 
резонанса» и «Стандартные образцы» Государственной фармакопеи Россий-
ской Федерации XIV изд. в рамках гармонизации отечественной фармакопеи с 
Фармакопеей Евразийского экономического союза и Европейской фармакопеей. 
Эти изменения заключаются в декларировании возможности прямого способа 
установления подлинности вещества путем комплексного анализа спектраль-
ных данных ЯМР без сравнения спектров испытуемого и стандартных образцов. 
При аттестации фармакопейных стандартных образцов метод ЯМР необходимо 
включить в перечень абсолютных методов определения чистоты химических 
первичных стандартных образцов.

Ключевые слова: ЯМРспектроскопия; фармакопея; стандартный образец; фармакопейный анализ; 
контроль качества; лекарственное средство; гармонизация
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NMR as Used in the Russian and Foreign 
Pharmacopoeias for Quality Control of 
Medicinal Products

	 Scientific	Centre	for	Expert	Evaluation	of	Medicinal	Products, 
8/2	Petrovsky	Blvd,	Moscow	127051,	Russian	Federation

	 Sergey V. Moiseev; MoiseevSV@expmed.ru

The ongoing development of the Pharmacopoeia of the Eurasian Economic Union 
and the current trend for harmonisation of the Russian Pharmacopoeia with the 
world leading pharmacopoeias suggest the necessity of studying how different 
pharmacopoeias use nuclear magnetic resonance (NMR) for quality control of medi-
cinal products. The aim of the study was to compare the extent of medicine quality 
characteristics assessed by NMR in the Russian and foreign pharmacopoeias. The 
review summarises the experience of various national and world pharmacopoeias 
in using the NMR method for quality control of medicines and certification of phar-
macopoeial reference materials. The comparative analysis covered the following 
quality parameters: active ingredient identification, determination of the composi-
tion of nonstoichiometric compounds, determination of the average polymer chain 
length in polymers and block copolymers, determination of the absolute content of 
the active ingredient, identification and quantification of impurities, polymorphism, 
and crystallinity. It was shown that the United States and Japanese Pharmacopoeias 
are leading the way in introducing the NMR method into pharmacopoeial analysis. 
There have been some positive trends in the introduction of the NMR method in 
the State Pharmacopoeia of the Russian Federation as well. It was concluded that 
changes are needed in the general chapters “Nuclear Magnetic Resonance Spectro-
scopy” and “Reference Standards” of the State Pharmacopoeia of the Russian Fede
ration, 14th ed. in order to harmonise the texts with those of the Eurasian Pharma-
copoeia and the European Pharmacopoeia and to allow for the possibility of direct 
identification of a substance by complex analysis of NMR spectral data, without 
comparing the test sample and the reference standard spectra. The NMR method 
should be included in the list of absolute methods used for determination of purity 
of primary chemical reference substances during certification.

Key words: NMR spectroscopy; pharmacopoeia; reference standard; pharmacopoeial analysis; quality control; 
medicinal product; harmonisation

For citation: Moiseev S.V., Kuz’mina N.E., Luttseva A.I. NMR as used in the Russian and foreign pharmaco-
poeias for quality control of medicinal products. Vedomosti Nauchnogo tsentra ekspertizy sredstv meditsinskogo 
primeneniya. Regulyatornye issledovaniya i ekspertiza lekarstvennykh sredstv = Bulletin of the Scientific Centre 
for Expert Evaluation of Medicinal Products. Regulatory Research and Medicine Evaluation. 2022;12(1):8–23.  
https://doi.org/10.30895/199129192022121823

Введение 
Использование метода спектроскопии ядерного 
магнитного резонанса (ЯМР) для решения ана-
литических задач началось с разработки кон-
цепции химического сдвига и спинспинового 
взаимодействия с начала 50х годов прошлого 
века. В настоящее время данный метод описан 

во всех фармакопеях мира, где присутствует 
общая фармакопейная статья (ОФС) или моно-
графия «Спектроскопия ядерного магнитного 
резонанса»1. В данных ОФС отражены базовые 
возможности метода ЯМР при решении за-
дач контроля качества лекарственных средств 
(ЛС). Использование метода ЯМР для оценки 

ABSTRACT

S.V. Moiseev  , 
N.E. Kuz’mina , 

А.I. Luttseva  

1 ОФС.1.2.1.1.0007.15 Спектроскопия ядерного магнитного резонанса. Государственная фармакопея Российской Федера-
ции. XIV изд. М.; 2018.

 Проект ОФС 2.2.33 Спектроскопия ядерного магнитного резонанса. Фармакопея Евразийского экономического союза.  
 General Monograph 2.2.33 Nuclear magnetic resonance spectrometry. European Pharmacopoeia. 10th ed. Strasbourg; 2020.
   General Monograph 761 Nuclear magnetic resonance spectroscopy. United States Pharmacopeia. 43rd ed. USP43–NF38. 

Rockville, MD; 2020.
   General Monograph 2.21 Nuclear magnetic resonance spectroscopy. Japanese Pharmacopoeia. 17th ed. English version. Tokyo; 2016. 

https://orcid.org/0000-0003-1310-4477
https://orcid.org/0000-0002-9133-0835
https://orcid.org/0000-0001-8752-5245
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некоторых показателей качества конкретных ЛС 
регламентируется общими и частными фарма-
копейными статьями (ФС). Изучение опыта раз-
личных национальных и мировых фармакопей 
в области применения метода ЯМР при контро-
ле качества ЛС актуально ввиду разработки 
Фармакопеи Евразийского экономического сою-
за (ФЕАЭС), а также с учетом политики гармони-
зации отечественной и Европейской фармакопей.

Цель работы  — проведение сравнительного 
анализа перечня показателей качества лекар-
ственных средств, оцениваемых методом ЯМР, 
в отечественной и зарубежной фармакопеях. 
В качестве объектов исследования использо-
вали материалы Государственной фармакопеи 
Российской Федерации XIV изд. (ГФ РФ  XIV), 
Европейской фармакопеи 10го изд., вер-
сии 10.5 (Рh.  Eur.), Фармакопеи США 43го изд., 
национальный формуляр 38 (USP), Японской 
фармакопеи XVII изд. (JP) и Фармакопеи 
Евразийского экономического союза.

Подтверждение подлинности 
действующего вещества  
лекарственного средства

Метод ЯМР позволяет решать задачу идентифи-
кации соединения двумя способами: напрямую, 
путем самостоятельного определения строе-
ния соединения, и косвенно, путем сравнения 
ЯМРспектров испытуемого и стандартного 
образцов. Самостоятельную структурную ин-
терпретацию спектров ЯМР индивидуальных 
соединений без использования стандартных 
образцов (СО) проводят путем комплексного 
анализа спектральных данных ЯМР (величин 
химических сдвигов, мультиплетности и отно-
сительной интенсивности сигналов в спектрах).

Возможность прямой идентификации структуры 
исследуемого образца ЛС без использования СО 
предусмотрена в монографиях «Спектроскопия 
ядерного магнитного резонанса» Рh. Eur., USP, JP 
и ФЕАЭС. В ГФ РФ XIV подобная ОФС предусмат-
ривает установление подлинности действующего 
вещества косвенным способом путем сравнения 
спектра испытуемого образца со спектром стан-
дартного образца (первичного или вторичного) 

или с известным эталонным спектром2. В то же 
время ГФ РФ XIV содержит ряд ОФС, допускаю-
щих прямую идентификацию соединения ме-
тодом ЯМР. Так, ОФС «Спектроскопия ядерного 
магнитного резонанса для идентификации пеп-
тидов»3 рекомендует проводить установление 
подлинности пептидов методом ЯМР путем 
сравнения спектров испытуемого и стандарт-
ного образцов, но при отсутствии последнего 
допускается самостоятельная идентификация 
аминокислотного состава и определения ами-
нокислотной последовательности испытуемого 
образца. В данной ОФС приведен конкретный 
алгоритм действий, позволяющий напрямую 
установить подлинность пептида. ОФС «Метод 
спектроскопии ЯМР для определения подлинно-
сти полисахаридных вакцин»4 вообще не преду-
сматривает косвенного способа идентифика-
ции строения полисахарида путем сравнения 
спектров испытуемого образца и СО. В данной 
ОФС указано, что идентификация полисахарида 
происходит путем выявления в углеродном спек-
тре сигналов, которые характеризуются опреде-
ленными химическими сдвигами, уникальными 
для данного полисахарида с соответствующими 
доверительными интервалами. Следовательно, 
возможности метода ЯМР при установлении 
подлинности действующего вещества, закреп-
ленные в ОФС «Спектроскопия ядерного магнит-
ного резонанса для идентификации пептидов» 
и «Метод спектроскопии ЯМР для определения 
подлинности полисахаридных вакцин», более 
широкие, чем в ОФС «Спектроскопия ядерного 
магнитного резонанса».

В ФЕАЭС, аналогично ГФ РФ XIV, косвенный 
способ идентификации структуры аналита мето-
дом ЯМР путем сравнения спектров испытуемо-
го и стандартного образцов является основным5. 
Однако ФЕАЭС (в отличие от ГФ РФ XIV) в ОФС 
«Спектроскопия ядерного магнитного резонан-
са» допускает использование рабочего стандарт-
ного образца при отсутствии СО при условии, 
что ЯМРспектр полностью совпадает с заявлен-
ной структурой материала. Такая формулировка 
подразумевает самостоятельную структурную 
интерпретацию рабочего стандартного образца 
методом ЯМР. Что касается конкретных химиче-
ских классов соединений, ФЕАЭС рекомендует 

2 ОФС.1.2.1.1.0007.15 Спектроскопия ядерного магнитного резонанса. Государственная фармакопея Российской Федера-
ции. XIV изд. М.; 2018.

3 ОФС.1.7.2.0036.18 Спектроскопия ядерного магнитного резонанса для идентификации пептидов. Государственная фар-
макопея Российской Федерации. XIV изд. М.; 2018.

4 ОФС.1.7.2.0014.15 Метод спектроскопии ЯМР для определения подлинности полисахаридных вакцин. Государственная 
фармакопея Российской Федерации. XIV изд. М.; 2018.

5 Проект ОФС 2.2.33 Спектроскопия ядерного магнитного резонанса. Фармакопея Евразийского экономического союза. 
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использовать метод ЯМР только для установления 
подлинности пептидов6. В данной ОФС, аналогич-
но соответствующей статье ГФ РФ XIV, указано, 
что «при отсутствии фармакопейного стандарт-
ного образца можно использовать стандартный 
образец, идентичность которого подтверждают 
самостоятельной структурной интерпретацией 
одномерных спектров (применимо к олигопеп-
тидам до 20 аминокислотных остатков при есте-
ственном содержании изотопов 13С). Структурная 
интерпретация осуществляется с использованием 
двумерных методов корреляционной спектроско-
пии». Таким образом, ФЕАЭС допускает прямой 
способ идентификации строения действующего 
вещества при предпочтении косвенного способа.

Действующая редакция Рh. Eur. включает более 
широкий перечень ЛС, подлинность которых 
подтверждается методом ЯМР. В него входят:
• олиго и полипептиды (как химический класс, 

так и индивидуальные соединения: бусере-
лин, гозерелин, гонадорелина ацетат, терли-
прессин, октреотид)7;

• химические прекурсоры радиофармацевти-
ческих препаратов (как целевая группа8, так 
и индивидуальные соединения9);

• гепарины натрия и кальция различных моле-
кулярных масс и лекарственных форм10;

• вакцины (конъюгированная вакцина гемо-
фильная, тип В11, конъюгированные вакцины 
менингококковых групп12, конъюгированная 
вакцина полисахаридная пневмококковая13);

• ЛС животного происхождения (рыбий жир, 
лососевый жир)14;

• рекомбинантные белки15;
• индивидуальные низкомолекулярные соеди-

нения (например, тобрамицин16).

Согласно Рh.  Eur., установление подлинно-
сти действующего вещества в ЛС методом 
ЯМР проводят косвенно, путем сопоставле-
ния спектров испытуемого и стандартного 
образцов17. Однако в Рh.  Eur. предусмотрена 
возможность и прямого способа установле-
ния строения молекулы. Так, в разделе «Тесты 
идентификации» монографии «Спектроскопия 
ядерного магнитного резонанса»18 отмече-
но, что в отсутствие референсного стандарта 
может быть использован образец сравнения, 
идентичность которого должна быть подтвер-
ждена независимой структурной интерпрета-
цией спектральных данных ЯМР или альтерна-
тивными методами.

В USP, в отличие от ГФ РФ, ФЕАЭС и Рh. Eur., пря-
мой способ установления строения анализиру-
емого соединения методом ЯМР регламентиро-
ван в отдельной монографии19. В ней отмечено, 
что информативность спектра ЯМР достаточна 
для вывода структур органических молекул 
даже при отсутствии референсных стандартов 
или их спектров. Относительно простые струк-
туры могут быть идентифицированы с помощью 
химических сдвигов, мультиплетности спинспи-
нового взаимодействия и величин интенсивно-
стей, полученных из одномерных спектров 1H 
и 13C. Для расшифровки более сложных струк-
тур спектроскопистам рекомендуется получать 

6 Проект ОФС 2.2.64 Спектрометрия ядерного магнитного резонанса для идентификации пептидов.  Фармакопея Евразий-
ского экономического союза. 

7 General monograph 2.2.64 Peptide identification by nuclear magnetic resonance. European Pharmacopoeia. 10th ed. Strasbourg; 2020. 
    Monograph 1077 Buserelin; Monograph 1636 Goserelin; Monograph 0827 Gonadorelin acetate; Monograph 12646 Terlipressin; 

Monograph 2414 Octreotide. European Pharmacopoeia. 10th ed. Strasbourg; 2020.
8 Monograph 2902 Chemical precursors for radiopharmaceutical preparations. European Pharmacopoeia. 10th ed. Strasbourg; 2020. 
9 Monograph 2350 Medronic acid for radiopharmaceutical preparations; Monograph 2294 TetraOacetylmannose triflate for 

radiopharmaceutical preparations. European Pharmacopoeia. 10th ed. Strasbourg; 2020.
10 Monograph 0332 Heparin calcium; Monograph 0333 Heparin sodium; Monograph 0828 Heparins, lowmolecularmass; Monograph 

1097 Enoxoparin sodium; Monograph 1134 Nadroparin calcium; Monograph 1252 Parnaparin sodium; Monograph 1271 Tinzaparin 
sodium European Pharmacopoeia. 10th ed. Strasbourg; 2020.

11 Monograph 21219 Haemophilus type B conjugate vaccine. European Pharmacopoeia. 10th ed. Strasbourg; 2020.
12 Monograph 2112 Meningococcal group C conjugate vaccine; Monograph 262 Haemophilus type B and meningococcal group 

C conjugate vaccine; Monograph 3066 Meningococcal group A, C, W135 and Y conjugate vaccine. European Pharmacopoeia. 
10th ed. Strasbourg; 2020.

13 Monograph 2150 Pneumococcal polysaccharide conjugate vaccine (adsorbed). European Pharmacopoeia. 10th ed. Strasbourg; 2020. 
14 Monograph 2398 Codliver oil, farmed; Monograph 1910 Salmon oil, farmed. European Pharmacopoeia. 10th ed. Strasbourg; 2020. 
15 Monograph 0784 Recombinant DNA technology, products of. European Pharmacopoeia. 10th ed. Strasbourg; 2020.
16 Monograph 0645 Tobramycin. European Pharmacopoeia. 10th ed. Strasbourg; 2020. 
17 General Monograph 2.2.33 Nuclear magnetic resonance spectrometry. European Pharmacopoeia. 10th ed. Strasbourg; 2020. 
18 Там же. 
19 General Monograph 1761 Applications of nuclear magnetic resonance spectroscopy. United States Pharmacopeia. 43rd ed. 

USP43–NF38. Rockville, MD; 2020.
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двумерные спектры из экспериментов по опре-
делению гомо или гетероядерных связей.

Действующая редакция USP также содержит 
ряд монографий, регламентирующих косвенное 
подтверждение методом ЯМР подлинности сле-
дующих ЛС:
• олигопептидов (гозерелина ацетат, оксито-

цин)20;
• олиго и полисахаридов (βглюканы, фонда-

паринукс натрия)21;
• бактериальных полисахаридов, используе-

мых при производстве вакцин22;
• гепаринов натрия и кальция различных мо-

лекулярных масс и лекарственных форм, 
включая эноксапарин натрия и далтепарин 
натрия23;

• вакцин (гликоконъюгированных, вакцин 
для человека)24;

• смесей низкомолекулярных соединений25;
• препаратов для перорального введения26.

Также этот метод может использоваться 
для подтверждения подлинности незаявлен-
ных синтетических соединений в продуктах, 
реализуемых через коммерческую сеть как пи-
щевые добавки27.

Сравнительный анализ круга объектов, для ко-
торых отдельными ОФС, ФС и монографиями 
предусмотрено установление подлинности дей-
ствующего вещества методом ЯМР, свиде-
тельствует, что в USP он шире по сравнению 
с ГФ РФ XIV, ФЕАЭС и Рh. Eur.

Следует подчеркнуть, что в USP регламен-
тируется использование метода ЯМР для до-
казательства фальсификации биологически 

активных добавок (БАД) и пищевых доба-
вок растительного или животного происхо-
ждения28. В этой монографии представле-
на процедура выявления фальсификатов. 
Предварительно регистрируют спектры наи-
более распространенных синтетических нар-
котиков, снижающих аппетит, или синтетиче-
ских стимуляторов потенции. Затем выявляют 
характерные для спектров этих веществ сиг-
налы в спектрах БАД натурального проис-
хождения, предназначенных для похудения 
или лечения эректильной дисфункции (их 
чаще всего фальсифицируют).

В JP прямая идентификация соединения 
превалирует над косвенной. Монография 
«Спектроскопия ядерного магнитного резо-
нанса»29 (раздел «Идентификация») первым 
пунктом предусматривает подтверждение 
подлинности на основе использования хи-
мических сдвигов, мультиплетности сигнала 
и его относительной интенсивности, и лишь 
вторым пунктом  — идентификацию с исполь-
зованием референсного стандарта. В соот-
ветствии с этой монографией образец может 
быть идентифицирован как заявленное ве-
щество при условии, что экспериментально 
определенные величины химических сдвигов, 
мультиплетности и относительных интенсив-
ностей сигналов совпадают со справочными 
значениями30. В JP прямую идентификацию 
соединений методом ЯМР без использования 
СО активно используют при анализе природ-
ных ЛС, полученных из минералов, растений, 
органов, тканей, секретов и клеточных вклю-
чений животных (данный вид ЛС в JP объеди-
нен термином «Crude drugs»). В частности, 
идентификацию биоактивных соединений 

20 Monograph 2150 Goserelin Acetate; Monograph 3366 Oxytocin. United States Pharmacopeia. 43rd ed. USP43–NF38. Rockville, 
MD; 2020. 

21 Monograph 4808 Beta Glucan; Monograph 2029 Fondaparinux Sodium. United States Pharmacopeia. 43rd ed. USP43–NF38. 
Rockville, MD; 2020. 

22 General Monograph 198 Nuclear magnetic resonance spectroscopy identity testing of bacterial polysaccharides used in vaccine 
manufacture. United States Pharmacopeia. 43rd ed. USP43–NF38. Rockville, MD; 2020.

23 Monograph 2195 Heparin Sodium; Monograph 1230 Dalteparin Sodium; Monograph 1623 Enoxaparin Sodium. United States 
Pharmacopeia. 43rd ed. USP43–NF38. Rockville, MD; 2020.  

24 General Monograph 1234 Vaccines for human use—polysaccharide and glycoconjugate vaccines; General Monograph 1238 
Vaccines for human use—bacterial vaccines. United States Pharmacopeia. 43rd ed. USP43–NF38. Rockville, MD; 2020. 

25 Monograph 331 Amyl Nitrite. United States Pharmacopeia. 43rd ed. USP43–NF38. Rockville, MD; 2020.
   Monograph 332 Amyl Nitrite Inhalant. United States Pharmacopeia. 43rd ed. USP43–NF38. Rockville, MD; 2020. 
26 General Chapter 2 Oral drug products—product quality tests. United States Pharmacopeia. 43rd ed. USP43–NF38. Rockville, MD; 2020. 
27 General Monograph 2251 Screening for undeclared drugs and drug analogues. United States Pharmacopeia. 43rd ed. USP43–

NF38. Rockville, MD; 2020.   
28 Там же. 
29 General Monograph 2.21 Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy. Japanese Pharmacopoeia. 17th ed. English version. Tokyo; 2016.
30 Там же. 
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в природных ЛС проводят методом ЯМР, ис-
пользуя величины химических сдвигов сиг-
налов, их мультиплетности и относительные 
интенсивности (тест 10 в ОФС «Тестирование 
природных ЛС»31). Выявляя сигналы биоак-
тивных соединений в ЯМРспектрах сложных 
смесей Crude Drugs, тем самым подтверждают 
подлинность этих природных ЛС. Метод ЯМР 
широко используется в фармацевтическом 
анализе в Японии, поскольку ЛС природного 
происхождения составляют значительный сег-
мент японского фармацевтического рынка.

В 47 частных монографиях JP предусматрива-
ет прямую идентификацию следующих синте-
тических ЛС без использования референсных 
стандартов32: алпразолам, азтреонам, карумо-
нам натрия, цефаклор, цефадроксил, цефалек-
син, цефалотин натрия, цефатризин пропилен 
гликолат, цефазолин натрия, цефоперазон, 
цефкапен пивоксил гидрохлорид моногидрат, 
цефдинир, цефдиторен пивоксил, цефипим 
гидрохлорид гидрат, цефиксим гидрат, цеф-
меноксим гидрохлорид, цефметазол натрия, 
цефминокс натрия гидрат, цефодизим натрия, 
цефоперазон натрия, цефотаксим натрия, це-
фотетан, цефотиам гексетил гидрохлорид, 
цефотиам гидрохлорид различных лекар-
ственных форм, цефозопрам гидрохлорид 
различных лекарственных форм, цефпира-
мид натрия, цефпиром сульфат, цефподоксим 
проксетил, сефроксадин гидрат, цефсулодин 
натрия, цефтазидим различных лекарствен-
ных форм, цефтерам пивоксил, цефтибутен 
гидрат, цефтизоксим натрия, цефтриаксон на-
трия гидрат, цефуроксим аксетил, фломоксеф 
натрия, фосфомицин кальция гидрат, фосфо-
мицин натрия, латамоксеф натрия, пиперацил-
лин гидрат, рокитамицин, тазобактам, тобра-
мицин, трепибутон, воглибоза.

Суммарная информация по использованию 
метода ЯМР для установления подлинности 

действующего вещества ЛС в различных фарма-
копеях мира представлена в таблице 1.

Таким образом, перечень ЛС, при контроле ка-
чества которых по показателю «подлинность» 
рекомендуется использовать метод ЯМР, в USP, 
Рh. Eur. и JP более широк по сравнению с отече-
ственной фармакопеей и ФЕАЭС.

Определение абсолютного содержания 
действующего вещества  
лекарственного средства

Во всех анализируемых фармакопеях возмож-
ность определения абсолютного содержания 
действующего вещества декларируется в мо-
нографиях и ОФС «Спектроскопия ядерного 
магнитного резонанса»33. При количествен-
ном анализе методом ЯМР определение аб-
солютного содержания действующего веще-
ства в испытуемом образце ЛС осуществляют 
прямым измерением отношения интеграль-
ных интенсивностей сигналов действующего 
вещества и внутреннего стандарта. При от-
сутствии внутреннего стандарта содержание 
действующего вещества определяют как ве-
совую долю в смеси установленных компонен-
тов, суммируя при этом результаты прямого 
измерения относительной интегральной ин-
тенсивности сигналов каждого из компонен-
тов ЛС. В USP возможность количественного 
определения абсолютного содержания анали-
зируемого вещества в образце отражена в мо-
нографии, посвященной применению метода 
ЯМР в фармакопейном анализе34. Следует от-
метить, что USP не только декларирует воз-
можность использования ЯМР для оценки аб-
солютного содержания в общих монографиях, 
но и рекомендует этот способ в частных моно-
графиях. Например, идентификацию и опре-
деление абсолютного содержания фосфоли-
пидов в масле криля35 осуществляют методом 
ЯМР на ядре 31Р.

31 General Monograph 5.01 Crude Drugs Test. Japanese Pharmacopoeia. 17th ed. English version. Tokyo; 2016.
32 Official Monographs. Japanese Pharmacopoeia. 17th ed. English version. Tokyo; 2016.
33 ОФС.1.2.1.1.0007.15 Спектроскопия ядерного магнитного резонанса. Государственная фармакопея Российской Федера-

ции. XIV изд. М.; 2018.
   Проект ОФС 2.2.33 Спектроскопия ядерного магнитного резонанса. Фармакопея Евразийского экономического союза. 
   General Monograph 2.2.33 Nuclear magnetic resonance spectrometry. European Pharmacopoeia. 10th ed. Strasbourg; 2020.
   General Monograph 761 Nuclear magnetic resonance spectroscopy. United States Pharmacopeia. 43rd ed. USP43–NF38. 

Rockville, MD; 2020.
   General Monograph 2.21 Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy. Japanese Pharmacopoeia. 17th ed. English version. Tokyo; 2016.
34 General Monograph 1761 Applications of nuclear magnetic resonance spectroscopy. United States Pharmacopeia. 43rd ed. 

USP43–NF38. Rockville, MD; 2020.
35 Monograph 5100 Krill Oil; Monograph 5104 Krill Oil Capsules. United States Pharmacopeia. 43rd ed. USP43–NF38. Rockville, 

MD; 2020. 
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Таблица 1. Использование метода ЯМР для установления подлинности действующего вещества лекарственного средства 
в различных фармакопеях мира

Table 1. The NMR method as used by different pharmacopoeias for active ingredient identification 

Фармакопея
Pharmacopoeia

Способ идентификации структуры лекарственного 
средства методом ЯМР

Method of the product structure identification by NMR

Лекарственные средства, конкретизированные  
в монографиях

Medicines included in general and individual monographs 

ГФ РФ XIV
Ph. Rus. XIV

Прямой и косвенный (предпочтительный)
Direct and indirect (preferred)

Фармацевтические субстанции, пептиды как хими-
ческий класс, полисахаридные вакцины
Active pharmaceutical ingredients, peptides as a chem-
ical class, polysaccharide vaccines

ФЕАЭС
Ph. EAEU

Косвенный, прямой отмечен как возможный
Indirect method, with direct method included as an 
alternative

Пептиды
Peptides

Рh. Eur. 10.5
Косвенный, прямой отмечен как возможный
Indirect method, with direct method included as an 
alternative

Химические прекурсоры для радиофармацев-
тических препаратов, пептиды (как химический 
класс, так и индивидуальные соединения), вакцины 
отдельных фармакологических групп, индивиду-
альные ЛС животного происхождения, рекомби-
нантные белки, индивидуальные низкомолекуляр-
ные соединения
Chemical precursors for radiopharmaceuticals, peptides 
(both as a chemical class and individual compounds), 
vaccines of individual pharmacological groups, indi-
vidual medicines of animal origin, recombinant proteins, 
individual low molecular weight compounds

USP43–NF38 Прямой и косвенный
Both direct and indirect

Индивидуальные пептиды, индивидуальные 
олиго и полисахариды, индивидуальные смеси 
низкомолекулярных соединений, бактериальные 
полисахариды как класс, вакцины отдельных 
фармакологических групп, гепарины, препараты 
для перорального введения, БАДы растительного и 
животного происхождения
Individual peptides, individual oligo- and 
polysaccharides, individual mixtures of low molecular 
weight compounds, bacterial polysaccharides as a class, 
vaccines of individual pharmacological groups, heparins, 
oral dosage forms, dietary supplements of plant and 
animal origin

JP XVII Прямой (предпочтительный) и косвенный
Direct (preferred) and indirect

ЛС, полученные из минералов, растений, органов, 
тканей, секретов и клеточных включений живот-
ных, биоактивные вещества, входящие в состав 
ЛС природного происхождения, индивидуальные 
синтетические соединения
Medicinal products derived from minerals, plants, organs, 
tissues, secretions and cellular inclusions of animals, 
bioactive substances in medicines of natural origin, 
individual synthetic compounds

Примечание. ГФ РФ XIV  — Государственная фармакопея XIV изд.; ФЕАЭС  — Фармакопея Евразийского экономического союза; 
Рh. Eur 10.5 — Европейская фармакопея, версия 10.5; USP43–NF38 — Фармакопея США 43 изд., национальный формуляр 38; JP XVII — 
Японская фармакопея XVII изд.
Note. Ph. Rus. XIV—State Pharmacopoeia of the Russian Federation, 14th ed.; Ph. EAEU—Pharmacopoeia of the Eurasian Economic Union; 
Рh. Eur. 10.5—European Pharmacopoeia, 10.5; USP43–NF38—United States Pharmacopoeia 43rd ed., National Formulary 38th ed.; JP XVII—
Japanese Pharmacopoeia, 17th ed.

В JP принципы количественной ЯМРспектроско
пии изложены в соответствующих монографи-
ях36. Кроме того, существует частная моногра-
фия «Аналитические методики количественного 
определения методом ЯМР и их применение 

к реагентам в японской фармакопее»37, в кото-
рой декларируется использование метода ЯМР 
для определения степени чистоты маркерных 
соединений (биоактивных веществ ЛС груп-
пы Crude drugs), подпадающих под категорию 

36 General Monograph 2.21 Nuclear magnetic resonance spectroscopy; General Monograph 5.01 Crude Drugs Test. Japanese 
Pharmacopoeia. 17th ed. English version. Tokyo; 2016. 

37 Monograph Quantitative analytical technique utilizing nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy and its application to 
reagents. Japanese Pharmacopoeia. 17th ed. English version. Tokyo; 2016.
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«реагенты»38. В JP39 отмечено, что «применение 
количественной ЯМРспектроскопии позволяет 
решить вопрос о чистоте реагентов, получен-
ных из природного источника. Эти реагенты 
используются в качестве эталонных веществ 
с метрологической прослеживаемостью, когда 
точное содержание этих реагентов определяет-
ся метрологически с помощью количественного 
ЯМР». В JP метод ЯМР рекомендуется исполь-
зовать и для определения абсолютного содер-
жания индивидуальных соединений, например 
Екоричной кислоты, генипозида, 6-гингерола, 
магнофлорина иодида, магнолола, логанина, 
паеонола, рейна, розмариновой кислоты, салко-
сапонина b2, 6-шогаола40.

В ГФ РФ XIV, Рh. Eur. и ФЕАЭС, в отличие от JP 
и USP, отсутствуют общие или частные ФС, ко-
торые конкретизировали бы перечень ЛС, 
абсолютное содержание действующего ве-
щества в которых может быть определено ме-
тодом ЯМР.

Определение состава соединений 
нестехиометрического строения  
и средней длины полимерной цепи  
в полимерах и сополимерах

В настоящее время в медицинской практике 
активно применяют ЛС на основе соединений 
нестехиометрического состава. Как правило, 
это природные или модифицированные оли-
го и полимеры, а также синтетические сопо-
лимеры, в которых могут варьировать моль-
ные доли различных структурных фрагментов. 
Фармакокинетические свойства полимеров 
и сополимеров зависят от длины полимерной 
цепи и от соотношения структурных фрагмен-
тов макромолекулы, влияющих на его свой-
ства [1–4]. Например, фармакокинетические 
свойства гидроксиэтилкрахмалов (ГЭК), ис-
пользуемых в качестве плазмозаменителей, 
зависят от молекулярной массы этих моди-
фицированных полимеров и от содержания 

гидроксиэтильных групп в макромолекулах 
ГЭК. Гидроксиэтилирование замедляет про-
цесс ферментного гидролиза ГЭК, продлевая 
тем самым время циркуляции препарата в кро-
вотоке [5, 6]. Поэтому при проведении экспер-
тизы качества полимеров и сополимеров ак-
туально оценивать их нестехиометрический 
состав. Как правило, такой анализ выполняют 
хроматографическими методами, предвари-
тельно проведя деструкцию образца. Метод 
ЯМР является абсолютным и прямым методом 
измерения мольного соотношения структурных 
компонентов макромолекул, так как отношение 
интенсивностей сигналов этих компонентов 
равно отношению их молей. Зная мольный со-
став соединений, можно рассчитать число мо-
номерных звеньев, то есть определить сред-
нюю длину полимерной цепи. Поэтому в Рh. Eur. 
и USP метод ЯМР используют для определения 
мольного состава соединений нестехиометри-
ческого строения (табл. 2).

В ГФ РФ XIV, JP и ФЕАЭС отсутствуют общие 
или частные ФС, содержащие методики опре-
деления нестехиометрического состава кон-
кретных сополимеров или модифицированных 
полимеров методом ЯМР.

Идентификация и количественное 
определение содержания примесей  
в лекарственных средствах

Возможность идентификации и количествен-
ного определения примесей методом ЯМР от-
ражена в ОФС и монографиях «Спектроскопия 
ядерного магнитного резонанса» отечествен-
ной и зарубежных фармакопей41. Так, в ОФС 
ГФ РФ XIV отмечено, что «идентификацию по-
сторонних примесей осуществляют аналогич-
но установлению подлинности ЛС, ужесточая 
требования к чувствительности и цифровому 
разрешению. Метод ЯМР является абсолютным 
методом определения мольного соотношения 
ЛС и примесного соединения:

38 General Monograph 9.41 Reagents, test solution. Japanese Pharmacopoeia. 17th ed. English version. Tokyo; 2016.
39 Monograph Quantitative analytical technique utilizing nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy and its application to 

reagents. Japanese Pharmacopoeia. 17th ed. English version. Tokyo; 2016.
40 General Monograph 9.41 Reagents, test solution. Japanese Pharmacopoeia. 17th ed. English version. Tokyo; 2016.  
41 ОФС.1.2.1.1.0007.15 Спектроскопия ядерного магнитного резонанса. Государственная фармакопея Российской Федерации. 

XIV изд. М.; 2018. 
   Проект ОФС 2.2.33 Спектроскопия ядерного магнитного резонанса. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV 

изд. М.; 2018. 
   General Monograph 2.2.33 Nuclear magnetic resonance spectrometry. European Pharmacopoeia. 10th ed. Strasbourg; 2020.
   General Monograph 761 Nuclear magnetic resonance spectroscopy. United States Pharmacopeia. 43rd ed. USP43–NF38. Rockville, 

MD; 2020.
   General Monograph 2.21 Nuclear magnetic resonance spectroscopy. Japanese Pharmacopoeia. 17th ed. English version. Tokyo; 2016.
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Таблица 2. Применение метода ЯМР для определения строения соединений нестехиометрического состава

Table 2. The NMR method used for determination of the composition of non-stoichiometric compounds

Наименование ЛС
Product name 

Измеряемая величина
Measured value

Фармакопея
Pharmacopoeia

Гидроксипропилбетадекс42

Hydroxypropylbetadex42

Степень молярного замещения (отношение числа гидрокси-
пропильных фрагментов к числу глюкозидных звеньев)
Molar substitution degree (ratio of the number of hydroxypropyl 
fragments to the number of glucoside units)

USP43–NF38; 
Рh. Eur. 10.5

Гидроксипропилкрахмалы (кукурузный, 
гороховый, картофельный) различных 
лекарственных форм43

Hydroxypropyl starches (corn, pea, potato) in 
various dosage forms43

Степень молярного замещения (отношение числа замещен-
ных гидроксиэтильным радикалом αDглюкопиранозных 
звеньев к их общему числу)
Molar substitution degree (the ratio of the number of α-D-gluc-
opyranose units substituted with hydroxyethyl radical to the total 
number of α-D-glucopyranose units)

USP43–NF38; 
Рh. Eur. 10.5

Хитозаны44

Chitosans44

Степень деацетилирования (отношение количества 
глюкозаминных фрагментов к общему числу мономерных 
звеньев в молекуле полисахарида)
Deacetylation degree (the ratio of the number of glucosamine 
fragments to the total number of monomeric units in the polysac-
charide molecule)

USP43–NF38

βГлюканы45

β-Glucans45

Доля глюкопиранозных остатков с (1→6) гликозидными свя-
зями относительно общего числа глюкопиранозных звеньев
The proportion of glucopyranose residues with (1→6) glycosidic 
bonds relative to the total number of glucopyranose units

USP43–NF38

Эфир полиоксиэтиленгликоля и олеино-
вой кислоты46

Polyoxyethylene glycol and oleic acid ether46

Средняя длина полимерной цепи
Average length of the polymer chain USP43–NF38

Эфир полиоксиэтиленгликоля и цетосте-
ариловой кислоты47

Polyoxyethylene glycol and Cetostearyl acid 
ester47

Средняя длина полимерной цепи
Average length of the polymer chain USP43–NF38

Сульфобутилбетадекс натрия48

Sulfobutylbetadex sodium48

Степень молярного замещения (отношение числа сульфобу-
тильных фрагментов к числу глюкозидных звеньев)
Molar substitution degree (ratio of the number of sulfobutyl frag-
ments to the number of glucoside units)

Рh. Eur. 10.5

Полоксамеры49

Poloxamers49
Отношение оксипропилен:оксиэтилен
Oxypropylene:oxyethylene ratio Рh. Eur. 10.5

Лауромакрогол50

Lauromacrogol50
Средняя длина полимерной цепи
Average length of the polymer chain Рh. Eur. 10.5

Примечание. Рh. Eur. 10.5 — Европейская фармакопея, версия 10.5; USP43–NF38 — Фармакопея США 43 изд., национальный фор-
муляр 38.
Note. Рh. Eur. 10.5—European Pharmacopoeia, 10.5 ed.; USP43–NF38—United States Pharmacopoeia 43rd ed., National Formulary 38th ed.

42 Monograph 5818 Hydroxypropyl Betadex. United States Pharmacopeia. 43rd ed. USP43–NF38. Rockville, MD; 2020.
   Monograph 1804 Hydroxypropylbetadex. European Pharmacopoeia. 10th ed. Strasbourg; 2020.
43 Monograph 6060 Hydroxypropyl Potato Starch, Monograph 6054 Hydroxypropyl Pea Starch, Monograph 6060 Hydroxypropyl 

Corn Starch, Monograph 6061 Pregelatinized Hydroxypropyl Potato Starch, Monograph 6056 Pregelatinized Hydroxypropyl 
Pea Starch, Monograph 6047 Pregelatinized Hydroxypropyl Corn Starch, United States Pharmacopeia. 43rd ed. USP43–NF38. 
Rockville, MD; 2020.

   Monograph 2165 Starch, hydroxypropyl, Monograph 2645 Starch, hydroxypropyl, pregelatinised. European Pharmacopoeia. 
10th ed. Strasbourg; 2020.

44 Monograph 5710 Chitosan. United States Pharmacopeia. 43rd ed. USP43–NF38. Rockville, MD; 2020.
45 Monograph 4808 Beta Glucan. United States Pharmacopeia. 43rd ed. USP43–NF38. Rockville, MD; 2020. 
46 Monograph 5950 Polyoxyl 10 Oleyl Ether. United States Pharmacopeia. 43rd ed. USP43–NF38. Rockville, MD; 2020.
47 Monograph 5955 Polyoxyl 20 Cetostearyl Ether. United States Pharmacopeia. 43rd ed. USP43–NF38. Rockville, MD; 2020.
48 Monograph 2804 Sulfobutylbetadex sodium. European Pharmacopoeia. 10th ed. Strasbourg; 2020.
49 Monograph 1464 Poloxamers. European Pharmacopoeia. 10th ed. Strasbourg; 2020. 
50 Monograph 2046 Lauromacrogol 400. European Pharmacopoeia. 10th ed. Strasbourg; 2020.
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(nлс / nпримесь) :—= —,

где S’лс и S’примесь — нормированные значения ин-
тегральных интенсивностей ЛС и примеси»51.

В области применения метода ЯМР для иден-
тификации и определения количественного со-
держания примесей лидирует USP. Например, 
одна из монографий USP52 предусматривает ис-
пользование метода ЯМР наряду с жидкостной 
хроматомассспектрометрией для идентифика-
ции всех органических контаминантов, экстра-
гируемых в ЛС из упаковок и систем доставки.

Ph. Eur. содержит частные монографии, рекомен-
дующие использовать метод ЯМР на различных 
ядрах для оценки содержания примесей в кон-
кретных ЛС. Например, примесь В (трифторметан 
сульфокислота) в тетраОацетилманнозы три-
флате идентифицируют и количественно оцени-
вают53 с помощью ЯМР на ядрах 19F, а идентифика-
цию и количественное определение содержания 
примеси А (триизопропилфосфита) и В (тетраизо-
пропилметилендифосфоната) в медроновой кис-
лоте54 проводят методом 1Н ЯМР.

Особое внимание в фармакопейном анализе уде-
ляют идентификации и количественному опре-
делению токсичных примесей. Одно из основных 
требований к методу контроля таких примесей — 
его специфичность, то есть способность иден-
тифицировать примесь в присутствии основных 
и вспомогательных компонентов ЛС. Метод ЯМР 
относится к самым специфичным методам иден-
тификации соединений, поэтому он применим 
в тех случаях, когда не могут быть использованы 
хроматографические методы. Характерный при-
мер  — идентификация и количественное опре-
деление генотоксичной примеси гепарина — ги-
персульфатированного хондроитинсульфата.

Лечение гепарином обычно хорошо переносит-
ся пациентами [7]. Однако в начале 2008 г. по-
явились сообщения из США и европейских стран 
о серьезных нежелательных явлениях (вплоть 
до летального исхода) после внутривенного 
введения нефракционированного гепарина55. 
Управление по контролю за качеством продук-
тов питания и лекарственных средств США (Food 
and Drug Administration, FDA) инициировало 
обширное расследование причин реакций па-
циентов. В феврале 2008 г. в клинически подо-
зрительных партиях гепарина методами ЯМР 
и капиллярного электрофореза было выявлено 
присутствие неидентифицированного токсикан-
та, что нельзя было обнаружить с использова-
нием метода высокоэффективной жидкостной 
хроматографии (ВЭЖХ). Методы ЯМР и капил-
лярного электрофореза были немедленно вве-
дены FDA для скрининга на загрязнение всех 
партий гепарина56. Была проведена идентифи-
кация структуры токсичной примеси, вызываю-
щей тяжелый побочный эффект при применении 
инъекционных препаратов гепарина [8, 9]. USP 
и Ph. Eur. объявили о немедленном пересмотре 
своих монографий для гепарина натрия и вклю-
чении в них метода ЯМР.

В настоящее время в соответствии с рекомен-
дациями Ph.  Eur. идентификацию гепарина, 
а также его нетоксичной примеси (дерматана 
сульфата) и оценку ее содержания относи-
тельно действующего вещества осуществляют 
методом ЯМР, в то время как отсутствие ток-
сичной примеси (гиперсульфатированного 
хондроитина сульфата) устанавливают ме-
тодом ВЭЖХ57. В JP, напротив, отсутствие ги-
персульфатированного хондроитина сульфа та 
подтверждают методом ЯМР, а идентификацию 
гепарина и дерматана сульфата  — методом 
ВЭЖХ58. В USP метод ЯМР используют в обо-
их случаях59. Проект ФС «Гепарин натрия» 

51 ОФС.1.2.1.1.0007.15 Спектроскопия ядерного магнитного резонанса. Государственная фармакопея Российской Федерации. 
XIV изд. М.; 2018.

52 General Monograph 1663 Assessment of extractables associated with pharmaceutical packaging/delivery systems. United 
States Pharmacopeia. 43rd ed. USP43–NF38. Rockville, MD; 2020.

53 Monograph 2294 TetraOacetylmannose triflate for radiopharmaceutical preparations. European Pharmacopoeia. 10th ed. 
Strasbourg; 2020.

54 Monograph 2350 Medronic acid for radiopharmaceutical preparations. European Pharmacopoeia. 10th ed. Strasbourg; 2020. 
55 Contaminant detected in heparin material of specified origin in the USA and in Germany. Geneva: WHO; 2008.
56  Information on Heparin. Rockville, MD: FDA; 2008.
57 Monograph 0332 Heparin calcium; Monograph 0333 Heparin sodium; Monograph 0828 Heparins, lowmolecularmass; 

Monograph 1097 Enoxoparin sodium; Monograph 1134 Nadroparin calcium; Monograph 1252 Parnaparin sodium; Monograph 
1271 Tinzaparin sodium. European Pharmacopoeia. 10th ed. Strasbourg; 2020.  

58 Monograph Heparin Calcium; Monograph Heparin Sodium. Japanese Pharmacopoeia. 17th ed. English version. Tokyo; 2016.
59 Monograph 2195 Heparin Sodium; Monograph 1230 Dalteparin Sodium; Monograph 1623 Enoxaparin Sodium. United States 

Pharmacopeia. 43rd ed. USP43–NF38. Rockville, MD; 2020. 

S’лс

S’примесь

nлс

nпримесь



18 Ведомости Научного центра экспертизы средств медицинского применения.
Регуляторные исследования и экспертиза лекарственных средств. 2022. Т. 12, № 1

NMR as used in the Russian and foreign pharmacopoeias for quality control of medicinal products 
Moiseev S.V., Kuz’mina N.E., Luttseva А.I.

отечественной фармакопеи, который находится 
на ста дии утверждения, также предусматривает  
использование метода ЯМР как для подтвер-
ждения подлинности гепарина, так и для под-
тверждения отсутствия гиперсульфатирован-
ного хондроитин сульфата.

Оценка кристалличности  
и полиморфизма твердых  
лекарственных средств

Кристаллическое состояние  — это устойчивое 
фазовое состояние твердого вещества, структура 
которого обладает пространственной трехмер-
ной периодичностью в расположении молекул60. 
Строгая трехмерная повторяемость в располо-
жении молекул, распространяющаяся на беско-
нечное число периодов, называется кристал-
лической решеткой. Твердые кристаллические 
вещества, имеющие кристаллическую решетку 
без пространственных дефектов, обладают 100% 
кристалличностью. Количественной характе-
ристикой кристалличности является степень 
кристалличности  — отношение массы кристал-
лической части порошка испытуемой субстан-
ции к ее общей массе, выраженное в процентах 
или долях61. Вещества с нулевой кристаллично-
стью являются аморфными. Аморфные вещества 
характеризуются беспорядочным расположени-
ем молекул и не имеют постоянной температу-
ры плавления. Кристаллическое вещество может 
обладать полиморфизмом  — способностью су-
ществовать в различных кристаллических фор-
мах при одинаковом химическом составе. Такие 
формы называются полиморфными модификаци-
ями. Полиморфные модификации часто облада-
ют различной биодоступностью и, как следствие, 
различной биологической активностью [10–12]. 
Степень кристалличности является одним из важ-
ных показателей, определяющих качество ЛС 
в твердых лекарственных формах. Изменение 
кристаллического состояния в значительной сте-
пени оказывает влияние на физикохимические, 
фармакотехнологические свойства и биодо-
ступность ЛС [13]. Оценка полиморфизма также 
обязательна в тех случаях, когда полиморфная 
модификация определяет терапевтическую эф-
фективность и безопасность ЛС.

Для изучения кристалличности и полиморфиз-
ма используется особая разновидность метода 
ЯМР  — твердофазная. В ГФ РФ XIV возмож-
ность изучения полиморфизма ЛС в твердом 
состоянии этим методом задекларирована 
в ОФС «Спектроскопия ядерного магнитного 
резонанса» и «Полиморфизм»62. При этом ОФС 
«Кристалличность» не указывает метод твердо-
фазной ЯМР в перечне методов, применяющих-
ся для определения степени кристалличности 
ЛС63.

В ФЕАЭС твердофазную ЯМР рекомендуют 
в качестве метода мониторинга и определения 
кристалличности и полиморфизма64. В моногра-
фии «Спектроскопия ядерного магнитного ре-
зонанса» Рh.  Eur.65 отмечено, что ЯМР веществ 
в твердом состоянии может быть использован 
для получения информации о полиморфизме 
и родственных молекулярных конформациях. 
Формулировка «информация о родственных 
молекулярных конформациях» подразумевает 
идентификацию методом твердофазной ЯМР 
конформационного полиморфизма  — разно-
видности полиморфизма, при котором молеку-
лы имеют не только различное расположение, 
но и различную конформацию [14–17].

Рh. Eur., аналогично ГФ РФ и ФЕАЭС, содержит 
монографии «Полиморфизм» и «Кристаллич
ность»66, в которых рекомендовано использо-
вать твердотельную ЯМР не только для получе-
ния информации о полиморфизме и связанных 
с ним относительных молекулярных конформа-
циях, но и в качестве одного из физикохимиче-
ских методов изучения кристалличности.

Следует отметить, что монография «Кристал
личность» USP67 рекомендует использовать 
для оценки кристалличности твердого вещества 
исключительно метод оптической микроскопии, 
метод твердотельной ЯМР не упоминается.

В JP наличие кристаллического полиморфизма 
отмечается в частных монографиях на многие 
ЛС в твердом состоянии, например аторвастатин 
кальция гидрат, ауранофин, азелдинипин, бека-
намицина сульфат, цилексетил, клопидогрела 

60 ОФС.1.1.0018.15 Кристалличность. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. М.; 2018.  
61 Зоркий ПМ. Симметрия молекул и кристаллических структур. М.: МГУ; 1986. 
62 ОФС.1.2.1.1.0007.15 Спектроскопия ядерного магнитного резонанса; ОФС.1.1.0017.15 Полиморфизм. Государственная 

фармакопея Российской Федерации. XIV изд. М.; 2018.
63 ОФС.1.1.0018.15 Кристалличность. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. М.; 2018. 
64 Проект ОФС 2.3.8.0 Кристалличность; Проект ОФС 2.3.4.0 Полиморфизм. Фармакопея Евразийского экономического союза. 
65 General Monograph 2.2.33 Nuclear magnetic resonance spectrometry. European Pharmacopoeia. 10th ed. Strasbourg; 2020. 
66 General Monograph 5.9 Polymorphism; General Monograph 5.16 Crystallinity. European Pharmacopoeia. 10th ed. Strasbourg; 2020. 
67 General Monograph 655 Crystallinity. United States Pharmacopeia. 43rd ed. USP43–NF38. Rockville, MD; 2020.
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сульфат, дексаметазон, телмисартан и др.68 
Основным методом оценки степени кристаллич-
ности и полиморфных превращений в JP являет-
ся метод порошковой рентгенофазовой дифрак-
ции69. Примеры использования твердотельной 
ЯМР для анализа кристалличности и полимор-
физма в JP отсутствуют.

Аттестация фармакопейных  
стандартных образцов

Важнейшей проблемой государственного 
контроля качества ЛС является обеспечение 
лабораторий стандартными образцами (СО) 
состава и свойств веществ и материалов. СО — 
это образец материала (вещества), достаточ-
но однородный и стабильный по отношению 
к одному или нескольким определенным 
свойствам, которые были установлены, что-
бы он был пригодным для предполагаемо-
го использования в измерительном процес-
се70. Свойства могут быть количественными 
или качественными (например, идентичность 
веществ или образцов). В настоящее время 
Международная организация законодатель-
ной метрологии (International Organization of 
Legal Metrology, OIML), Международная ор-
ганизация по стандартизации (International 
Organization for Standardization, ISO), 
Организации Метрической конвенции: 
Международный комитет мер и весов (Comité 
International des Poids et Mesures, CIPM) 
и Международное бюро мер и весов (Bureau 
International des Poids et Mesures, BIPM) вы-
деляют СО в качестве самостоятельных 
«измерительных эталонов»71. Они играют 
ключевую роль в обеспечении качества на про-
тяжении всего жизненного цикла ЛС, начиная 
от его разработки и заканчивая контролем  
качества.

Все СО подлежат аттестации  — исследова-
нию, направленному на установление значе-
ний аттестованных характеристик в соответ-
ствии с программой или методикой испытаний, 
с последующим оформлением надлежащих 

документов. К основным разделам испытаний 
первичных СО относятся структурное описание 
вещества с помощью подходящих химических 
характеристик (структурная формула, эмпири-
ческая формула, молекулярная масса) и опре-
деление чистоты.

Метод ЯМР является прямым методом установ-
ления структуры и количественных измерений, 
поэтому его можно эффективно использовать 
для структурного описания и определения чи-
стоты при аттестации свойств СО [18]. Круг влия-
ющих величин, повышающих неопределенность 
результата измерения методом ЯМР, резко сужен 
по сравнению с методами, традиционно исполь-
зуемыми при установлении аттестованного зна-
чения СО (титрометрического, гравиметрическо-
го, хроматографических). В большинстве случаев 
он не требует установления и демонстрации про-
слеживаемости результатов измерений и контро-
ля факторов, связанных со взвешиванием проб; 
чистотой реактивов, градуировкой, калибровкой 
средств измерений, калибровкой (поверкой) мер-
ной посуды.

Все ведущие фармакопеи мира содер-
жат фармакопейные статьи и монографии 
«Стандартные образцы»72, при этом в отече-
ственной, Европейской фармакопеях и проекте 
Фармакопеи ЕАЭС в разделе «Аттестация СО» 
метод ЯМР указан первым пунктом в списке 
методов, рекомендуемых для структурного 
описания первичных СО. Абсолютными метода-
ми определения чистоты химических первич-
ных СО в ГФ РФ XIV указаны дифференциаль-
ная сканирующая калориметрия или фазовая 
растворимость; содержание основного компо-
нента в стандартном образце рекомендовано 
определять по принципу материального балан-
са. В то же время подлинность и чистоту био-
логических СО рекомендуется подтверждать 
физикохимическими методами, среди которых 
на первом месте стоит метод ЯМР.

В ФЕАЭС рекомендуется определение чисто-
ты СО проводить прямыми количественными 

68 Official Monographs. Japanese Pharmacopoeia. 17th ed. English version. Tokyo; 2016.
69 General Monograph 2.58 XRay Powder Diffraction Method. Japanese Pharmacopoeia. 17th ed. English version. Tokyo; 2016.
70 ГОСТ 8.315-2019. Стандартные образцы состава и свойств веществ и материалов. Основные положения. М.: Стандартин-

форм; 2019.
71 РМГ 722007. Оценка измерительных возможностей национальных органов по метрологии на основе метрологических 

характеристик стандартных образцов состава и свойств веществ и материалов. М.: Стандартинформ; 2009.
72 ОФС.1.1.0007.18 Стандартные образцы. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. М.; 2018.
   Проект ОФС 5.12 Стандартные образцы. Фармакопея Евразийского экономического союза. 
   General monograph 5.12 Reference standards. European Pharmacopoeia. 10th ed. Strasbourg; 2020.
   General monograph G9 Reference standards. Japanese Pharmacopoeia. 17th ed. English version. Tokyo; 2016. 
   General Monograph 11 USP reference standards. United States Pharmacopeia. 43rd ed. USP43–NF38. Rockville, MD; 2020.
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методами, в том числе методом ЯМР73. В JP, 
аналогично ФЕАЭС, структурное описание СО 
и определение их чистоты предлагается осу-
ществлять прямым способом с помощью метода 
ЯМР74. В USP в монографии «Стандартные образ-
цы»75 определение чистоты СО рекомендуется 
проводить с помощью процедуры определения 
баланса массы. Следует отметить, что данная мо-
нография не содержит информацию об исполь-
зовании метода ЯМР для структурного описания 
СО. В то же время в монографии «Применение 
спектроскопии ядерного магнитного резонан-
са»76 указано, что этот метод является прямым 
методом определения строения и чистоты об-
разца.

Таким образом, все ведущие фармакопеи декла-
рируют применение метода ЯМР для решения 
широкого круга задач фармакопейного анализа. 
Суммарный перечень показателей качества ЛС, 
которые оценивают методом ЯМР, представлен 
в таблице 3.

Наблюдается гармонизация ГФ РФ XIV, ФЕАЭС 
и Рh. Eur. в этой области, хотя Рh. Eur. содержит 
большее число монографий, конкретизирую-
щих применение метода ЯМР. Следует отметить 
положительную динамику внедрения метода 
ЯМР в отечественную фармакопейную практи-
ку. Так, до 2015 г. ОФС «Спектроскопия ядерно-
го магнитного резонанса»77 была единственной 
общей фармакопейной статьей отечественной 
фармакопеи, предусматривающей применение 
метода ЯМР в фармакопейном анализе. В 2015 г. 
в отечественную фармакопею были добавлены 
ОФС «Метод ЯМР для определения подлинности 
полисахаридных вакцин», «Фармацевтические 
субстанции», «Полиморфизм»78, конкретизиру-
ющие применение метода ЯМР. В 2018 г. в ГФ 
РФ были включены ОФС «Спектроскопия ядер-
ного магнитного резонанса для идентификации 
пептидов» и «Стандартные образцы»79. В насто-
ящее время на стадии утверждения находятся 
еще три фармакопейные статьи, рекоменду-
ющие использовать метод ЯМР для решения 

конкретных задач фармакопейного анализа. 
При этом положительная динамика внедрения 
метода ЯМР в отечественную фармакопею ме-
нее выражена по сравнению с Рh. Eur. Например, 
число фармакопейных статей (общих и част-
ных), предусматривающих использование мето-
да ЯМР в фармацевтическом анализе, в Рh. Eur. 
9.6 и Рh.  Eur.  10.5 составляет 26 и 41 соответ-
ственно.

Экспертная практика ФГБУ «НЦЭСМП» 
Минздрава России показывает, что целый 
ряд отечественных производителей включа-
ет в нормативную документацию метод ЯМР 
для оценки показателей качества своей продук-
ции. В первую очередь речь идет о подтвержде-
нии подлинности субстанций (например, тафал-
гин, даларгин, кумазин С) и СО (например, ГСО 
даларгина, СО имунофана, тимогена и доксо-
рубицина гидрохлорида). Кроме того, методом 
ЯМР идентифицируют и количественно опреде-
ляют примесь уксусной кислоты в субстанции 
даларгина, остаточные органические раство-
рители в субстанции перхлозона, примесь 
Nацетилантраниловой кислоты в субстанциях 
«Аллапинин» и «Лаппаконитина гидробромид». 
Это говорит о целесообразности с точки зре-
ния производителей использовать метод ЯМР 
при контроле качества выпускаемой продукции.

При разработке новых ФС в ГФ РФ и ФЕАЭС 
можно использовать результаты деятельности 
ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России по вне-
дрению метода ЯМР в фармакопейный анализ. 
В первую очередь это касается разработанных 
методик оценки показателей качества фарма-
цевтических субстанций [19–25].

Выводы

На основе сравнительного анализа материалов 
национальных и международных фармакопей 
по использованию метода ЯМР при решении за-
дач контроля качества ЛС можно сделать следу-
ющие выводы:

73 Проект ОФС 5.12 Стандартные образцы. Фармакопея Евразийского экономического союза. 
74 General monograph G9 Reference standards. Japanese Pharmacopoeia. 17th ed. English version. Tokyo; 2016. 
75 General Monograph 11 USP reference standards. United States Pharmacopeia. 43rd ed. USP43–NF38. Rockville, MD; 2020. 
76 General Monograph 1761 Applications of nuclear magnetic resonance spectroscopy. United States Pharmacopeia. 43rd ed. 

USP43–NF38. Rockville, MD; 2020.
77 ОФС.1.2.1.1.0007.15 Спектроскопия ядерного магнитного резонанса. Государственная фармакопея Российской Федера-

ции. XIV изд. М.; 2018. 
78 ОФС.1.7.2.0014.15 Метод спектроскопии ЯМР для определения подлинности полисахаридных вакцин; ОФС.1.1.0006.15 

Фармацевтические субстанции; ОФС.1.1.0017.15 Полиморфизм. Государственная фармакопея Российской Федерации. 
XIV изд. М.; 2018.  

79 ОФС.1.7.2.0036.18 Спектроскопия ядерного магнитного резонанса для идентификации пептидов; ОФС.1.1.0007.18 Стан-
дартные образцы. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. М.; 2018.   
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1) в области установления подлинности дей-
ствующего вещества ЛС и определения его аб-
солютного содержания методом ЯМР лидиру-
ют Фармакопея США и Японская фармакопея, 
которые не только декларируют уникальные 
возможности этого метода напрямую устанав-
ливать строение вещества и оценивать его со-
держание без использования стандартных об-
разцов, но и рекомендуют использовать этот 
метод для широкого круга объектов;
2) в области определения состава соединений 
нестехиометрического строения и средней дли-
ны полимерной цепи в полимерах и сополиме-
рах методом ЯМР ведущие позиции занимают 
Фармакопея США и Европейская фармакопея;
3) идентификация и количественное опреде-
ление примесей методом ЯМР декларированы 
во всех изученных фармакопеях. Действующая 
редакция Фармакопеи США включает бо-
лее широкий перечень контаминантов, опре-
деляемых в ЛС методом ЯМР, по сравнению 
с Европейской, Японской фармакопеями, а так-
же Государственной фармакопеей Российской 
Федерации и Фармакопеей Евразийского эконо-
мического союза;
4) Государственная фармакопея Российской 
Федерации, Фармакопея Евразийского эконо-
мического союза и Европейская фармакопея 

рекомендуют в качестве метода мониторинга 
и определения кристалличности и полиморфиз-
ма твердофазную ЯМРспектроскопию  — одну 
из разновидностей метода ЯМР;
5) Государственная фармакопея Российской 
Федерации, Фармакопея Евразийского эконо-
мического союза, Европейская и Японская фар-
макопеи рекомендуют использовать метод ЯМР 
при аттестации СО;
6) в Государственной фармакопее Российской 
Федерации наблюдается положительная дина-
мика использования метода ЯМР для контроля 
качества ЛС;
7) в целях гармонизации отечественной фар-
макопеи с Фармакопеей Евразийского эко-
номического союза и Европейской фармако-
пеей необходимо внести изменение в ОФС 
«Спектроскопия ядерного магнитного резонан-
са» ГФ РФ XIV, предусматривающее прямой 
способ установления строения анализируемого 
соединения методом ЯМР;
8) в целях гармонизации отечественной фарма-
копеи с Фармакопеей Евразийского экономиче-
ского союза и Европейской фармакопеей необ-
ходимо внести изменение в ОФС «Стандартные 
образцы», включив в перечень абсолютных ме-
тодов определения чистоты химических пер-
вичных СО метод ЯМР.

Таблица 3. Показатели качества лекарственных средств, оцениваемые методом ЯМР при проведении фармакопейного анализа

Table 3. Medicinal product quality attributes evaluated by NMR in pharmacopoeial analysis

Показатель
Parameter

ГФ РФ XIV
Ph. Rus. XIV

ФЕАЭС
Ph. EAEU

Ph.Eur. 
10.5

USP43–
NF38 JP XVII

Подтверждение подлинности действующего вещества
Identification of the active ingredient + + + + +

Определение абсолютного содержания действующего вещества
Determination of the absolute content of the active ingredient + + + + +

Определение состава соединений нестехиометрического строения
Determination of the composition of  non-stoichiometric compounds – – + + –

Определение средней длины полимерной цепи в полимерах  
и блоксополимерах
Determination of the average polymer chain length in polymers and block 
copolymers

– – + + –

Идентификация и количественное определение примесей
Identification and quantification of impurities + + + + +

Оценка полиморфизма и кристалличности
Evaluation of polymorphism and crystallinity + + + – –

Аттестация СО
Certification of reference standards + + + + +

Примечание. ГФ РФ XIV  — Государственная фармакопея XIV изд.; ФЕАЭС  — Фармакопея Евразийского экономического союза; 
Рh. Eur 10.5 — Европейская фармакопея, версия 10.5; USP43–NF38 — Фармакопея США 43 изд., национальный формуляр 38; JP XVII — 
Японская фармакопея XVII изд.
«+» — показатель оценивают методом ЯМР; «–» — показатель не оценивают методом ЯМР.
Note. Ph. Rus. XIV—State Pharmacopoeia of the Russian Federation, 14th ed.; Ph. EAEU—Pharmacopoeia of the Eurasian Economic Union; 
Рh. Eur 10.5—European Pharmacopoeia, 10.5 ed.; USP43–NF38—United States Pharmacopoeia, 43rd ed., National Formulary, 38th ed.; 
JP XVII—Japanese Pharmacopoeia, 17th ed.
+ attribute assessed by NMR; — attribute not assessed by NMR.
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Применение метода диффузионно- 
упорядоченной спектроскопии ЯМР  
для анализа полисахаридов

	 Федеральное	государственное	бюджетное	учреждение 
«Научный	центр	экспертизы	средств	медицинского	применения» 
Министерства	здравоохранения	Российской	Федерации, 
Петровский	б-р,	д.	8,	стр.	2,	Москва,	127051,	Российская	Федерация

	 Моисеев Сергей Владимирович; MoiseevSV@expmed.ru

Метод диффузионноупорядоченной спектроскопии ядерного магнитного ре-
зонанса (DOSY) является разновидностью транспортных методов, используе-
мых в аналитической химии. Он основан на экспериментальном фиксировании 
трансляционной подвижности молекул при термодинамическом равновесии 
в  растворе, которая количественно характеризуется коэффициентом само-
диффузии. Цель работы — обобщение основных направлений использования 
метода DOSY для анализа природных и модифицированных природных поли-
сахаридов, применяемых в фармацевтике и фармацевтической биотехнологии. 
В обзоре показано, что этот метод является действенным инструментом для 
мониторинга фракционирования при выделении полисахаридов из природ-
ной смеси, оценки их средней молекулярной массы и молекулярномассового 
распределения, изучения образования супрамолекулярных систем на основе 
полисахаридов. Описаны основные проблемы прецизионного измерения ко-
эффициента самодиффузии макромолекул полисахаридов, приведены попра-
вочные коэффициенты для нивелирования ошибок, связанных с колебаниями 
температуры и вязкости растворов. С помощью понятия полифазности дано 
объяснение экспериментально наблюдаемому разбросу значений коэффициен-
тов самодиффузии ядер макромолекулы узкодисперсного полимера. Показаны 
способы характеристики трансляционной подвижности полифазной полимер-
ной макромолекулы как единого целого. Обобщены значения параметров им-
пульсных градиентных последовательностей, используемых при количествен-
ных измерениях коэффициентов самодиффузии линейных, малоразветвленных 
и разветвленных полисахаридов.

Ключевые слова: диффузионноупорядоченная спектроскопия ядерного магнитного резонанса; полисаха-
риды; средняя молекулярная масса; коэффициент самодиффузии; природные экстракты; супрамолекуляр-
ные системы
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Diffusion-Ordered NMR Spectroscopy 
Application for Analysis of Polysaccharides

	 Scientific	Centre	for	Expert	Evaluation	of	Medicinal	Products, 
8/2	Petrovsky	Blvd,	Moscow	127051,	Russian	Federation

	 Sergey V. Moiseev; MoiseevSV@expmed.ru

Diffusionordered nuclear magnetic resonance spectroscopy (DOSY) is a molecular 
transport method in analytical chemistry, based on experimental recording of the 
molecules’ translational mobility at thermodinamic equilibrium in a solution. The 
translational mobility is characterised quantitatively by a selfdiffusion coefficient. 
The aim of the study was to summarise the main trends in application of DOSY for 
the analysis of natural and modified natural polysaccharides used in pharmaceuti-
cals and pharmaceutical biotechnology. The review shows that this method is an 
effective instrument for monitoring fractionation during isolation of polysaccha-
rides from a natural mixture, for estimating their average molecular weight and 
molecular weight distribution, and for studying the formation of supramolecular 
systems based on polysaccharides. The paper describes main issues of the precise 
measurement of polysaccharide macromolecules selfdiffusion coefficients and 
provides the correction factors to compensate for errors caused by fluctuations in 
temperature and viscosity of solutions. The observed scatter of selfdiffusion coeffi-
cients of narrowly dispersed polymer macromolecules nuclei is explained using the 
polyphase concept. The paper illustrates ways of describing translational mobility 
of a polyphase polymer macromolecule as a whole. The authors summarise values 
of the gradient pulse sequence parameters used in quantitative measurements of 
selfdiffusion coefficients of linear, lowbranched, and branched polysaccharides.

Key words: diffusionordered nuclear magnetic resonance spectroscopy; polysaccharides; average molecular 
weight; selfdiffusion coefficient; natural extracts; supramolecular systems
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Список сокращений

COSY — корреляционная спектроскопия (correla-
tion spectroscopy)
DQFCOSY  — корреляционная спектроскопия 
с двухквантовой фильтрацией (double quantum 
filtered correlation spectroscopy)
TOCSY  — полная корреляционная спектроско-
пия (total correlation spectroscopy)
NOESY  — ядерная спектроскопия с эффектом 
Оверхаузера (nuclear Overhauser effect spectros-
copy)
ROESY  — ядерная спектроскопия с эффектом 
Оверхаузера во вращающейся системе коор-
динат (rotatingframe nuclear Overhauser effect 
spectroscopy)
HSQC  — гетероядерная одноквантовая корре-
ляционная спектроскопия (heteronuclear sin-
glequantum correlation spectroscopy)

HMBC  — гетероядерная многосвязная корреля-
ционная спектроскопия (heteronuclear multiple
bond correlation spectroscopy)
DOSY  — диффузионно-упорядоченная спек-
троскопия ЯМР (diffusionordered NMR spectros-
copy)
HPSEC  — высокоэффективная эксклюзионная 
гель-проникающая хроматография (highperfor-
mance sizeexclusion chromatography)
AsFlFFF  — асимметричное фракционирование 
потока по полю (asymmetric flow fieldflow frac-
tionation)
MALDITOF MS — времяпролетная масс-спектро-
метрия с матрично-активированной лазерной 
десорбцией/ионизацией (matrixassisted laser 
desorption/ionisation timeofflight mass spec-
trometry)
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Введение 
Природные полисахариды и их производные 
широко используются в биотехнологии и фарма-
цевтике. Являясь активными биосовместимыми 
системами, они оказывают противоопухолевое, 
противовирусное, антисклеротическое, антиток-
сическое действие, стимулируют кроветворение 
и иммуногенез, неспецифическую резистентность 
к лучевым поражениям, положительно влияют 
на течение воспалительного процесса, повыша-
ют устойчивость клеточных мембран, усиливают 
регенерацию тканей, активируют гипофизар-
ноадреналовую систему, используются в качестве 
кровезаменителей [1–10]. Как правило, полисаха-
риды низкотоксичны, не вызывают пирогенные 
реакции и сенсибилизизацию. Большим биоинже-
нерным потенциалом обладают биодеградируе-
мые полисахариды. На их основе изготавливают 
биомембраны, гидрогели, матрицы, микро/на-
носферы, которые широко используются при со-
здании инновационных продуктов медицинского 
применения в качестве супрамолекулярных но-
сителей для контролируемого высвобождения 
лекарственных средств. За счет набухания и био-
деградации полисахаридов достигается дозиро-
ванное высвобождение импрегнированного в нем 
лекарственного средства [11].

Биологическая активность полисахаридов, 
а также их физикохимические свойства, ме-
таболизм и экскреция зависят от размера 
и, как следствие, от средней молекулярной мас-
сы (ММ) полимера [1–3, 9, 12–16]. Определение 
ММ является актуальной задачей, которая в на-
стоящее время решается с помощью различных 
физических и физикохимических методов: 
осмометрии, вискозиметрии, ультрацентрифу-
гирования, лазерной фотометрии светорассея-
ния, высокоэффективной эксклюзионной гель
проникающей хроматографии, асимметричного 
фракционирования потока по полю, времяпро-
летной массспектрометрии с матричноактиви-
рованной лазерной десорбцией/ионизацией.

Перспективным методом определения ММ по-
лимеров является метод диффузионноупорядо-
ченной спектроскопии ядерного магнитного ре-
зонанса (DiffusionOrdered Spectroscopy, DOSY). 
Метод DOSY является разновидностью транс-
портных методов в аналитической химии, осно-
ванных на экспериментальном фиксировании 
транспортной подвижности молекул соедине-
ний в растворе под действием некоторой силы. 
В случае DOSY фиксируется трансляционная 

подвижность молекул при термодинамическом 
равновесии — самодиффузия [17–19]. Широкое 
внедрение метода DOSY в аналитическую прак-
тику началось в середине 1990х годов, когда 
градиентные модули стали неотъемлемой ча-
стью спектрометров ЯМР и у исследователей 
появилась возможность связать между собой 
спектральную и диффузионную информацию.

Цель работы  — обобщение основных направ-
лений использования метода DOSY для анализа 
природных и модифицированных природных 
полисахаридов, применяемых в фармацевтике 
и фармацевтической биотехнологии.

Теоретические аспекты  
определения молекулярной массы 
полисахаридов методом DOSY

Самодиффузия молекулярных объектов (моле-
кул, макромолекул, молекулярных комплексов, 
супрамолекулярных систем) количественно ха-
рактеризуется коэффициентом самодиффузии 
(D), который численно равен среднеквадратич-
ному смещению молекулы за единицу времени. 
В методе DOSY смещение молекулы определяют 
путем двойного кодирования ее пространствен-
ного положения с помощью импульса градиен-
та магнитного поля за определенный интервал 
времени, называемый временем диффузии.

В основе определения молекулярной мас-
сы методом DOSY лежат две функциональные 
зависимости: уравнение Стокса–Эйнштейна 
и скейлинговое соотношение Флори. Уравнение 
Стокса–Эйнштейна устанавливает зависимость 
коэффициента самодиффузии от размера моле-
кулы и условий эксперимента1 [20]:

 D = kT / 6πηRh, (1)

где k  — постоянная Больцмана (Дж/К), Т  — аб-
солютная температура (К), η — вязкость раство 
ра (Па·с), Rh — гидродинамический радиус (м).

Значение Rh складывается из собственно ра-
диуса диффундирующей частицы и толщи-
ны сольватной оболочки. При исследовании 
самодиффузии частиц, форма которых отлича-
ется от сферической, Rh трактуется как сред-
ний гидродинамический радиус сферы, кото-
рая при прочих равных условиях имеет тот 
же D в заданном растворе, что и исследуемый 
объект.
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Скейлинговое соотношение Флори устанавли-
вает степенную зависимость между линейным 
размером молекулы и ее молекулярной массой 
[21]:

 R ~ MМα , (2)

где R — линейный размер молекулярного объек-
та, ММ — его молекулярная масса, α — параметр, 
определяемый формой молекулярного объекта.

Из зависимостей (1) и (2) следует, что при посто-
янных температуре, растворителе, концентра-
ции раствора, однотипности формы и невалент-
ных взаимодействий молекулярных объектов 
количественная зависимость коэффициента 
самодиффузии от молекулярной массы будет 
иметь вид степенной функции:

 D = К × MМα, (3)

где К и α  — числовые константы, зависящие 
от топологии полимера, вязкости раствора 
и температуры.

DOSYспектр представляет собой двумерный 
спектр с дисперсией сигналов по шкале химиче-
ских сдвигов (δ) и по шкале D, поэтому он позво-
ляет устанавливать строение отдельных компо-
нентов смесей без их разделения. Как следствие, 
DOSY называют виртуальной хроматографией 
[22]. Если компоненты смеси имеют близкое 
строение, сигналы молекул этих компонен-
тов, перекрывающиеся по шкале δ, разделятся 
в DOSYспектре по оси ординат в соответствии 
с величинами D. В качестве примера на рисун-
ке 1a приведен 1H спектр водного раствора сме-
си двух декстранов с молекулярными массами 

1 и 670 кДа. Так как образцы декстранов имеют 
одинаковое строение и различаются только чис-
лом мономерных звеньев в полимерной цепи, 
то наблюдается полное перекрывание их сигна-
лов в спектре. В DOSY спектре (рис. 1b) сигна-
лы декстранов, полученные в этом же растворе, 
расходятся по шкале D, так как их макромолеку-
лы различаются по размеру и величине ММ.

Необходимо отметить, что величина D зависит 
не только от физикохимических свойств ис-
следуемого объекта, но и от параметров им-
пульсной градиентной последовательности. Это 
следует из аналитической функции Стейскала–
Таннера, аппроксимирующей зависимость ам-
плитуды сигнала спинового эха от параметров 
импульса градиента магнитного поля [23]:

 I(δ,∆) = I0exp[–Dγ2g2δ2 (∆–δ/3) – R], (4)

где I и I0  — амплитуды сигнала спинового эха 
в присутствии и отсутствие импульса градиен-
та магнитного поля, ∆  — время диффузии (мс), 
δ  — длительность градиентного импульса (мс), 
γ  — гиромагнитное отношение (Гц.Тл–1), g  — ве-
личина градиента (Тл.м–1), R — релаксационный 
фактор.

В связи с этим подбор оптимальных параметров 
импульсной градиентной последовательности, 
позволяющий корректно оценивать ММ молеку-
лярного объекта, является важным этапом DOSY 
эксперимента.

На точность измерения величины D также 
влияет алгоритм выбранной импульсной гра-
диентной последовательности. Основными 
факторами, которые приводят к существенной 

Рис. 1. Спектры 1H (a) и DOSY (b) водного раствора смеси декстранов (молекулярные массы 1 и 670 кДа)

Fig. 1. 1H (a) and DOSY (b) spectra of the aqueous solution of the dextrans mixture (MMs of 1 and 670 kDа)
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ошибке при измерении D, являются конвекци-
онные потоки, возникающие изза неравномер-
ного разогрева образца в ампуле, неоднород-
ность импульсов градиента магнитного поля 
и вихревые токи Фуко, вызванные импульсом 
градиента магнитного поля. Они подробно опи-
саны в обзоре [24]. Хотя природа возникновения 
этих потоков хорошо известна, существующие 
в настоящий момент инструментальные реше-
ния не позволяют преодолеть их полностью. 
Для того чтобы избежать некорректных выво-
дов, особенно при численной интерпретации 
результатов, предпочтение отдают тем алгорит-
мам импульсной последовательности, которые 
обеспечивают минимизацию влияния указанных 
факторов на детектируемый сигнал спинового 
эха. Некоторые из них представлены в обзоре 
[25]. Кроме того, для нивелирования ошибок, 
связанных с колебаниями температуры и вязко-
сти, применяют метод внутреннего эталона [26]. 
При использовании этого метода параметры 
импульсной градиентной последовательности 
подбирают таким образом, чтобы воспроиз-
водилось справочное значение D внутреннего 
стандарта, присутствующего в растворе иссле-
дуемого образца.

Метод DOSY используется для оценки ММ на ка-
чественном и количественном уровне. На каче-
ственном уровне его применяют при анализе 
сложных многокомпонентных смесей и супра-
молекулярных систем, когда абсолютные ве-
личины D компонентов не имеют значения, глав-
ное, чтобы наблюдалась их дисперсия по шкале 
ординат в DOSY спектре. Количественный уро-
вень предполагает прецизионную оценку ве-
личины ММ.

Анализ многокомпонентных смесей 
полисахаридов

Метод DOSY является действенным инстру-
ментом для компонентного анализа различ-
ных фракций экстрактов природного сырья, 
для контроля фракционирования при выделении 
полисахаридов из природной смеси и для опре-
деления чистоты выделенного полисахарида. 
Например, в работе [27] методом DOSY изучен 
полисахаридный состав различных фракций 
экстракта листьев и стеблей лекарственно-
го растения Dendrobium huoshanense С.Z. Tang 
et S.J. Cheng. Строение компонентов экстракта 
было установлено с использованием комплекса 
химических, ферментативных, хроматографиче-
ских и спектральных методов. Авторы работы 
[28] изучали экстракт лекарственного растения 

Chlorophytum borivilianum Santapau et R.R. Fern. 
и доказали, что его полисахаридная фракция 
препятствует старению организма и увеличи-
вает продолжительность жизни. Методом DOSY 
было установлено, что она содержит только 
один компонент с ориентировочным значени-
ем ММ 1 кДа. Большой интерес вызывают по-
лисахариды, выделяемые из экстрактов грибов, 
так как они обладают противоопухолевой ак-
тивностью и оказывают иммуномодулирующее 
действие [29]. В работе [30] проведен анализ 
экстракта мицелия гриба Lentinula edodes (Berk.) 
Pegler. Одна из задач исследования заключалась 
в определении числа компонентов полисахарид-
ной фракции экстракта. В результате эксперимен-
та DOSY было установлено, что данная фракция 
представляет собой смесь из двух компонентов 
с различной ММ. В работе  [31] метод DOSY был 
использован для анализа экзополисахаридов, 
входящих в состав литобионтных (микроколони-
альных) грибов Knufia petricola A95. По величинам 
значений lg D авторы разделили все полисахари-
ды на пуллуланы и галактофуроманнаны. Авторы 
работы [32] с помощью метода DOSY усовершен-
ствовали методологию быстрого мониторинга 
фракционирования сырых экстрактов и оценки 
путей очистки индивидуальных полисахаридов. 
В качестве тестовых образцов они использова-
ли экстракты грибов Agaricus bisporus (J.E. Lange) 
Imbach, Pleurotus ostreatus (Jacq. ex Fr.) P. Kumm. 
и Leatiporus sulphureus (Bull.) Murr.

Следует отметить, что компонентный состав 
фракций может быть установлен при очень низ-
ких уровнях концентраций. Так, авторы работы 
[33], изучая методом DOSY различные фракции 
ферментативного расщепления эритропоэти-
на и овальбумина, показали, что достоверные 
спектральные данные для компонентного ана-
лиза могут быть получены при концентрациях 
ниже 30 мкмоль/л. При этом компоненты фрак-
ционирования могут иметь одинаковые ММ 
и лишь незначительно различаться по форме 
молекул. Например, в публикации [34] пред-
ставлены результаты успешного применения 
метода DOSY для разделения α and βаномер-
ных изомеров различных углеводов (арбути-
на, фенилглюкопиранозида, Dглюкопиранозы, 
Dгалактопиранозы, Dманнопиранозы, целло-
биозы). Характерно, что в большинстве исследо-
ваний природных смесей компонентный анализ 
методом DOSY проводят одновременно с иден-
тификацией строения этих компонентов с помо-
щью комплекса традиционных методов ЯМР (1Н, 
13С, 1H-1H COSY, 1H-1H TOCSY, 1H-13C HSQC, 1H-1H 
ROESY, 1H-1H NOESY, 1H-13C HMBC и т.д.).
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Оценка методом DOSY образования 
супрамолекулярных систем  
с участием полисахаридов
Метод DOSY является одним из самых надежных 
методов оценки образования супрамолекуляр-
ных систем, когда отдельные молекулы различ-
ных соединений связываются межмолекулярны-
ми невалентными взаимодействиями в единое 
целое. Среди супрамолекулярных систем выде-
ляют комплексы включения «хозяин»–«гость», 
в которых молекулы «хозяина», имеющие вну-
тримолекулярные полости, связывают молекулу 
или фрагмент макромолекулы «гостя», размеща-
ющиеся в этой полости. В качестве «хозяев» ча-
сто выступают циклодекстрины (CD) — цикличе-
ские олигомеры глюкозы, содержащие в своем 
составе различное число D(+)глюкопиранозных 
фрагментов (6, 7 и 8 в α, β и γ-CD соответствен-
но). Различие в размерах полости α, β и γ-CD 
обуславливает специфичность их связывания 
с «гостями». Интерес к комплексам включения 
на основе CD обусловлен тем, что они обладают 
свойствами, отличными от свойств свободных 
«гостей» и «хозяина» (измененные раствори-
мость, летучесть, стабильность, химическая ре-
активность и биодоступность) [35–37].

Первые публикации по применению метода 
DOSY для оценки эффективности образования 
комплексов включения с участием циклодекс-
тринов появились в начале 80х годов прошло-
го века. Основополагающей является работа 
[38], авторы которой изучали связывание нор-
мальных спиртов (от метанола до октанола) с α 
и β-CD. Они предложили оценивать долю мо-
лекул «гостя», связанных с полостью «хозяина» 
(ρ), с помощью величин D молекул CD и «гостя» 
(субстрата) исходя из того, что самодиффузия 
свободных молекул «хозяина» и «гостя» в их 
смеси не зависит от диффузии других компонен-
тов, в то время как в комплексе включения по-
движность молекулы «гостя» (и, как следствие, 
D) уменьшается. Для расчета ρ была предложена 
формула:

 ρ = (Ds
free – Ds

obs) / (Ds
free – Ds

bound), (5)

где Ds
free — D свободной молекулы «гостя» (суб-

страта) в водном растворе; Ds
bound — D комплек-

са; Ds
obs — D субстрата в растворе CD.

Экспериментально было установлено, что D 
циклодекстринов при комплексообразовании 
практически не меняется, то есть справедли-
во допущение Ds

bound ~ DCD [38]. Для α и β-CD 
величина D составила 0,27×10–9 м2/с. Другое 

допущение касалось величины Ds
free. Авторы [38] 

предположили, что при отсутствии связывания 
молекулы «гостя» с «хозяином» значения Ds

free 
в водном растворе и растворе, содержащем CD, 
совпадают, то есть ошибки, вызванные измене-
нием вязкости, незначительны. Расчет ρ показал, 
что спирты активнее образуют ассоциаты с α-CD, 
чем с βСD, при повышении размера молеку-
лы спирта увеличивалась его доля связывания 
с βСD. Авторы связали этот факт с гидрофобной 
природой механизма связывания, а не с разме-
рами полости циклодекстрина.

В дальнейших исследованиях эффективно-
сти комплексообразования CD методом DOSY 
большое внимание уделялось корректировке 
экспериментально определенных величин D 
и нивелированию ошибок, связанных с измене-
нием вязкости при переходе от водного раствора 
к раствору, содержащему CD. Например, в рабо-
те  [39], посвященной оценке комплексообразо-
вания между молекулами α-CD и Lфенилаланина, 
Lвалина и Lлейцина, авторы предложили вво-
дить поправку на вязкоcть раствора α-CD, ко-
торая зависит от его концентрации и вносит 
свой вклад в величину D «гостя». Поправочный 
коэффициент рассчитывали как отношение ди-
намической вязкости растворителя ƞ(0) к вязко-
сти раствора α-CD определенной концентрации 
ƞ([CD]). Для расчета ƞ([CD]) была предложена 
следующая эмпирическая функция:

	 ƞ([CD]) = ƞ(0) + 3,1[CD] + 11,43[CD]2, (6)

где [CD] — концентрация α-CD (моль/л).

В результате данного исследования было уста-
новлено, что Lвалин, в отличие от Lфенил
аланина и Lлейцина, не образует комплекс 
включения с α-CD (ρVal = 0). Отсутствие невалент-
ных взаимодействий между Lвалином и α-CD 
подтверждено методом 1Н-1Н ROESY: в спектре 
ROESY не наблюдались кросспики между сигна-
лами атомов молекулы Lвалина и атомов вну-
тренней полости αCD.

Авторы публикации [40] предложили рассчиты-
вать поправочный коэффициент не на основе 
значений динамической вязкости растворителя 
и раствора, а на основе значений D внутренне-
го стандарта, присутствующего в растворителе 
и в растворе. Изучив возможность включе-
ния гиклата доксициклина в полости нативных 
и полимеризированных с помощью лимонной 
кислоты β и γ-CD, они предложили коррек-
тировать измеренную величину D с помощью 
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поправочного коэффициента. Поправочный 
коэффициент определяли как отношение ве-
личины D остаточной воды, определенной 
в дейтерированном растворителе DHOD(ref), 
к величине D остаточной воды, определенной 
в растворе с компонентами комплекса DHOD(obs). 
Образование комплекса включения подтвер-
ждали методом 1Н-1Н ROESY, фиксируя наличие 
кросспиков между сигналами протонов, обра-
зующих полость в CD, и сигналами ароматиче-
ского фрагмента доксициклина. Методами DOSY 
и ROESY было доказано, что полости полимер-
ных циклодекстринов, имеющих структуру сши-
той сетки, попрежнему способны связывать 
молекулы гиклата доксициклина. Аналогичный 
корректировочный коэффициент (DHOD(ref)/
DHOD(obs)) использовали авторы работы  [41]. 
В ней методом DOSY изучен феномен само-
сборки трехкомпонентных супрамолекулярных 
систем на основе α, β и γ-CD, разветвленных 
полиэтиленаминов и растворителя (диметил-
формамида или пиридина). Было установлено, 
что молекулы растворителя, образуя водород-
ные связи как с CD, так и с полиэтиленамином, 
играют роль связующего компонента между 
ними. Методом 1Н-1Н ROESY был подтвержден 
факт образования трехкомпонентных систем.

Большой интерес представляет публикация [42], 
авторы которой методом DOSY изучали сайты 
связывания βамилоидного пептида Aβ(1-40) 
с β-CD. Для этого определяли долю β-CD, обра-
зующего комплекс включения с фрагментами 
полипептидной цепи Aβ(1–9) и Aβ(12–28), и срав-
нивали ее с долей β-CD, образующего комплекс 
включения с нативным Aβ(1–40). Расчет доли 
связанного СD проводили аналогично [38]. 
Корректировку измеренных значений D осуще-
ствляли с использованием поправочного коэф-
фициента DHOD(ref)/DHOD(obs). В ходе исследова-
ния было установлено, что фрагмент боковой 
цепи Aβ(12–28), в отличие от Nконцевого фраг-
мента Aβ(1-9), связывается с β-CD, и аффинность 
СD к этому фрагменту такая же, как к нативному 
βамилоидному пептиду Aβ(1–40). Другие по-
тенциальные лиганды (α, γ-CD, никотин, норни-
котин) не обладали аффинностью к Aβ(12–28).

Еще одна разновидность супрамолекуляр-
ных систем на основе полисахаридов  — по-
лиэлектролитные комплексы из нескольких 
полисахаридов, в ряде случаев после их мо-
дификации. Полисахариды представляют со-
бой полиэлектролиты и характеризуются 
очень высокой водоудерживающей способ-
ностью, за счет чего возможно создание их 

биодеградируемой лечебной формы в виде 
гидрогеля. Абсорбционнодесорбционные свой-
ства гидрогелей зависят от плотности образу-
емой полимерной сетки, которая увеличивает-
ся при переходе от отдельных полисахаридов 
к полиэлектролитным комплексам на их основе. 
Метод DOSY является мощным инструментом 
для исследования строения таких полиэлектро-
литных комплексов, так как подвижность поли-
сахаридов, объединенных невалентными взаи-
модействиями, заметно уменьшается. Авторы 
работы [43] методом DOSY изучали невалентное 
взаимодействие гиалуроновой кислоты и про-
дукта модификации хитозана лактиолом путем 
сравнения величин D изолированных полиса-
харидов и компонентов смеси. Они наблюдали 
уменьшение величины D модифицированного 
хитозана до значения коэффициента самодиф-
фузии гиалуроновой кислоты. На основе этого 
наблюдения был сделан вывод, что компоненты 
смеси образуют супрамолекулярную систему.

Полиэлектролитные комплексы также получают 
комбинацией водорастворимых полисахаридов 
и суфрактантов. Суфрактантполиэлектролитные 
комплексы стабилизируются электростатически-
ми и гидрофобными взаимодействиями и могут 
образовываться, даже если концентрация су-
фрактанта значительно ниже его критической 
концентрации мицеллообразования. В публи-
кации [44] методом DOSY изучены невалентные 
взаимодействия между кватернизованным хи-
тозаном и положительно заряженным 1-декан
сульфонатом натрия. С помощью измеряемой ве-
личины D водных растворов суфрактанта и смеси 
суфрактанта с кватернизованным хитозаном 
определены критическая концентрация мицел-
лообразования 1-декансульфоната натрия и кри-
тическая концентрация его агрегации с полиса-
харидом. Данные, полученные методом DOSY, 
хорошо согласуются с данными кондуктометрии.

Сравнительно новое направление применения 
метода DOSY  — анализ эффективности связы-
вания супрамолекулярных носителей с лекар-
ственным средством. Например, в работе [45] 
метод DOSY применили для оценки невалентных 
взаимодействий между галлатом эпигаллокате-
хина (EGCG) и полисахаридной наночастицей, 
содержащей мальтодекстрин (MD) и гуммиара-
бик (GA). Наночастицу MD/GA получали из MD 
с ММ 1 кДа и GA с ММ 250 кДа.

EGCG является компонентом зеленого чая 
и оказывает противовоспалительное, противо-
вирусное, противораковое и противогрибковое 
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действие. Однако его фармацевтическое при-
менение ограничено плохой растворимостью 
и неэффективной проницаемостью. Для повыше-
ния биодоступности EGCG его связывали с био-
деградируемой наночастицей. Авторы [45] срав-
нивали величины D изолированных EGCG, MD, 
GA с их значениями D в смесях EGCG + MD + GA 
и EGCG + MD/GA, а также в продукте взаимодей-
ствия лекарства с наночастицей EGCGMD/GA. 
Корректировку измеренных значений D про-
водили, используя поправочный коэффициент 
1/DTSP (DTSP  — величина D триметилсилилпро-
пионата натрия, внутреннего стандарта, до-
бавляемого в раствор для калибровки шкалы 
химических сдвигов). Экспериментально было 
установлено, что скорректированные значения 
D для EGCG, MD и GA в EGCGMD/GA ниже со-
ответствующих значений в физических смесях 
EGCG + MD/GA и EGCG + MD + GA, которые вос-
производят состав EGCGMD/GA. Снижение по-
движности EGCG, MD и GA в EGCGMD/GA являет-
ся убедительным свидетельством невалентного 
взаимодействия EGCG с наночастицей.

Приведенные примеры наглядно демонстриру-
ют востребованность метода DOSY для решения 
задач компонентного анализа сложных смесей 
и оценки формирования и стабильности супра-
молекулярных систем.

Количественное определение  
средней молекулярной массы 
полисахаридов методом DOSY

Метод DOSY является косвенным методом опре-
деления MМ полимеров. Он требует калибровки, 
при которой измеряемая величина D градуиру-
ется по известным массам однотипных полиме-
ров. Существуют два подхода к количественно-
му определению величины ММ:
1) установление общего для широкого круга 
полисахаридов корреляционного уравнения 
D = f(MM) и варьирование параметров импульс-
ной градиентной последовательности (значе-
ний ∆ и δ) при его использовании для оценки 
ММ конкретных соединений. Изменение па-
раметров необходимо для учета особенно-
стей топологии макромолекулы испытуемого 
полисахарида, специфики его невалентных 
взаимодействий с растворителем и вязкости 
раствора;
2) подбор общих для полисахаридов пара-
метров импульсной градиентной последо-
вательности и вывод индивидуальных кор-
реляционных уравнений для каждого класса 
полисахаридов.

В рамках первого подхода основополагающей 
является работа [46], авторы которой предложи-
ли единое корреляционное уравнение для всех 
водорастворимых линейных и слаборазветв-
ленных полисахаридов:

 D = 8,2 × 109 × ММ-0,49 м2/с. (7)

Это уравнение было выведено на основе из-
меренных коэффициентов самодиффузии раз-
бавленных водных растворов пуллуланов с из-
вестными ММ и затем использовано для оценки 
величины молекулярных масс других олиго 
и полисахаридов (сахарозы, α, β и γциклодек
странов, декстранов, амилозы и т.д.). Для каждо-
го образца, входящего в контрольную выборку, 
подбирали такие значения ∆ и δ для импульсной 
градиентной последовательности, чтобы в ходе 
DOSY эксперимента воспроизводилась величи-
на D внутреннего стандарта (остаточной воды 
в дейтерированном растворителе). Интервал 
варьируемых значений ∆, δ и используемая ав-
торами [46] импульсная градиентная последова-
тельность представлены в таблице 1.

Впоследствии многие исследователи использо-
вали корреляционное уравнение (7) при опреде-
лении ММ различных полисахаридов, выделяе-
мых из природного сырья. Например, в работе 
[27] уравнение (7) применили для оценки ММ 
полисахарида, выделенного из лекарственно-
го растения Dendrobium huoshanense C.Z. Tang et 
S.J. Cheng. Характерная особенность данного ис-
следования — в импульсной последовательности 
варьировали только время диффузии, в то время 
как значение продолжительности градиентно-
го импульса было постоянным (табл. 1). Авторы 
работы [47] с помощью уравнения (7) оценива-
ли ММ бактериальных экзополисахаридов, об-
разующихся при промышленной ферментации 
оливок. Принято считать, что данные полисаха-
риды ответственны за полезные свойства кис-
ломолочных продуктов. В эксперименте DOSY 
использовали один набор параметров импульс-
ной градиентной последовательности (табл.  1) 
для изучаемых полисахаридов, причем крите-
рий его выбора в публикации не представлен. 
Рассчитанные величины ММ легли в основу вы-
вода: экзополисахариды, выделенные из рассо-
ла оливок, не совпадают с экзополисахаридами 
молочнокислых бактерий Lactobacillus pentosus.

Авторы работы [48] применили уравнение (7) 
для оценки ММ арабиногалактанов, входя-
щих в состав экстракта зеленых водорослей 
Chlorella pyrenoidosa Chick. Аналогично [27] 
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в эксперименте DOSY варьировали только 
один параметр, но не значение времени диф-
фузии, а величину продолжительности гради-
ентного импульса (табл. 1). Следует отметить, 
что для установления строения выделенных 
арабиногалактанов наряду с методом DOSY был 
использован целый комплекс методов ЯМР (1Н, 
13С, 1H-1H DQF-COSY, 1H-1H NOESY, 1H-13C HMQC, 
1H-13C HMBC). Значения ММ арабиногалактанов, 
полученные с помощью метода DOSY, были под-
тверждены данными HPSEC.

В работе [49] c помощью уравнения (7) оцене-
на ММ β1,3-глюкана, выделенного из гриба 
Ganoderma lucidum Karst. Данный полисахарид 
проявляет свойства эффективного антиоксидан-
та. Расчетное значение ММ, полученное по урав-
нению (7) без подбора оптимальных значений 
параметров импульсной градиентной после-
довательности, составило 3,98 кДа, в то время 
как по данным MALDITOF MS оно равно 1,5 кДа. 
Этот пример наглядно иллюстрирует необходи-
мость обязательной оптимизации параметров 
импульсной градиентной последовательности 
при использовании универсального уравнения 
(7) для оценки ММ отдельных полисахаридов.

Авторы работ [50, 51] провели сравнительный 
анализ результатов измерения ММ высокомо-
лекулярных декстранов методами DOSY, HPSEC 
и AsFlFFF. Было установлено, что метод DOSY 
дает более высокие значения ММ. Этот факт 
был объяснен образованием агрегатов из вы-
сокомолекулярных декстранов в растворах, ко-
торые не разрушаются при действии на них им-
пульса градиента магнитного поля. При оценке 
низкомолекулярных декстранов наблюдалось 
хорошее согласование данных, полученных 
всеми тремя методами. Дополнительно авто-
ры сравнили значения ММ высокомолекуляр-
ных декстранов, полученные с использованием 
уравнения (7) (подход № 1) и с использовани-
ем собственного корреляционного уравнения 
(подход № 2):

 D = 5,47×10–9 × ММ–0,425 м2/с. (8)

Уравнение (8) выводили на основе данных, по-
лученных с помощью стандартных образцов 
декстранов с аттестованными значениями ММ, 
варьируя величину δ (табл. 1). Существенное 
различие в параметрах корреляционных урав-
нений (7) и (8) было объяснено различием в ММ 
объектов, используемых при построении ка-
либровочных кривых (5,8–853 и 12–11900 кДа 
при выводе уравнений (7) и (8) соответственно).

Экспериментально установленный факт влияния 
диапазона ММ макромолекул калибровочной 
кривой на значения параметров корреляционно-
го уравнения является весомым аргументом 
в пользу подхода № 2. В литературе представ-
лены многочисленные примеры его реализации. 
Например, авторы работы [52] выводили соб-
ственное корреляционное уравнение для оцен-
ки ММ полисахарида F1SS, выделенного ще-
лочной экстракцией из клеточной стенки гриба 
Acrospermum compressum Tode, и продукта его ча-
стичного кислотного гидролиза. Калибровочную 
кривую строили, используя набор коммерчески 
доступных декстранов с известными значени-
ями ММ. Внутренний стандарт не применяли. 
Параметры импульсной градиентной последо-
вательности, используемой для получения ве-
личин D, приведены в таблице 1.

В публикации [53] было отмечено, что подход 
№  1 не применим при разработке валидируе-
мой методики количественной оценки MМ мето-
дом DOSY. Валидация такой методики возможна 
только в рамках подхода № 2, так как она требу-
ет соблюдения одинаковых условий при количе-
ственном определении всех анализируемых об-
разцов. Авторы [53] подобрали универсальные 
параметры DOSY эксперимента, применимые 
для широкого круга полисахаридов с различной 
ММ. Значения ∆ и δ импульсной градиентной 
последовательности, температуру, раствори-
тель и концентрацию полисахаридов выбирали, 
руководствуясь следующими критериями: вос-
производимость значения D воды в растворах 
полисахаридов (20,2×10–10 м2с–1 [46]); примене-
ние импульсной градиентной последовательно-
сти с данными параметрами к полисахаридам 
в широком диапазоне ММ и разрешение по ве-
личине D полисахаридов с близкими значения-
ми МM. С помощью универсальных параметров 
DOSY эксперимента были выведены корре-
ляционные уравнения для отдельных классов 
водорастворимых полисахаридов: пуллуланов 
[54], декстранов [53], гидроксиэтилкрахмалов 
[55] (табл. 2). Значения D полисахаридов, рас-
считанные с их помощью, хорошо согласуются 
с данными высокоэффективной эксклюзионной 
гельпроникающей хроматографии. Методика 
определения ММ декстранов методом DOSY 
была валидирована [56].

Абсолютное значение показателя степени 
в степенных функциях возрастает в ряду пул-
луланы < декстраны < гидроксиэтилкрахма-
лы (табл. 2). Отсюда следует, что постоянным 
значениям D незаряженных полисахаридов, 



33The Bulletin of the Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products. 
Regulatory Research and Medicine Evaluation. 2022. Vol. 12, No. 1

Применение метода диффузионно-упорядоченной спектроскопии ЯМР для анализа полисахаридов
Кузьмина Н.Е., Моисеев С.В., Северинова Е.Ю., Лутцева А.И.

характеризующихся одинаковым типом не-
валентных взаимодействий и различной сте-
пенью ветвления, соответствуют различные 
молекулярные массы, причем значения МM 
убывают в ряду гидроксиэтилкрахмалы > дек
страны > пуллуланы. Этот вывод хорошо со-
гласуется с известным фактом: разветвленные 
полимеры характеризуются меньшими разме-
рами молекул, чем линейные2. Следует отметить, 

что для низкомолекулярных полисахаридов 
(ММ не более 50 кДа) степень ветвления несу-
щественно влияет на величину D. С увеличени-
ем ММ полисахаридов это влияние значительно 
усиливается (рис. 2).

Величина D характеризует подвижность ма-
кромолекулы полисахарида как единого цело-
го. В действительности растворы полимеров, 

Таблица 1. Параметры импульсных градиентных последовательностей в прецизионных экспериментах DOSY

Table 1. Parameters of gradient pulse sequences in precision DOSY experiments

Параметры DOSY эксперимента
DOSY experiment parameters

Источник 
литературы

Reference
Импульсная  

последовательность
Pulse sequence

Δ, мс
ms

δ, мс
ms

Максимальная 
амплитуда импульса 

градиента, Гс/см
Maximum gradient 
amplitude, gf/cm

Градиент магнитного поля, % 
(число шагов увеличения 

амплитуды)
Gradient strength, %

(amplitude magnification steps)

BPPLED 400–1000 1,0–2,3 55 2–95 (32) 46

BPPLED 100–700 3 55 2–95 (32) 27

BPPLED 800 1,5 нет данных
no data available

нет данных
no data available 47

BPPLED 200 7,0–11,9 5,35 5–95 (64) 48

BPPSTEcc 600 1,0–6,5 64 1–98 (30) 50, 51

LEDBPG2S 400 4 53,55 2–95 (нет данных /
no data available) 52

BPPSTE 285 2 55 3–96 (15) 53–55, 59, 60

BPPSTEcc 285 2 55 3–96 (15) 56

Примечание. BPP-LED  — импульсная последовательность стимулированного спинового эха, включающая биполярные гради-
ентные импульсы и продольную задержку вихревого тока [61]; BPPSTE-cc — импульсная последовательность биполярного им-
пульсного парного стимулированного спинового эха с компенсацией конвекции [62]; LEDBPG2S  — импульсная последователь-
ность стимулированного спинового эха, включающая биполярные градиентные импульсы с двумя спойлерными градиентами 
и компенсацию продольных вихревых токов [61]; BPPSTE — импульсная последовательность биполярного импульсного парного 
стимулированного спинового эха [61].
Note. BPP-LED—bipolar pulse pair stimulated echo sequence with longitudinal eddy currant delay [61], BPPSTE-cc—bipolar pulse pair 
stimulated echo sequence with convection compensation [62], LEDBPG2S—sequence with stimulated echo, longitudinal eddy current com-
pensation, bipolar gradient pulses, and two spoil gradients [61]; BPPSTE—bipolar pulse pair stimulated echo sequence [61].

Таблица 2. Корреляционные уравнения MМ = f(D) для незаряженных полисахаридов с различной степенью ветвления [55, 57]

Table 2. Correlation equations (MM = f(D)) for uncharged polysaccharides with different branching degrees [55, 57]

Корреляционное уравнение (MМ, кДа; D, 10–10 м2/с)
Correlation equation (ММ, kDa; D×10–10 m2/s Область применения

Аpplication areaстепенная зависимость
exponentiation

линейная зависимость
linear function

MМ = 9,4862 D–1,801 (R2 = 0,9979) lg ММ = –1,8008 lg D – 17,03 Линейные пуллуланы
Linear pullulans

MМ = 8,3038 D–2,164 (R2 = 0,9991) lg ММ = –2,1637 lg D – 20,718 Малоразветвленные декстраны
Low-branched dextrans

MМ = 9,0314 D–2,538 (R2 = 0,9899) lg ММ = –2,5375 lg D – 24,419 Разветвленные гидроксиэтилкрахмалы
Branched hydroxyethyl starches

2 Пасынский АГ. Коллоидная химия. М.: Высшая школа; 1959.  
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как правило, характеризуются несколькими 
значениями D даже в том случае, если образец 
представляет собой набор близких по длине 
и массе макромолекул, то есть является узко-
дисперсным (см., например, рис. 3). 

Одна из причин данного явления  — наличие 
в исследуемой системе ряда состояний, соот-
ветствующих минимумам на поверхности по-
тенциальной энергии (например, различных 
конформаций или ассоциатов с растворителем), 
и химический обмен между ними (переход спина 
или группы спинов между несколькими состоя-
ниями). В случае медленного химического об-
мена каждый набор сигналов, соответствующий 
различным состояниям, будет характеризовать-
ся своим значением D. Другая причина экспери-
ментально наблюдаемого разброса значений 
D ядер макромолекулы полимера  — различная 
локальная подвижность сегментов полимерной 
цепи, которая не зависит от молекулярной массы 
полимера, но является специфической для каж-
дой конкретной системы «полимер—раство-
ритель» и зависит от температуры измерения. 
В рамках метода ЯМР системы спинов ядер, ха-
рактеризующихся единственными значениями 
исследуемого параметра (D, времени релакса-
ции T1 или T2 и т.д.), принято выделять в фазы [58]. 
Определяемые таким образом фазы не имеют 
ничего общего с термодинамическими фазами 
состояния вещества. Следовательно, растворы 
полимеров, которые характеризуются набором 
значений D, являются полифазными системами. 
Проблему характеристики трансляционной по-
движности полифазной полимерной макромо-
лекулы как единого целого решают различными 
способами. Например, за величину D макромо-
лекулы полисахарида принимают величины D 

аномерных протонов [45] или протонов, участ-
вующих в межмолекулярных невалентных вза-
имодействиях [40]. В работах [53–55] предло-
жено использовать величину D в максимальном 
пике на диаграмме распределения D в образце 
полимера (Dp). Авторы [58] предложили характе-
ризовать подвижность полифазной полимерной 
макромолекулы средним коэффициентом само-
диффузии (Ds), который определяют по формуле:

 Ds = Σpi×Di, (9)

где pi — относительная доля (населенность) ре-
зонирующих ядер в образце, характеризующих-
ся значением Di.

В работах [59–60] предложено определять ве-
личины pi путем интегрирования пиков на диа-
грамме распределения D. Например, на рисун-
ке 4 представлена диаграмма распределения D 
образца гидроксиэтилкрахмала с ММ 459 кДа, 

Рис. 2. Зависимости коэффициента самодиффузии от молекулярной массы для гидроксиэтилкрахмалов, декстранов и пуллуланов

Fig. 2. Dependencies self-diffusion coefficient from the molecular weight for hydroxyethyl starches, dextrans, and pullulans

Рис. 3. Распределение величин коэффициента самодиффу-
зии образца декстрана с молекулярной массой 670 кДа

Fig. 3. Diagram of the distribution of D values of the dextran 
sample with a molecular mass of 670 kDa
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величина Ds которого (0,272×10–10 м2/с) получена 
усреднением восьми значений Di.

Часто полисахариды обладают полидисперсно-
стью. Полидисперсный полимер представляет 
собой набор макромолекул различной длины 
и разной массы, который описывают молекуляр-
номассовым распределением. В зависимости 
от способа усреднения различают средневесо-
вую молекулярную массу (Mw, получают усред-
нением по массе макромолекул в полимере) 
и среднечисловую молекулярную массу (Mn, по-
лучают усреднением по числу макромолекул 
в полимере). Величина Mw чувствительна к высо-
комолекулярным фракциям, а Mn — к низкомоле-
кулярным фракциям полидисперсных полимеров. 
Поэтому для характеристики средней ММ по-
лимеров часто используют молекулярную мас-
су в максимуме хроматографического пика (Мp), 
которая для узкодисперсных образцов равна  
Мp = (Mw × Mn) × 0,5 [63]. Отношение Mw/Mn опреде-
ляет индекс полидисперсности полимера, позво-
ляющий оценить разброс макромолекул по моле-
кулярным массам. Кроме того, с помощью индекса 
полидисперсности можно определить число еди-
ниц ветвления в разветвленной макромолекуле 
полимера [63]. Существует несколько способов ха-
рактеризовать полидисперсность образца в рам-
ках метода DOSY. Например, авторы работы [48] 
предложили характеризовать полидисперсность 
распределением величин D (distribution of self
diffusion coefficients, DSDC) и использовать в каче-
стве количественных характеристик центр DSDC 
(как средневесовой D) и полуширину DSDC (как 
стандартное отклонение DSDC).

Авторы [59, 60] исследовали степенные зави-
симости параметров молекулярномассового 
распределения декстранов и гидроксиэтил-

крахмалов (Mw, Mn и Мр) от диффузионных ха-
рактеристик (Dp и Ds). Погрешности расчетов 
оценивали относительно экспериментальных 
значений параметров молекулярномассового 
распределения, определенных методом HPSEC. 
В целом наблюдалось хорошее соответствие 
между параметрами молекулярномассово-
го распределения, определявшимися HPSEC 
и рассчитанными с использованием выведенных 
в рамках метода DOSY регрессионных уравне-
ний. Для декстранов был сделан вывод, что наи-
более точно диффузионные параметры корре-
лируют с ММ в максимуме хроматографического 
пика (Мp). Для гидроксиэтилкрахмалов незави-
симо от способа характеристики значения D (с 
помощью Ds или Dp) соответствие расчетных па-
раметров молекулярномассового распределе-
ния экспериментальным значениям HPSEC уве-
личивалось в ряду Мn ≈ Mp < Мw. Погрешность 
определения Mw гидроксиэтилкрахмалов мето-
дом DOSY практически не превышала погреш-
ности определения ММ методом HPSEC (5–10%). 
При этом значения индексов полидисперсности, 
определенные методом DOSY, не зависят от вы-
бора диффузионного параметра Ds или Dp.

Следует подчеркнуть, что у модифицирован-
ных природных полисахаридов ММ макромо-
лекул зависит не только от протяженности по-
лимерной цепи, но и от степени модификации. 
Например, ММ макромолекул гидроксиэтил-
крахмалов зависит от двух факторов: числа 
мономерных звеньев в полимерной цепи (n) 
и степени молярного замещения гидроксиль-
ных групп гидроксиэтильными фрагмента-
ми. Следовательно, возможно существование 
гидроксиэтилкрахмалов с одинаковой ММ, 
но различной комбинацией числа мономерных 
звеньев и молярного замещения (укорочен-
ная полимерная цепь с высокой степенью за-
мещения либо протяженная полимерная цепь, 
характеризующаяся низким значением моляр-
ного замещения). Комбинация «n—молярное 
замещение» влияет на размер макромолекул 
гидроксиэтилкрахмалов и, как следствие, на их 
подвижность. Установлено, что с увеличением 
степени модификации крахмала увеличивает-
ся гидродинамический радиус и уменьшается 
коэффициент самодиффузии гидроксиэтил-
крахмалов, то есть при близких значениях ММ 
размер макромолекулы гидроксиэтилкрах-
мала с укороченной, но высокозамещенной 
полимерной цепью будет превышать размер 
макромолекулы с большей протяженностью 
полимерной цепи, но меньшим значением 
молярного замещения [64]. Таким образом, 
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Fig. 4. Diagram of the distribution of self-diffusion coefficients of 
the hydroxyethyl starch sample with a molecular mass of 459 kDa
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молярное замещение оказывает обратный эф-
фект на подвижность макромолекул гидрок-
сиэтилкрахмалов по сравнению с ветвлением 
полимерной цепи. Неоднородность гидрокси-
этилкрахмалов по величине молярного заме-
щения является причиной увеличения погреш-
ности расчета МM с помощью уравнения парной 
степенной регрессии МM от D. Для повышения 
точности оценки ММ гидроксиэтилкрахмалов 
методом DOSY авторы [64] предложили исполь-
зовать метод множественной регрессии и вклю-
чать в построение линейной модели логариф-
мическое значение молярного замещения:

lg Mw = –0,6826 lg МЗ – 2,9079 lg Ds – 28,236, (10)

где Мw  — средневесовая молекулярная масса 
гидроксиэтилкрахмалов (кДа), МЗ — степень мо-
лярного замещения, Ds — средний коэффициент 
самодиффузии (м2/с).

Значение молярного замещения определя-
ют по методике [65, 66], используя данные 1Н 
спектра.

Таким образом, прецизионная оценка величины 
ММ полисахаридов представляет собой нетри-
виальную задачу, даже если все инструменталь-
ные источники погрешностей учтены и значения 
D скорректированы. Основная трудность точного 
определения значения коэффициента самодиф-
фузии полисахарида связана с полидисперсно-
стью анализируемого образца и полифазностью 
его макромолекул.

Заключение

В представленном обзоре обобщены основ-
ные направления использования метода DOSY 
для анализа природных и модифицирован-
ных природных полисахаридов, применяемых 
в фармацевтике и фармацевтической биотех-
нологии. Показано, что данный метод наиболее 

востребован в случаях, если не требуется пре-
цизионное измерение величины коэффициен-
та самодиффузии. В этом случае практически 
не возникает проблем корректной интерпрета-
ции экспериментальных данных. Метод DOSY 
активно применяют для экспрессного компо-
нентного анализа сложных смесей природного 
происхождения, не прибегая при этом к физиче-
скому разделению полисахаридов, и для оцен-
ки чистоты изолированных природных и мо-
дифицированных природных полисахаридов. 
Этот метод также расширил возможности ис-
следования образования супрамолекулярных 
систем на основе полисахаридов  — наиболее 
перспективного направления при разработке 
инновационных продуктов медицинского при-
менения. Оценка диффузионных параметров 
с сохранением традиционной спектральной 
информации (значения химических сдвигов, 
мультиплетность сигналов) дает уникальную 
возможность не только судить об образовании 
супрамолекулярных систем и их стабильности, 
но и определять характер межмолекулярных 
взаимодействий и выявлять сайты связывания 
между компонентами супрамолекулярной си-
стемы и между лекарственным средством и су-
прамолекулярным носителем.

В количественном анализе метод DOSY приме-
няют для точной оценки параметров молеку-
лярно массового распределения полисахаридов. 
В обзоре обобщены способы интерпретации экс-
периментальных данных, повышающие досто-
верность измеренных значений коэффициентов 
самодиффузии. Сделан вывод, что валидация 
методик количественного определения молеку-
лярных масс различных классов полисахаридов 
этим методом возможна только при унификации 
условий проведения DOSYэксперимента (посто-
янные температура, растворитель, концентра-
ции растворов, импульсная градиентная после-
довательность, время диффузии и длительность 
градиентного импульса).
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Определение методом масс-спектрометрии 
с индуктивно связанной плазмой 
содержания тяжелых металлов, мышьяка  
и алюминия в лекарственном 
растительном сырье «Тыквы семена»  
и нативных продуктах на его основе

	 Федеральное	государственное	бюджетное	учреждение 
«Научный	центр	экспертизы	средств	медицинского	применения» 
Министерства	здравоохранения	Российской	Федерации, 
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	 Щукин Виктор Михайлович; schukin@expmed.ru

Семена тыквы относятся к нативным продуктам. Их характерная особенность 
заключается в том, что они могут потребляться напрямую, без предварительной 
экстракции исходного сырья. Количество элементных токсикантов в исходном 
лекарственном сырье полностью соответствует таковому в нативном продукте. 
В связи с этим изучение особенностей накопления элементных токсикантов се-
менами тыквы является актуальным. Цель работы — определение содержания 
тяжелых металлов, As и Al в лекарственном растительном сырье и нативных 
продуктах «Семена тыквы» и оценка степени накопления этих элементов в зави-
симости от места произрастания. Материалы и методы: в качестве объектов ис-
следования использовали нативные продукты «Семена тыквы» отечественных 
производителей, а также семена тыквы, собранные в местах с различной ан-
тропогенной нагрузкой. Пробоподготовку проводили методом микроволнового 
разложения, анализ содержания элементов — методом массспектрометрии с 
индуктивно связанной плазмой. Результаты: экспериментально установлено 
содержание эссенциальных, условно эссенциальных, потенциально токсичных 
и токсичных элементов в семенах тыквы. Проведен сравнительный анализ эле-
ментного состава семян тыквы и семян, зерен и бобов различных масличных, 
зерновых и зернобобовых сельскохозяйственных культур. Выводы: содержа-
ние нормируемых элементных токсикантов (As, Cd, Hg, Pb) в  исследованных 
образцах лекарственного растительного сырья и лекарственных растительных 
препаратов «Тыквы семена» не превышает норм, установленных отечественной 
фармакопеей. Ненормируемые токсичные элементы либо не присутствуют в се-
менах тыквы (Tl), либо присутствуют в незначительных количествах (Al). Содер-
жание ряда эссенциальных элементов (Zn, Fe, Mn, Cu, Mo, Cr) в семенах тыквы 
выше, чем в семенах многих масличных культур. Место произрастания тыквы не 
оказывает существенного влияния на содержание исследованных элементов в 
семенах тыквы. В условиях сильного загрязнения окружающей среды семена 
тыквы способны накапливать аномально высокие количества Cd, Co и Ni.

Ключевые слова: семена тыквы; нативный продукт; тяжелые металлы; мышьяк; алюминий; массспектро-
метрия с индуктивно связанной плазмой; ИСПМС
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Aluminum Content in Pumpkin Seed Herbal 
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Pumpkin seeds belong to the socalled native products. Their characteristic feature 
is that they can be consumed directly, without prior extraction of the starting ma-
terial. All elemental toxicants contained in pumpkin seeds are transferred in full to 
the native product. Therefore, it is important to study specific aspects of elemental 
toxicant accumulation by pumpkin seeds. The aim of the study was to determine the 
content of heavy metals, As, and Al in pumpkin seed herbal substance and native 
products, and to assess the degree of accumulation of these elements, depending 
on the vegetation area. Materials and methods: the study evaluated pumpkin seed 
native products by Russian manufacturers as well as pumpkin seeds harvested in 
areas with different anthropogenic load. The sample preparation was performed 
by microwave digestion, and the determination of the elemental toxicants was 
perfomed by inductively coupled plasma mass spectrometry. Results: the pumpkin 
seeds were shown to contain essential, probably essential, potentially toxic, and 
toxic elements. The authors performed comparative analysis of the elemental com-
position of pumpkin seeds as well as seeds, grains, and beans of various oilbearing, 
grain, and leguminous crops. Conclusions: the content of the specified elemental 
toxicants (As, Cd, Hg, Pb) in the tested samples of pumpkin seed herbal substance 
and herbal medicinal products did not exceed the limits established by the Rus-
sian Pharmacopoeia. The unspecified toxic elements were either absent in pumpkin 
seeds (Tl) or found in trace amounts (Al). The content of a number of essential 
elements (Zn, Fe, Mn, Cu, Mo, Cr) in pumpkin seeds was higher than in the seeds 
of many oilbearing crops. The vegetation area had no significant influence on the 
content of the tested elements in the pumpkin seeds. Pumpkin seeds are capable 
of accumulating abnormally high amounts of Cd, Co, and Ni in areas with high envi
ronmental pollution.

Key words: pumpkin seeds; native product; heavy metals; arsenic; aluminum; inductively coupled plasma mass 
spectrometry; ICPMS
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Введение 
Одним из основных показателей качества лекар-
ственного растительного сырья (ЛРС) и лекар-
ственных растительных препаратов (ЛРП) яв-
ляется содержание в них элементовтоксикантов 
(ЭТ), которое строго нормируется. В настоящее 
время необходима корректировка существу-
ющих норм содержания ЭТ в ЛРС и ЛРП изза 
изменений в нормативной и методологической 

документации. Так, в Государственной фармако-
пее Российской Федерации, Европейской фар-
макопее и Фармакопее США изменен принцип 
нормирования содержания тяжелых металлов 
(ТМ) и мышьяка (As) в ЛРС и ЛРП с суммарного 
на селективный [1]. Полуколичественный кало-
риметрический метод элементного анализа за-
менен на количественные спектральные методы: 
массспектрометрию с индуктивно связанной 
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плазмой (ИСПМС)1, атомноэмиссионную спек-
трометрию с индуктивно связанной плазмой 
(ИСПАЭС)2 и атомноабсорбционную спек-
трометрию (ААС)3. Изменен метод извлечения 
элементов из органической матрицы: с метода 
разложения в открытых сосудах, который ведет 
к частичной потере летучих элементов, на ме-
тод разложения в закрытых сосудах. Кроме того, 
необходимость корректировки обусловлена 
тенденцией обоснования норм содержания As 
и ТМ в лекарственных препаратах (в частности 
нативных ЛРП) суточной нормой потребления 
элемента, а не величиной его предельной допу-
стимой концентрации (ПДК)4.

Переход от ПДК к суточной дозе потребления 
ведет к необходимости оценки степени перехо-
да ЭТ из ЛРС в ЛРП, которая зависит от спосо-
ба переработки ЛРС. Особую категорию ЛРП 
составляют нативные продукты на основе ЛРС, 
которые не содержат никаких вспомогательных 
веществ5. Характерная особенность нативных 
ЛРП заключается в том, что они потребляются 
напрямую, без какойлибо предварительной 
экстракции (водной, спиртовой или масляной). 
Как следствие, при их употреблении все эле-
ментытоксиканты, содержащиеся в исходном 
ЛРС, переходят в организм человека. Данная 
особенность нативных продуктов диктует необ-
ходимость нормировать содержание в них эле-
ментных токсикантов по аналогии с синтетиче-
скими лекарственными препаратами.

В России наиболее распространенными на-
тивными продуктами на основе ЛРС являются 
слоевища ламинарии, семена льна посевного 
и семена тыквы6. Слоевища ламинарии и семе-
на льна широко изучены, требования к содер-
жанию ЭТ в них отражены в соответствующих 
фармакопейных статьях. Известно, что слоеви-
ща ламинарии обладают уникальной способ-
ностью накапливать Cd и As в его нетоксичной 
органической форме, поэтому для ламинарии 
установлены индивидуальные нормы содер-
жания As (90 мг/кг вместо 0,5 мг/кг7 [2]) и Cd 
(4 мг/кг вместо 1 мг/кг8). В Европейской фар-
макопее также установлена индивидуаль-
ная норма по содержанию Cd в семенах льна 
(0,5 ppm вместо 1 ppm)9, при этом в послед-
нее время нормы по содержанию данного 
элемента в Европе ужесточаются10. В отличие 
от других нативных продуктов на основе ЛРС, 
в отношении семян тыквы не проводилось 
систематических исследований по особенно-
стям накопления в них ЭТ.

Семена тыквы и продукты их переработки 
оказывают противоязвенное, гепатопротек-
торное, желчегонное действие и обладают 
противогельминтной активностью11 [3–6]. Их 
применяют при гепатите, жировой дистро-
фии печени, холецистохолангите, дискинезии 
желчевыводящих путей, гастрите, изжоге, яз-
венной болезни желудка и двенадцатиперст-
ной кишки, колите, энтероколите, геморрое, 

1 ОФС.1.5.3.0009.15. Определение содержания тяжелых металлов и мышьяка в лекарственном растительном сырье и ле-
карственных растительных препаратах. Государственная фармакопея Российской Федерации XIV изд. Т. 2. М.; 2018.

 ОФС.2.4.27. Тяжелые металлы и мышьяк в лекарственном растительном сырье и лекарственных растительных препа-
ратах. Фармакопея Евразийского экономического союза.

 General Monograph 2.4.27. Heavy metals analysis in herbal drugs and herbal drug preparations. European Pharmacopoeia. 
Supplement 10.5. 10th ed. Strasbourg; 2019.

 Elemental impurities—procedures. General сhapters 233. United State Pharmacopoeia USP43–NF38. Rockville, MD; 2019.
2 Elemental impurities—procedures. General сhapters 233. United State Pharmacopoeia USP43–NF38. Rockville, MD; 2019.
3 General Monograph 2.4.27. Heavy metals analysis in herbal drugs and herbal drug preparations. European Pharmacopoeia. 

Supplement 10.5. 10th ed. Strasbourg; 2019.
 ОФС.1.5.3.0009.15 Определение содержания тяжелых металлов и мышьяка в лекарственном растительном сырье и ле-

карственных растительных препаратах. Государственная фармакопея Российской Федерации XIV изд. Т. 2. М.; 2018.
 ОФС.2.4.27. Тяжелые металлы и мышьяк в лекарственном растительном сырье и лекарственных растительных препа-

ратах. Фармакопея Евразийского экономического союза.
4 Q3D(R2) Guideline for elemental impurities, 2020.
5 Приложение к Рекомендации Коллегии Евразийской экономической комиссии от 10.05.2018 № 6 «Руководство по каче-

ству лекарственных растительных препаратов».
6 ФС.2.5.0026.15. Льна посевного семена; ФС.2.5.0080.18. Ламинарии слоевища (морская капуста); ФС.2.5.0100.18. Тыквы 

семена. Государственная фармакопея Российской Федерации XIV изд. Т. 4. М.; 2018. 
7 ФС.2.5.0080.18. Ламинарии слоевища (морская капуста). Государственная фармакопея Российской Федерации XIV изд. Т. 4. М.; 2018.
 Monograph 01/2008:1426 Kelp. European Pharmacopoeia. 10th ed. Strasbourg; 2019.
8 Monograph 01/2008:1426 Kelp. European Pharmacopoeia. 10th ed. Strasbourg; 2019. 
9 Monograph 04/2011:0095 Linseed. European Pharmacopoeia. 10th ed. Strasbourg; 2019. 
10 Commission regulation (EU) 2021/1323 of 10 August 2021 amending Regulation (EC) No 1881/2006 as regards maximum levels 

of cadmium in certain foodstuffs.
11 European Medicines agency. Committee on Herbal Medicinal Products (HMPC) 2012. Assessment report on Cucurbita pepo L., semen. 
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атеросклерозе, простатите, доброкачествен-
ной гиперплазии предстательной железы, эро-
зии шейки матки, а также для лечения герпеса, 
дерматита, диатеза, псориаза, экземы, ожогов 
и пародонтоза [6–9]. Имеются данные о за-
метном противовоспалительном и анальгети-
ческом действии производных семян тыквы 
[10], а также об их положительном эффекте 
при сахарном диабете 2-го типа и андроген-
ной алопеции [11]. Поэтому актуально изуче-
ние особенностей накопления ЭТ в данном 
виде нативных растительных продуктов.

Цель работы  — определение содержания тя-
желых металлов, As и Al в лекарственном 
растительном сырье и нативных продуктах 
«Тыквы семена» и оценка степени накопления 
этих элементов в зависимости от места произ-
растания.

Материалы и методы

В качестве объектов исследования ис-
пользовали нативные продукты «Семена 
тыквы» производства ООО «Здоровье» 
и ООО «Беловодье», а также семена тыквы, со-
бранные в местах с различной антропогенной 
нагрузкой в 2021 г.: г. Кубинка, г. Красногорск, 
г. Звенигород, г.  Жуковский, с. Абрамцево, 
с. Конобеево, д.  Холдеево (Московская обл.), 
с. Кемля, с. Ичалки, с. Первомайск, с. Инелей 
(Мордовия), д. Липово (Чувашская Респ.), 
с. Староюрьево (Тамбовская обл.). В круг опре-
деляемых элементов включили эссенциаль-
ные (Fe, Zn, Cu, Mn, Mo, Cr, Co, Se), условно эс-
сенциальные (As, Ni, V) и токсичные (Al, Cd, Hg, 
Pb, Sr, Tl) элементы. Al был включен в список 
определяемых элементов, так как он обладает 
схожими с тяжелыми металлами токсичными 
свойствами [12].

Извлечение ЭТ из органической матрицы тык-
вы проводилось путем микроволновой ми-
нерализации по методике, разработанной 
в ФГБУ  «НЦЭСМП» Минздрава России [13]. 
Для установления открываемости Al, As и тя-
желых металлов с помощью данной методики 
были использованы сертифицированные рас-
тительные материалы: листья чая TEA LEAVES 
INCTTL1 (INST, Польша) и лишайник Lichen 
Certified reference material BCR 482 (Institute 
for reference materials and measurements, 
Бельгия).

Образцы, предварительно высушенные до пос то  
янной массы, подвергали разложению в концент
рированной азотной кислоте при температуре 
165  °С в системе микроволновой пробоподго-
товки Milestone EthosUp (Milestone). Элементный 
анализ природных объектов проводили с помо-
щью массспектрометра с индуктивносвязан-
ной плазмой Agilent 7900 (Agilent Technologies, 
США). Количественное определение содержа-
ния элементов осуществляли, фиксируя ин-
тенсивности сигналов по следующим атомным 
единицам массы (а.е.м.): Al — 27, V — 51, Cr — 52, 
Mn — 55, Fe — 56, Co — 59, Ni — 60, Cu — 63, Zn — 
66, As — 75, Sr — 88, Mo — 95, Cd — 111, Ba — 137, 
Hg — 202, Pb — 208.

Для отслеживания дрейфа приборных пара-
метров использовали внутренние стандарты 
(висмут (Lot BCBZ3947, SigmaAldrich), родий, 
германий (Lot PGE2C7, Reagecon)). Для расчета 
концентраций применяли метод калибровоч-
ной кривой. Использовали следующие стан-
дартные растворы для ИСПанализа: мульти-
элементный № IV (Lot HC90682355, Merck), 
моноэлементные висмута (Lot BCBZ3947), рту-
ти (Lot BCBV3560), молибдена (Lot BCBT9509), 
олова (Lot BCBT9505), родия (Lot BCBW5968) — 
все SigmaAldrich, палладия (Lot PPD2819L1, 
Reagecon), сурьмы (Lot N9304293, Perkin Elmer). 
Для каждого из образцов за результат измере-
ния брали усредненное значение, полученное 
от трех параллельных проб, в пяти повторно-
стях каждая (15 измерений).

Результаты и обсуждение

Собственные экспериментальные и литератур-
ные данные о содержании нормируемых ЭТ в се-
менах тыквы различного происхождения пред-
ставлены в таблице 1.

Согласно собственным результатам иссле-
дования As и Hg практически не содержатся 
в изученных образцах семян тыквы, что хо-
рошо согласуется с литературными данными 
об особенностях накопления этих элементов 
наземными растениями [22]. Содержание Cd 
значительно ниже ПДК (1 мг/кг)12, его средняя 
концентрация в изучаемых объектах состав-
ляет 0,03  мг/кг при максимальном значении 
0,1 мг/кг, что хорошо согласуется с литера-
турными данными об уровне содержания 
этого токсиканта в масличных культурах 

12 ОФС.1.5.3.0009.15. Определение содержания тяжелых металлов и мышьяка в лекарственном растительном сырье и ле-
карственных растительных препаратах. Государственная фармакопея Российской Федерации XIV изд. Т. 2. М.; 2018.
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Таблица 1. Содержание нормируемых элементных токсикантов в семенах тыквы различного происхождения

Table 1. Content of the specified elemental toxicants in pumpkin seeds of different origin

Место сбора / время сбора
Harvesting area / time

Элементный токсикант, концентрация, мг/кг
Element, concentration, mg/kg

As Cd Hg Pb

г. Кубинка, МО / 2021*
Kubinka, Moscow Region / 2021* ND 0,010 ± 0,001 ND ND

с. Кемля, Респ. Мордовия / 2021*
Kemlya, Rep. Mordovia / 2021* ND 0,009 ± 0,001 ND ND

с. Ичалки, Респ. Мордовия / 2021
Ichalki, Rep. Mordovia / 2021 ND 0,045 ± 0,003 ND ND

с. Первомайск, Респ. Мордовия / 2021*
Pervomaysk, Rep. Mordovia / 2021* ND 0,044 ± 0,002 ND ND

с. Инелей, Респ. Мордовия / 2021*
Ineley, Rep. Mordovia / 2021*

0,009 ± 0,001 0,021 ± 0,001 ND 0,121 ± 0,09

0,013 ± 0,001 0,017 ± 0,001 ND 0,179 ± 0,05

г. Красногорск, МО / 2021*
Krasnogorsk, Moscow Region / 2021* ND 0,042 ± 0,002 ND 0,227 ± 0,02

г. Жуковский, МО / 2021*
Zhukovsky, Moscow Region / 2021* ND 0,007 ± 0,001 ND ND

ООО «Здоровье» / 2019*
Zdorovye ООО / 2019* ND 0,048 ± 0,004 ND ND

ООО «Здоровье» / 2019*
Zdorovye ООО / 2019* ND 0,007 ± 0,001 ND ND

ООО «Здоровье» / 2019*
Zdorovye ООО / 2019* ND 0,088 ± 0,003 ND ND

с. Абрамцево, МО / 2021*
Abramtsevo, Moscow Region / 2021* 0,006 ± 0,001 0,056 ± 0,005 ND 0,226 ± 0,02

дер. Холдеево, МО / 2021*
Kholdeyevo, Moscow Region / 2021* ND ND ND 0,013 ± 0,001

с. Конобеево, МО / 2021*
Konobeevo, Moscow Region / 2021* 0,007 ± 0,001 0,108 ± 0,004 ND ND

г. Звенигород, МО / 2021*
Zvenigorod, Moscow Region / 2021* ND 0,039 ± 0,001 ND ND

с. Староюрьево, Тамбовская обл. / 2021*
Staroyurievo, Tambov Region / 2021* ND 0,006 ± 0,001 ND ND

ООО «Беловодье» 2021*
Belovodye, OOO 2021* ND 0,007 ± 0,001 ND ND

рн СергиевоПосадский, МО / 2021*
Sergiev Posad, Moscow Region / 2021*

ND 0,009 ± 0,001 ND 0,237 ± 0,01

ND 0,012 ± 0,001 ND 0,399 ± 0,02

ND 0,013 ± 0,001 ND 0,023 ± 0,001

д. Липово, Чувашская Респ. / 2021*
Lipovo, Chuvash Rep. / 2021* ND 0,009 ± 0,001 ND 0,311 ± 0,02

Бенгази, Ливия /2021 [14]
Benghazi, Libya / 2021 [14] ND ND ND 0,006

Швейцария / 2002–2007 [15]
Switzerland / 2002–2007 [15] – 0,1 <0,02 0,560

Зенджан, Иран / 2014 [16]
Zanjan, Iran / 2014 [16] – 0,073 – 0,121  ± 0,106

Эсфахан, Иран / 2014 [16]
Isfahan, Iran / 2014 [16] – ND – 0,235

Шираз, Иран / 2014 [16]
Shiraz, Iran / 2014 [16] – ND – ND
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(0,04–0,1 мг/кг [23]). В то же время по ли-
тературным данным семена тыквы способны 
накапливать Cd в больших количествах. Так, 
аномально высокое содержание Cd (12–22 мг/
кг) обнаружено в образцах Cucurbita maxima 
из различных районов Гайаны [19]. Следует от-
метить, что в данной стране произошла круп-
нейшая в Латинской Америке техногенная 
катастрофа, повлекшая за собой попадание 
большого количества токсичных отходов зо-
лотодобывающих шахт в окружающую среду 
[24]. Как следствие, в сельскохозяйственных 
растениях данного региона наблюдается по-
вышенное содержание Сd [25].

Среднее содержание Pb в исследованных об-
разцах семян тыквы составляет 0,08 мг/кг 
при максимальном значении 0,4 мг/кг, что зна-
чительно ниже ПДК (6 мг/кг)13. По литературным 
данным содержание этого элемента в семенах 
тыквы не превышает 0,6 мг/кг [16]. В целом 

уровень содержания Pb в семенах тыквы сопо-
ставим с его содержанием в масличных культу-
рах (0,13–0,35 мг/кг) [23].

Экспериментальные и литературные данные 
о содержании ненормируемых тяжелых метал-
лов и Al в семенах тыквы различного проис-
хождения представлены в таблице 2. В нее 
не включена информация о Tl, так как он не об-
наружен ни в одном из испытуемых образцов, 
литературные данные о содержании этого 
элемента в семенах тыквы также отсутству-
ют. При этом средний уровень содержания Tl 
в наземных высших растениях составляет 0,1–
1,5 мг/кг [26]. Следует отметить, что в литерату-
ре практически не представлена информация 
о содержании в семенах тыквы Al, V, Cr, Sr, Mo 
и Se. Относительно больше литературных дан-
ных приводится для эссенциальных и условно 
эссенциальных элементов, таких как Co, Fe, Zn, 
Cu, Mn и Ni.

Продолжение таблицы 1

Table 1 (continued)

Место сбора / время сбора
Harvesting area / time

Элементный токсикант, концентрация, мг/кг
Element, concentration, mg/kg

As Cd Hg Pb

Мешхед, Иран / 2014 [16]
Mashhad, Iran / 2014 [16] – ND – 0,58  ±  0,35

Хамадан, Иран / 2014 [16]
Hamadan, Iran / 2014 [16] – ND – ND

Хой, Иран / 2014 [16]
Khoy, Iran / 2014 [16] – ND – 0,132  ± 0, 48

Литва / 2012–2013 [17]
Lithuania / 2012–2013 [17] – 0,002 – 0,090

Сеул, Республика Корея / 2008–2010 [18]
Seoul, Korea / 2008–2010 [18] – 0.55  ±  0.28 – ND

Бербис, Гайана [19]
Berbice, Guyana [19] – 17 – ND

Эссекибо, Гайана [19]
Essequibo, Guyana [19] – 12 – ND

Демерара, Гайана [19]
Demerara, Guyana [19] – 22 – ND

Бурса, Турция [20]
Bursa, Turkey [20] 0,049 ± 0,004 0,028 ± 0,004 – 0,027 ±  0,002

Зиндер, Нигер /2004 [21]
Zinder, Niger / 2004 [21] 0,45 ND – ND

Примечание. «–» — данные по элементу отсутствуют; «ND» — содержание элемента ниже предела обнаружения, МО — Мо-
сковская область.
* — собственные экспериментальные данные.
Note. — no data available for the element; ND—the element content is below the detection limit.
* experimental data obtained by the authors. 

13 Там же.
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Cреднее содержание элементов в семе нах 
тыквы убывает в следующем порядке: Fe>Zn> 
Mn>Cu>Al>Mo>Ni>Sr>Cr>Se>Pb>Co>Cd>As>V>Tl 
(табл. 2). Максимальные концентрации состав-
ляют (мг/кг ): Al — 9,37 (9,21), Mn — 73,1 (1,54), 
Fe — 213 (200), Zn — 184 (190), Se — 1,79 (1,29), 
Pb — 0,40 (0,58). Для сравнения в скобках при-
ведены максимальные концентрации соответ-
ствующих элементов, взятые из литературных 
источников [14, 17, 19–21, 27–36]. Расхождение 
между установленными нами и представлен-
ными в литературе максимальными уровнями 
накопления Al, Mn, Fe, Zn, Se, Pb семенами тык-
вы не превышает 30%. Можно предположить, 
что элементный состав сопряженных почв раз-
личных географических районов не оказывает 
существенного влияния на способность семян 
тыквы аккумулировать эти элементы. Уровень 
аккумуляции V, Cr, Co, Ni, Cu, As, Sr, Mo, Cd, 
напротив, зависит от географического места 
произрастания тыквы. Необходимо проведе-
ние дополнительных исследований, связан-
ных с изучением перехода данных элементов 
из сопряженных почв в морфологические части 
тыквы. Большой интерес представляют данные 
об аккумулятивной способности семян тыквы 
из различных районов Гайаны, где произошла 
техногенная катастрофа [19]. В этих образ-
цах обнаружены Co (17 мг/кг) и Ni (66 мг/кг) 
в аномально высоких концентрациях. Можно 
предположить, что при сильном воздействии 
антропогенного фактора защитные барьеры 
растения оказываются неэффективны, в семе-
нах тыквы накапливаются ЭТ в аномально вы-
соких концентрациях.

Для выявления индивидуальных особенностей 
накопления элементов семенами тыквы целесо-
образно сравнить их элементный состав с эле-
ментным составом генеративных органов дру-
гих растений. Генеративные органы растения 
характеризуются хорошей механической защи-
той, исключающей поверхностное загрязнение, 
и являются морфологической частью растения, 
максимально удаленной от сопряженной почвы. 
В таблице  3 приведены сравнительные данные 
по содержанию ненормируемых элементов в се-
менах тыквы и в семенах, зернах и бобах маслич-
ных (арахис, соя, рис, пшеница, кориандр, рапс, 
горчица, рыжик, сурепица, лен, кукуруза, мин-
даль, кунжут14), зерновых (овес, ячмень, гречиха, 
рожь) и зернобобовых (фасоль, горох) культур.

Сравнительный анализ накопления ТМ и Al раз-
личными семенами, зернами и бобами сельско-
хозяйственных культур позволяет выявить ряд 
особенностей, характерных для семян тыквы. 
Например, семена тыквы характеризуются вы-
соким содержанием Zn, Мо и Sr: их средние кон-
центрации в данном нативном продукте суще-
ственно превышают содержание этих элементов 
в других рассмотренных сельскохозяйственных 
культурах. Присутствие в семенах тыквы значи-
тельного количества Zn отмечено во многих ра-
ботах [21, 32, 34, 43, 44]. Этот элемент необходим 
для нормального развития и полового созрева-
ния человека, адекватного функционирования 
его иммунной системы, обеспечения нормаль-
ного кроветворения, стимулирования процессов 
регенерации ран15. Характерно, что соединения 
Zn, содержащиеся в семенах тыквы, отличаются 
высокой биодоступностью, поэтому Всемирная 
организация здравоохранения рекоменду-
ет использовать семена тыквы как источник 
Zn для человека [43]. Литературных данных 
о способности семян тыквы накапливать Мо и Sr 
нами не обнаружено.

Уровень содержания Fe в семенах тыквы уступа-
ет только его содержанию в семенах кунжута [38, 
39, 41], которые традиционно добавляют в пище-
вые продукты для повышения содержания в них 
данного эссенциального элемента [44]. При этом 
концентрация Fe в семенах хлопка, льна, арахи-
са, сафлора, подсолнечника, сурепицы, горчи-
цы, рапса, рыжика [23, 41], а также в зерновых 
культурах [42] существенно ниже, чем в семенах 
тыквы. Аналогичная картина наблюдается для Cu, 
Cr и Ni.

Среднее содержание Mn в семенах тыквы выше, 
чем в семенах кунжута и других масличных 
культур [23, 38, 39], однако уступает его содер-
жанию в зерне, где этот эссенциальный эле-
мент может накапливаться в больших количе-
ствах [22, 37]. Уровень содержания Со, Se Cr, Ni 
в семенах тыквы сопоставим с его концентра-
цией в семенах масличных и зерновых культур. 
Установленный нами уровень содержания Al и V 
в семенах тыквы существенно ниже, чем пред-
ставленный в литературе для зернового сырья 
[22, 37] и кунжута [38].

Для объяснения выявленных особенно-
стей накопления семенами тыквы тяжелых 

14 ТР ТС 024/2011 Технический регламент Таможенного союза. Технический регламент на масложировую продукцию. 
15 Trace elements in human nutrition and health. Geneva: WHO; 1996.
 Human vitamin and mineral requirements. Report of a joint FAO/WHO expert consultation. Bangkok: WHO; 2002. 
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Таблица 3. Содержание тяжелых металлов и алюминия в семенах, зернах и бобах различных сельскохозяйственных культур

Table 3. Content of heavy metals and aluminum in seeds, grains, and beans of various agricultural crops

Элемент
Element

Диапазон концентраций металлов, мг/кг (среднее значение, мг/кг)
Metal concentration range, mg/kg (mean value, mg/kg)

Семена тыквы*
Pumpkin seeds*

Масличные культуры
Oil-bearing crops

Источник
Reference

Зерновые и зернобобовые культуры
Grain and leguminous crops

Источник
Reference

Al 0,23–9,37 (2,71) (31,00)
(4,40–14,45)

[22]
[37]

(38–70)
(5,20–19,70)

[22]
[37]

V
0,001–1,540 

(0,070)
0,0006–0,0100
0,04–0,14 (0,06)

(0,93–1,72)

[22]
[38]
[37]

0,0009–0,0076
(1,21–2,00)

[22]
[37]

Cr

0,050–5,26 
(0,56)

0,0002–0,2900
0,10–2,10 (0,63)
0,07–0,14 (0,10)

(0,028–0,08)

[22]
[39]
[38]
[37]

0,01–0,60
(0,060–0,128)

[22]
[37]

Co

0,002–0,600 
(0,080)

0,001–0,380
9,30–53,30 (35,92)
0,09–0,31 (0,14)
0,11–0,15 (0,13)

(0,01–0,03)
(0,053–0,069)

[22]
[39]
[38]
[40]
[23]
[37]

0,004–0,300
0,069–0,118 (0,097)

(0,036–0,080)

[22]
[40]
[37]

Fe

31,0–212,0 
(86,6)

(10–104)
9–81

32–56 (32)
35,2–231,5 (105,7)

53,2–97,9 (71,8)
(7,91–32,47)

[41]
[22]
[42]
[39]
[38]
[23]

33–218
13–43 (28)

[22]
[42]

Zn

10,9–190,0 
(88,8)

(9–60)
1–41

12,5–42,5 (27,5)
43,09–80,09 (61,79)
44,50–70,80 (52,25)

26,2–31,4 (28,8)
(39,8–48,0)

[41] [22] 
[42] [39] 
[38] [40] 

[23]

20–37
11,5–38,5 (25,0)

17,74–29,90 (22,40)

[22]
[42]
[40]

Cu

3,0–43,9 (14,7) 1,3–10,0
1,9–4,3 (3,1)

12,20–25,20 (19,46)
19,0–27,0 (22,6)
3,16–3,66 (3,41)

(0,45–0,99) 

[22] [42] 
[39]

[38] [40] 
[23]

2–15
2,0–5,0 (3,5)

2,38–3,32 (2,78)

[22]
[42]
[40]

Mn

13,5–80,0 
(41,26)

16–103
12–40 (26)

14,60–35,90 (22,98)
14,4–34,7 (19,4)

20,09–23,29 (1,60)
(12,8–29,0)
(10,9–37,4)

[22] [42] 
[39] [38] 
[40] [23] 

[37]

10–121
13–29 (21)

16,86–22,94 (19,55)
(14,8–52,5)

[22] [42] 
[40] [37]

Ni
0,008–4,69 

(1,61)
0,17–1,70

1,00–2,84 (1,61)
(0,428–0,838)

[22] [38] 
[37]

0,1–8,0
(0,260–0,803)

[22] [37]

Sr 0,17–5,61 (1,36) 0,06–2,30
(0,245)

[22] [37] 1,8–3,2
(0,262–0,614)

[22] [37]

Mo
0,2–3,59 (1,65) 0,18

0,71–1,47 (1,18)
(0,236–0,267)

[22] [38] 
[37]

0,9–1,75
(0,138–0,39)

[22] [37]

Se
0,016–1,79 

(0,24)
0,0002–253

0,11–0,24 (0,17)
(0,2–0,3)

[22] [38] 
[37]

(0,187–0,258) [37]

Примечание. *Данные из Гайаны не учитывались.
Note. * Data from Guyana were not taken into account.
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металлов и Al необходимо проведение допол-
нительных исследований их транссредовых 
переходов из сопряженных почв в морфоло-
гические части тыквы (корни, стебель, листья, 
кожура, мякоть).

Выводы

В ходе проведенных исследований изучен ши-
рокий спектр элементных токсикантов, а также 
эссенциальных и условноэссенциальных эле-
ментов в ЛРС и нативных продуктах «Тыквы се-
мена» с использованием методов ИСПМС и ми-
кроволнового разложения в закрытых сосудах. 
На основе оценки собственных эксперимен-
тальных и литературных данных об элементном 
составе семян тыквы можно сделать следующие 
выводы:

1) содержание нормируемых элементных токси-
кантов (As, Cd, Hg, Pb) в исследованных образ-
цах ЛРС и ЛРП «Тыквы семена» не превышает 
ПДК, установленных ГФ РФ XIV;
2) ненормируемые токсичные элементы либо 
не присутствуют в семенах тыквы (Tl), либо при-
сутствуют в незначительных количествах (Al);
3) содержание ряда эссенциальных элементов 
(Zn, Fe, Mn, Cu, Mo, Cr) в семенах тыквы выше, 
чем в семенах многих масличных культур;
4) место произрастания тыквы не оказыва-
ет существенного влияния на содержание 
исследованных элементов в семенах тыквы, 
так как их концентрации варьируют в узком 
диапазоне;
5) в условиях сильного загрязнения окружаю-
щей среды семена тыквы способны накапливать 
аномально высокие количества Cd, Co, Ni.
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Применение спектральных методов 
анализа для установления структуры 
индивидуальных вторичных метаболитов, 
выделенных из надземной части хохлатки 
крупноприцветниковой
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Растения рода Corydalis (Papaveraceae) широко используются в восточной ме-
дицине и отличаются богатым содержанием биологически активных веществ. 
Один из представителей рода во флоре России — хохлатка крупноприцветни-
ковая (Corydalis bracteata (Steph. ex Willd.) Pers.) распространена на территории 
Западной и Восточной Сибири, однако ее химический состав недостаточно изу-
чен. Цель работы: проведение фитохимического анализа травы хохлатки круп-
ноприцветниковой (Corydalis bracteata (Steph. ex Willd.) Pers.) путем выделения в 
индивидуальном виде и определения структуры основных вторичных метабо-
литов современными хроматографическими методами анализа и ЯМРспектро-
скопией. Материалы и методы: высушенная надземная часть культивируемого 
растения C. bracteata. Выделение индивидуальных соединений осуществлялось 
методом колоночной хроматографии на открытых стеклянных колонках с сор-
бентами различной селективности — Dianion® HP20 (Supelco) и Sephadex® LH20 
(GE Healthcare), а также методом препаративной ВЭЖХ на колонке Kromasil® C18 
с детектированием при 235 нм. В качестве элюента использовали смеси вода–
ацетонитрил в соотношениях от 5:95 до 50:50 по объему с добавлением 0,1% 
трифторуксусной кислоты. Анализ фракций перед объединением проводили ме-
тодом высокоэффективной тонкослойной хроматографии на пластинках Silica 
gel 60 F254 (Merck). Анализ растворов полученных индивидуальных соединений 
проводили методом ВЭЖХ на приборе Prominence LC20 (Shimadzu) с колонкой 
SUPELCOSIL™ LC18 и детектированием при 235 и 280 нм. Структуры выделен-
ных индивидуальных соединений устанавливали методами одномерной и дву-
мерной ЯМРспектроскопии на приборе Bruker Avance III 400 МГц. Результаты: 
из надземной части С. bracteata выделены и охарактеризованы четыре индиви-
дуальных соединения: алкалоид изохинолинового ряда  — коптизин, флавоно-
иды  — рутин, кверцетин3ОβDглюкопиранозид и кемпферол3ОβDглю-
копиранозид. Выводы: при проведении фитохимического анализа надземной 
части хохлатки крупноприцветниковой впервые были выделены соединения как 
алкалоидной, так и флавоноидной природы, структура которых была доказана 
с помощью ЯМРспектроскопии. C. bracteata следует рассматривать в качестве 
перспективного потенциального источника биологически активных веществ.
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Plants of the Corydalis (Papaveraceae) genus are widely used in oriental medicine 
and are known for their particularly rich content of biologically active substances. 
One of the species encountered in Russia, the largeflowered corydalis (Corydalis 
bracteata (Steph. ex Willd.) Pers.), is widespread in Western and Eastern Siberia, but 
none the less its chemical composition has not been properly studied yet. The aim of 
the study was to perform phytochemical analysis of Corydalis bracteata herb through 
isolation of the main secondary metabolites and elucidation of their structure, using 
modern chromatographic methods of analysis and NMR spectroscopy. Materials and 
methods: the analysis was performed for dried aerial parts of C. bracteata. The iso-
lation of individual compounds was performed using opencolumn chromatography 
and glass columns packed with sorbents with different selectivity characteristics—
Dianion® HP20 (Supelco) and Sephadex® LH20 (GE Healthcare)—as well as prepara-
tivescale chromatography with a Kromasil® C18 column and detection at 235 nm. 
Water and acetonitrile mixed in the ratios 5:95–50:50 v/v with the addition of 0.1% 
trifluoroacetic acid were used as the eluents. The analysis of fractions before pool-
ing was performed by highperformance thinlayer chromatography with Silica gel 
60 F254 plates (Merck). The analysis of the individual compound solutions was per-
formed by HPLC using a Prominence LC20 (Shimadzu) instrument, a SUPELCOSIL™ 
LC18 column, and detection at 235 nm. The structures of the isolated individual 
compounds were elucidated by one and twodimensional NMR spectroscopy using 
a Bruker Avance III 400 MHz NMR spectrometer. Results: four individual compounds 
from the С. bracteata aerial parts were isolated and analysed: an isoquinoline alkaloid—
coptisine (1) and three flavonoids—rutin (2), quercetin3OβDglucopyranoside  (3), 
and kaempferol3OβDglucopyranoside (4). Conclusions: as a result of the phyto-
chemical analysis of the С. bracteata aerial parts, compounds of both alkaloid and 
flavonoid nature were isolated for the first time, and their structures were eluci-
dated using NMR spectroscopy. С. bracteata should be considered as a promising 
potential source of biologically active substances.
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Введение 
Растения рода Corydalis (Papaveraceae) широко 
используются в восточной медицине благодаря 
содержанию большого количества биологиче-
ски активных веществ [1, 2]. В результате ранее 
проведенных исследований химического соста-
ва [2–8] из различных видов Corydalis были вы-
делены изохинолиновые алкалоиды следующих 
классов: протобербериновые, бензофенантре-
диновые, апорфиновые, протопиновые, бензи-
лизохинолиновые, морфинаны и спиробензи-
лизохинолиновые. Наиболее изученные виды 
хохлатки, такие как Corydalis yanhusuo, описан-
ная в Европейской и Китайской фармакопеях, 
и Corydalis decumbens, описанная в Китайской 
фармакопее [9], наряду с другими видами 
Corydalis применяются как болеутоляющие сред-
ства в виде таблеток, гранул, порошков и экс-
трактов для облегчения боли при гастралгии, 
мигрени и дисменорее, как противовоспалитель-
ные средства для лечения ревматизма и заболе-
ваний печени, а также для лечения сердечной 
аритмии [2, 10–13]. В то же время информация 
по применению вида Сorydalis bracteatа в народ-
ной и традиционной медицине отсутствует.

Хохлатка крупноприцветниковая (Corydalis 
bracteata (Steph. ex Willd.) Pers.) представляет со-
бой многолетнее травянистое растение с длин-
ными черешковыми тройчато рассеченными 
листьями и дуговидно изогнутыми крупными 
цветками желтого цвета с восходящим шпор-
цем, собранными в соцветие кисть. C.  bracteata 
произрастает в Азии и широко распростране-
на в Западной и Восточной Сибири и Монголии. 
Ранее в C.  bracteata методом высокоэффектив-
ной жидкостной хроматографии с массспектро-
метрическим детектированием (ВЭЖХМС) были 
идентифицированы 12 алкалоидов, однако выде-
ление их в индивидуальном виде из C. bracteata, 
наряду с изучением химического состава соеди-
нений, относящихся к другим классам, в данном 
растении ранее не проводилось [1].

Актуальность данного исследования обусловле-
на широким спектром биологической активности 
изохинолиновых алкалоидов, а также отсутствием 

данных о вторичных метаболитах растения, отно-
сящихся к другим классам [2, 10, 11, 14–19].

Цель работы  — проведение фитохимического 
анализа травы хохлатки крупноприцветниковой 
(Corydalis bracteata (Steph. ex Willd.) Pers.) путем 
выделения в индивидуальном виде и опреде-
ления структуры основных вторичных метабо-
литов современными хроматографическими ме-
тодами анализа и ЯМРспектроскопией.

Материалы и методы

Надземная часть C. bracteata собрана в фазу цве-
тения на территории Ботанического института 
им. В.  Л.  Комарова Российской академии наук 
(СанктПетербург). Поскольку хохлатка круп-
ноприцветниковая занесена в Красные книги 
Бурятской АССР и Иркутской области, а также 
включена в списки редких и исчезающих рас-
тений Сибири, для дальнейших исследований 
следует использовать культивируемое растение.

Сырье перед экстракцией подвергали воз-
душнотеневой сушке, измельчали и просеи-
вали через сито с диаметром отверстий 1 мм. 
Предварительно осуществляли выбор опти-
мального экстрагента. В пять колб вместимостью 
200 мл помещали по 10 г сырья C. bracteata и до-
бавляли 100 мл соответствующего экстрагента: 
гексана, дихлорметана, бутанола, 70 или 96% 
этилового спирта. Экстракцию проводили в плот-
но закрытых колбах при комнатной температуре 
в течение 48 ч. Полученные экстракты анализи-
ровали методом ВЭЖХ на приборе Prominence 
LC20 (Shimadzu) с диодноматричным детекто-
ром при длинах волн 235 и 280 нм. Использовали 
колонку SUPELCOSIL™ LC18 (250×4,6 мм) с раз-
мером частиц сорбента 5 мкм. Скорость потока 
элюента 1 мл/мин. Температура колонки — 40 °C. 
Объем вводимой пробы  — 10  мкл. В качестве 
элюента использовали смеси вода–ацетонит-
рил в соотношениях от 5:95 до 0:100 по объему 
с добавлением 0,1% трифторуксусной кисло-
ты. Время анализа  — 50  мин. Было установле-
но, что использование 96% этилового спирта 
позволяет получить экстракт из С.  bracteata 
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с наибольшим качественным и количественным 
содержанием производных флавоноидов и ал-
калоидов, поэтому данный экстрагент был вы-
бран для дальнейшей работы.

800 г измельченного сырья подвергали много-
кратной экстракции 96% этиловым спиртом 
(7500 мл) при комнатной температуре с исполь-
зованием механической мешалки (Heidolph). 
Экстракция проводилась до того момента, пока 
полученный экстракт не становился бледным 
по сравнению с первоначальным. Все получен-
ные спиртовые экстракты объединяли и выпа-
ривали на вакуумноротационном испарителе 
(Heidolph) при 60 °C до объема 350 мл. К 350 мл 
экстракта добавляли 100 мл воды очищенной 
и проводили исчерпывающую жидкостножид-
костную (ЖЖ) экстракцию с равными объемом 
нгексана. После чего к водноспиртовому 
остатку добавляли 200 мл воды очищенной 
и проводили исчерпывающую ЖЖ экстракцию 
с равным объемом дихлорметана. В заключение 
проводили ЖЖ экстракцию водноспиртового 
остатка с равным объемом бутанола.

Дихлорметановую фракцию выпаривали досуха 
на вакуумноротационном испарителе, после 
чего сухой остаток растворяли в 96% этиловом 
спирте. Образовавшийся нерастворимый в 96% 
этаноле осадок отфильтровывали, промывали 
96% этанолом и затем растворяли в 10 мл воды 
очищенной. Таким образом было получено со-
единение 1 массой (m1) = 24,15, (время удержи-
вания на колонке SUPELCOSIL™ LC18 в описан-
ных выше условиях анализа (tR1) = 27,445).

Бутанольную фракцию выпаривали на ваку-
умноротационном испарителе при 60 °С до су-
хого остатка. Сухой остаток растворяли в 50% 
этаноле и загружали на колонку, заполненную 
сорбентом Dianion® HP20 (Supelco, CAS 9052953). 
Проводили градиентное элюирование с посте-
пенным понижением полярности изначального 
элюента с шагом 10% (соотношение вода — 96% 
этанол от 100:0 до 0:100 по объему). Собранные 
фракции анализировали методом высокоэффек-
тивной тонкослойной хроматографии (ВЭТСХ) 
с целью выявления фракций со схожими компо-
нентами. ВЭТСХ выполняли на приборе CAMAG® 
(аппликатор для полуавтоматического нанесе-
ния образцов Linomat 5, автоматическая камера 
для хроматографирования пластин Automatic 
Developing Chamber 2, изображения получали 
при помощи TLC Vizualizer 2), с использованием 
пластин для ВЭТСХ Silica gel 60 F254 с размером 
частиц сорбента 4–8 мкм (Merck, кат. № 105642) 

в системе растворителей нбутанол–уксусная 
кислота–вода (4:1:2).

Фракции, которым на хроматограмме соот-
ветствовали пятна с одинаковыми факторами 
удерживания (Rf) и окраской,  — объединяли. 
Объединенные фракции выпаривали на ваку ум
норотационном испарителе при 60 °C до объема 
20  мл и анализировали методом ВЭЖХ на ко 
лонке SUPELCOSIL™ LC18 в описанных выше усло-
виях для выбора фракций с наибольшим содер-
жанием определяемых веществ.

Фракцию, полученную при элюировании ко-
лонки 40% этанолом, загружали на открытую 
колонку, заполненную сорбентом Sephadex® 
LH20 (GE Healthcare), и подвергали изократиче-
скому элюированию 50% этанолом. Полученные 
фракции анализировали методом ВЭТСХ с це-
лью выявления фракций со схожими компонен-
тами. Фракции, которым на хроматограмме 
соответствовали пятна с одинаковыми факто-
рами удерживания (Rf) и окраской,  — объеди-
няли. Объединенные фракции выпаривали 
на вакуумноротационном испарителе при 60 °C 
до объема 20 мл. Таким образом было получено 
12 фракций. Полученные фракции анализирова-
ли методом ВЭЖХ для выбора фракций с наи-
большим содержанием определяемых веществ. 
Выбранные фракции 8 и 10 подвергали хрома-
тографическому разделению на препаративном 
высокоэффективном жидкостном хроматографе 
Smartlina (Knauer) со спектрофотометрическим 
детектором при длине волны 235 нм. Применяли 
препаративную хроматографическую колонку 
Kromasil® C18 (250×30 мм) с размером частиц 
сорбента 5  мкм. Скорость потока подвижной 
фазы составляла 40 мл/мин. В качестве элюента 
использовали смеси вода–ацетонитрил в соот-
ношениях от 5:95 до 50:50 по объему с добавле-
нием 0,1% трифторуксусной кислоты.

Из фракции 8 было выделено соединение 2 (m2 = 
45,15 мг, tR2 = 19,347 мин), а из фракции 10 соеди-
нения 3 (m3 = 16,15 мг, tR3 = 19,819 мин) и 4 (m4 = 
12,65 мг, tR4 = 20,965 мин).

Структуры выделенных индивидуальных соеди-
нений устанавливали методами одномерной 
и двумерной ЯМРспектроскопии на приборе 
Bruker Avance III 400 МГц (Bruker NMR Technology). 
Растворитель  — ДМСОd6. Параметры 1HЯМР 
анализа: ширина спектра  — 24,9917 ppm 
(10  000 Гц), угол поворота намагниченности  — 
30°, задержка на релаксацию — 1 с, количество 
накоплений сигнала свободной индукции — 16, 



60 Ведомости Научного центра экспертизы средств медицинского применения.
Регуляторные исследования и экспертиза лекарственных средств. 2022. Т. 12, № 1

The use of spectroscopic methods for structural elucidation of individual secondary metabolites isolated...
Toporkova V.I., Ponkratova A.O., Whaley A.K., Luzhanin V.G., Goncharov M.Yu.

число точек аналогоцифрового преобразова-
ния  — 64k, способ калибровки шкалы химиче-
ских сдвигов  — относительно остаточных сиг-
налов дейтерорастворителя. Параметры NOESY 
анализа: задержка на релаксацию  — 1,93 с, ко-
личество накоплений сигнала свободной индук-
ции на 1  инкремент  — 8, число точек аналого
цифрового преобразования 2k на 128, время 
смешивания 0,7 с.

Результаты и обсуждение

Соединение 1 представляет собой оранжевое 
кристаллическое вещество, УФспектр кото-
рого имеет максимумы поглощения при 265, 
358 и 484 нм. 1НЯМР спектр соединения со-
держал сигналы 14 протонов, среди которых 
присутствовали две спиновые системы. Первая 
спиновая система состояла из двух дублетду-
блетов в алифатической области спектра, каж-
дый из которых интегрировался на два протона 
и соответствовал двум соседним СН2 группам 
при δH 4,88 (2Н, дд, J = 7,2; 6,0 Гц) и 3,20 (2Н, дд, 
J  = 7,2; 6,0  Гц) м.д. Сильный химический сдвиг 
метиленовой группы при 4,88 м.д. может быть 
обусловлен только наличием в соседнем поло-
жении от него положительно заряженного атома 
азота дегидроизохинолиновой системы. Вторая 
спиновая система состояла из двух дублетов 

в ароматической области спектра при δH 8,05 
(1H, d, J = 8,7 Гц) и 7,83 (1H, d, J = 8,7 Гц) м.д. Исходя 
из константы спинспинового взаимодействия 
в 8,7 Гц очевидно, что данные ароматические 
протоны расположены в ортоположении отно-
сительно друг друга. Все остальные 8 протонов, 
представленные в 1НЯМР спектре, являются 
синглетами, интегрирующимися на 1 или 2 про-
тона при δH 6,18 (2Н, с), 6,54 (2Н, с), 7,09 (1Н, с), 
7,80 (1Н, с), 8,96 (1Н, с) и 9,95 (1Н, с) м.д. Наличие 
ароматических синглетов, сдвинутых в область 
более слабого поля при 8,96 (1Н, с) и 9,95 (1Н, 
с) м.д., и положительно заряженного атома азо-
та указывает на то, что данные протоны нахо-
дятся в электронодефицитной Nзамещенной 
пиридиновой системе. Синглеты при δH 6,18 
(2Н, с) и 6,54 (2Н, с) м.д. указывают на наличие 
двух метилендиоксигрупп в молекуле. Исходя 
из вышеперечисленных спектральных данных 
было установлено, что соединение 1 является 
представителем протобербериновых алкало-
идов, но в зависимости от расположения двух 
метилендиоксигрупп в протобербериновой 
системе наблюдаемые спектральные характе-
ристики могут потенциально соответствовать, 
по крайней мере, четырем возможным изоме-
рам. В результате структура соединения 1 была 
установлена как коптизин на основе анализа 
1НЯМР данных (табл. 1) и анализа соответству-
ющих NOESY корреляций.

Доказательством структуры коптизина являют-
ся NOESY корреляции от 4-Н (δH 7,09 м.д.) к про-
тонам 5-СН2 группы (δH 3,20 м.д.), от протонов 
6-СН2 группы (δH 4,88 м.д.) к 8-Н (δH 9,95 м.д.) 
и от 13Н (δH 8,96 м.д.) к 12Н (δH 8,05 м.д.) и 1-Н 
(δH 7,80 м.д.) (рис. 1).

Соединение 2  — желтое кристаллическое ве-
щество, имеющее максимумы УФпоглощения 

Рис. 1. Ключевые NOESY корреляции коптизина

Fig. 1. Key NOESY correlations of coptisine

NOESY

O

O

O

O

N+

Таблица 1. 1Н-ЯМР данные соединения 1 — коптизин

Table 1. 1Н NMR data of compound 1—coptisine

Положениие
Position δH (J, Гц/Hz)

1 7,80 (1H, с)
7.80 (1H, s)

4 7,09 (1H, с)
7.09 (1H, s)

5 3,20 (2H, т, J = 7,2; 6,0)
3.20 (2H, t, J = 7.2, 6.0)

6 4,88 (2H, т, J = 7,2; 6,0)
4.88 (2H, t, J = 7.2, 6.0)

8 9,95 (1H, c)
9.95 (1H, s)

11 7,83 (1H, д, J = 8,7)
7.83 (1H, d, J = 8.7)

12 8,05 (1H, д, J = 8,7)
8.05 (1H, d, J = 8.7)

13 8,96 (1H, с)
8.96 (1H, s)

2,3OCH2O
6,18 (2H, с)
6.18 (2H, s)

9,10OCH2O
6,54 (2H, с)
6.54 (2H, s)
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при 255 и 351 нм. В 1НЯМР спектре (табл. 2) при-
сутствовали сигналы, характерные для рутина — 
наличие спиновой системы кольца А, состоящей 
из протонов 6-Н при δH 6,20 (1Н, д, J  = 2,0 Гц), 
и 8-Н 6,40 (1Н, д, J = 2,0 Гц) м.д., и спиновой си-
стемы кольца B, состоящей из протонов 2'Н 
при δH 7,54 (1Н, уш. с), 5'Н 6,85 (1Н, д, J = 8,6 Гц) 
и 6'-H 7,55 (1H, дд, J  = 8,6; 2,0 Гц) м.д. Сигналы 
аномерных протонов остатков глюкозы 1''-H 
и рамнозы 1'''-H находились при δH 5,35 (1Н, д, 
J  = 7,3 Гц) и 4,39 (1H, д, J  = 1,2 Гц) м.д. соответ-
ственно. Таким образом, на основании анализа 
спектральных данных и сравнения их с литера-
турными данными, предполагается, что соеди-
нение 2 является рутином [20].

Соединение 3 представляет собой желтое 
кристаллическое вещество с максимумами 
УФпоглощения при 254 и 351 нм. В 1НЯМР 

спектре присутствовали сигналы, харак-
терные для остатков кверцетина и глюкозы 
(табл.  2). В ароматической области спектра 
наблюдались сигналы спиновой системы коль-
ца  А, состоящей из протонов 6-Н при δH 6,21 
(1H, д, J  = 1,9 Гц) и 8-H 6,41 (1Н, д, J  = 1,9 Гц) 
м.д., и спиновой системы кольца B, состоящей 
из протонов 2'Н при δH 7,58 (1Н, д, J = 2,1 Гц), 
5'Н 6,85 (1Н, д, J  = 9,0 Гц) и 6'-H 7,55 (1H, дд, 
J = 9,0; 2,1 Гц) м.д. Сигнал аномерного протона 
остатка глюкозы 1''-H наблюдался при δH 5,47 
(1Н, д, J = 7,3 Гц) м.д. В результате анализа по-
лученных спектральных данных и сравнения 
их с литературными данными предполагается, 
что соединение  3 представляет собой кверце-
тин3-Оβ-Dглюкопиранозид [21].

Соединение 4 представляет собой желтое кри-
сталлическое вещество, имеющее максимумы 

Таблица 2. 1Н-ЯМР данные соединений 2–4 — рутин, кверцетин-3-О-β-D-глюкопиранозид, кемпферол-3-О-β-D-глюкопиранозид

Table 2. 1H NMR data of compounds 2–4: rutine, quercetin-3-O-β-D-glucopyranoside, and kaempferol-3-O-β-D-glucopyranoside

Положение
Position

Соединение 2
Compound 2
δH (J, Гц/Hz)

Положение
Position

Соединение 3
Compound 3
δH (J, Гц/Hz)

Положение
Position

Соединение 4
Compound 4
δH (J, Гц/Hz)

6 6,20 (1H, д, J = 2,0)
6.20 (1H, d, J = 2.0) 6 6,21 (1H, д, J = 1,9)

6.21 (1H, d, J = 1.9) 6 6,22 (1H, д, J = 2,0)
6.22 (1H, d, J = 2.0)

8 6,40 (1H, д, J = 2,0)
6.40 (1H, d, J = 2.0) 8 6,41 (1H, д, J = 1,9)

6.41 (1H, d, J = 1.9) 8 6,45 (1H, д, J = 2,0)
6.45 (1H, d, J = 2.0)

2' 7,54 (1H, уш. с)
7.54 (1H, brs) 2' 7,58 (1H, д, J = 2,1)

7.58 (1H, d, J = 2.1) 2', 6' 8,04 (2H, д, J = 8,9)
8.04 (2H, d, J = 8.9)

5' 6,85 (1H, д, J = 8,6)
6.85 (1H, d, J = 8.6) 5' 6,85 (1H, д, J = 9,0)

6.85 (1H, d, J = 9.0) 3', 5' 6,89 (2H, д, J = 8,9)
6.89 (2H, d, J = 8.9)

6' 7,55 (1H, дд, J = 8,6; 2,0)
7.55 (1H, dd, J = 8.6, 2.0) 6' 7,58 (1H, дд, J = 9,0; 2,1)

7.58 (1H, dd, J = 9.0, 2.1) 1'' 5,46 (1H, д, J = 7,3)
5.46 (1H, d, J = 7.3)

1'' 5,35 (1H, д, J = 7,3)
5.35 (1H, d, J = 7.3) 1'' 5,47 (1H, д, J = 7,3)

5.47 (1H, d, J = 7.3) 2''– 6'' 3,09–3,57 (6H, м)
3.09–3.57 (6H, m)

2''– 6'' 3,08–3,73 (6H, м)
3.08–3.73 (6H, m) 2''– 6'' 3,09–3,59 (6H, м)

3.09–3.59 (6H, m) 5OH 12,62 (1H, с)
12.62 (1H, s)

1''' 4,39 (1H, д, J = 1,2)
4.39 (1H, d, J = 1.2) 5OH 12,65 (1H, с)

12.65 (1H, s) 7OH 10,89 (1H, с)
10.89 (1H, s)

2'''– 5''' 3,08–3,72 (5H, м)
3.08–3.72 (5H, m) 7OH 10,86 (1H, с)

10.86 (1H, s)

4''OH 10,20 (1H, с)
10.20 (1H, s)

6''' 1,0 (3H, д, J = 6,2)
1.0 (3H, d, J = 6.2) 3''OH 9,21 (1H, с)

9.21 (1H, s)

5OH 12,60 (1H, с)
12.60 (1H, s)

4''OH  9,81 (1H, с)
9.81 (1H, s)

7OH 10,84 (1H, с)
10.84 (1H, s)

3''OH  9,17 (1H, с)
9.17 (1H, s)

4''OH 9,67 (1H, с)
9.67 (1H, s)
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Заключение
В результате фитохимического изучения над-
земной части Corydalis bracteata (Steph. ex 
Willd.)  Pers. методом колоночной хромато-
графии на открытых стеклянных колонках 
с сорбентами различной селективности, а так-
же методом препаративной ВЭЖХ было выде-
лено одно соединение, относящееся к классу 
алкалоидов, и три соединения, относящихся 
к классу флавоноидов. Структура выделенных 
соединений была охарактеризована с помощью 
ЯМРспектроскопии. Соединение 1 представ-

ляет собой алкалоид изохинолинового ряда  — 
коптизин, соединение 2  — рутин, соединение 
3 — кверцетин3-ОβDглюкопиранозид, соеди-
нение 4 — кемпферол3-ОβDглюкопиранозид. 
Соединения 2–4 обнаружены в растениях рода 
Corydalis впервые, а также все соединения вы-
делены впервые из вида C.  bracteata. Таким об-
разом, на основании полученных данных мож-
но сделать вывод о том, что надземная часть 
C. bracteatа является перспективным источником 
биологически активных веществ как алкалоид-
ной, так и флавоноидной природы.
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поглощения в УФспектре при 265 и 347 нм. 
В 1НЯМР спектре соединения 4 присутствова-
ли сигналы, характерные для остатков кемпфе-
рола и глюкозы (табл. 2). В ароматической об-
ласти спектра наблюдались сигналы спиновой 
системы кольца А, состоящей из протонов 6-Н 
при δH 6,22 (1H, д, J = 2,0 Гц) и 8-H 6,45 (1Н, д, 
J = 2,0 Гц) м.д., и спиновой системы кольца B, со-
стоящей из протонов 2',6' при δH 8,04 (2Н, д, J = 
8,9 Гц) и 3',5'Н при δH 6,89 (2Н, д, J = 8,9 Гц) м.д. 
Сигнал аномерного протона остатка глюкозы 
1''-H наблюдался при δH 5,46 (1Н, д, J  = 7,3 Гц) 

м.д. В результате анализа спектральных дан-
ных и сравнения их с литературными данными 
предполагается, что соединение 4 представляет 
собой кемпферол3-Оβ-Dглюкопиранозид [22].

В результате исследования из надземной части 
С. bracteata были выделены и охарактеризованы 
четыре индивидуальных соединения: коптизин 
(1) [23], рутин (2) [20], кверцетин3-ОβDглюко-
пиранозид (3) [21] и кемпферол3-ОβDглюко-
пиранозид (4) [22], структуры которых представ-
лены ниже:

4

2

3

1
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Особенности разработки и валидации 
методик определения элементных 
токсикантов в лекарственном 
растительном сырье и лекарственных 
растительных препаратах

	 Федеральное	государственное	бюджетное	учреждение 
«Научный	центр	экспертизы	средств	медицинского	применения» 
Министерства	здравоохранения	Российской	Федерации, 
Петровский	б-р,	д.	8,	стр.	2,	Москва,	127051,	Российская	Федерация

	 Щукин Виктор Михайлович; schukin@expmed.ru

Изменение подхода к контролю качества лекарственного растительного сы-
рья (ЛРС) и лекарственных растительных препаратов (ЛРП) по содержанию 
тяжелых металлов с суммарного определения калориметрическим методом 
на селективный анализ спектральными методами привело к тому, что мно-
гие производители этого вида лекарственных средств не смогли учесть но-
вые требования при составлении регистрационных досье. Представляемые 
на экспертизу методики нуждаются в уточнении, валидационные протоколы 
не содержат всех необходимых данных. Цель работы: предложить произво-
дителям ЛРС и ЛРП рекомендации по выбору методов анализа, материалов 
и реактивов, способов минерализации органической матрицы, основных ва-
лидационных параметров методики, а также по проведению валидации при 
определении элементных токсикантов и по оформлению раздела «Тяжелые 
металлы и мышьяк» в нормативной документации на лекарственные средства. 
Материалы и методы: исследование основано на анализе и обобщении дан-
ных научной литературы, требований российских и зарубежных фармакопей, 
методических рекомендаций и стандартов по инструментальным методам 
анализа, а также на собственном опыте проведения элементного анализа раз-
личных видов ЛРС и ЛРП. Результаты: представлены рекомендации по выбору 
условий минерализации пробы для количественного определения элемент-
ных примесей в биологических объектах, обоснованы требования к реакти-
вам, используемым материалам и оборудованию. Проведен сравнительный 
анализ используемых методов элементного анализа. Показано, что основные 
ошибки производителей связаны с игнорированием влияния органической 
матрицы на результат измерения и отсутствием согласованности между опре-
деляемой концентрацией элементной примеси и используемым диапазоном 
калибровочной кривой. Приведены критерии приемлемости для валидацион-
ных параметров методик определения тяжелых металлов и мышьяка в ЛРС и 
ЛРП. Выводы: использование стандартных образцов, в которых тяжелые ме-
таллы находятся в виде неорганических солей и не связаны с органическими 
соединениями, для анализа ЛРС и ЛРП следует признать некорректным. Для 
ряда валидационных параметров при отсутствии в отечественной фармако-
пее критериев их приемлемости рекомендуется использовать критерии, ука-
занные в Европейской фармакопее и Фармакопее США.
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When the approach to quality control of herbal substances (HSs) and herbal medi-
cinal products (HMPs) changed from determination of the total content of heavy 
metals by calorimetry to selective determination by spectrometric techniques, 
many manufacturers of such products failed to meet the new requirements in their 
registration dossiers. Test procedures submitted by manufacturers often need to 
be clarified, and validation protocols often lack data. The aim of the study was 
to provide recommendations to HS and HMP manufacturers on the choice of test 
methods, materials, reagents, methods of organic matrix mineralisation, and main 
validation parameters, as well as recommendations on validation of the procedure 
for elemental toxicants determination, and preparation of the “Heavy metals and ar-
senic” part of the regulatory submission. Materials and methods: the study included 
analysis and systematisation of scientific literature, requirements of the Russian and 
foreign pharmacopoeias, guidelines, manuals on instrumental methods of analysis, 
and firsthand experience in elemental analysis of various types of HSs and HMPs. 
Results: the authors formulated recommendations on the choice of sample mineral-
isation conditions for quantification of elemental impurities in biological products, 
and substantiated requirements for the reagents, materials, and equipment. The 
paper compares different methods of elemental analysis. It was demonstrated that 
the main mistakes made by manufacturers stem from disregard to the organic mat-
rix effect on the measurement results and lack of agreement between the impurity 
concentration being determined and the range of the calibration curve used. The pa-
per gives acceptance criteria for validation parameters of test procedures for heavy 
metals and arsenic determination in HSs and HMPs. Conclusions: it is not correct 
to use reference standards containing heavy metals as inorganic salts not bound 
to organic compounds, for HS and HMP analysis. The criteria given in the European 
Pharmacopoeia and the United State Pharmacopoeia can be used for a number of 
validation parameters, when they are not included in the Russian Pharmacopoeia.

Key words: heavy metals; mineralisation; validation; specificity; recovery; linearity; accuracy; precision; accept-
ance criteria
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Введение 
Разработка новых лекарственных средств син-
тетического происхождения не снижает интере-
са к использованию в медицинской практике ле-
карственных растений и продуктов на их основе. 
Растительное сырье перерабатывают для по-
лучения таких препаратов, как эфирное масло, 
жирное масло, брикеты, порошки и фильтрпа-
кеты, экстракты, настойки, эликсиры, бальзамы, 
лекарственные препараты на основе индиви-
дуальных биологически активных соединений 
[1]. Сегмент лекарственных растительных пре-
паратов (ЛРП) на российском фармацевтиче-
ском рынке постоянно растет. Среди общего 
количества зарегистрированных лекарственных 
средств от 10 до 25% препаратов (по разным 
оценкам) производится из лекарственного рас-
тительного сырья (ЛРС) [2, 3]. Кроме того, экс-
тракты, получаемые из ЛРС, также применяют 
для производства косметической продукции 
и получения биологически активных веществ [4].

Развитие рынка лекарственных препаратов рас-
тительного происхождения и разработка новых, 
более совершенных аналитических методов при-
водят к отказу от устаревших методик контроля 
качества ЛРС и ЛРП1 [5]. В первую очередь это 
касается замены методик суммарного опре-
деления содержания тяжелых металлов в ЛРС 
и ЛРП калориметрическим методом на методики 
их селективного определения спектральными 
методами (атомноабсорбционной спектроско-
пией (ААС), атомноэмиссионной спектрометри-
ей с индуктивносвязанной плазмой (ИСПАЭС), 
массспектрометрией с индуктивносвязанной 
плазмой (ИСПМС)). В 2015 г. в общей фармако-
пейной статье ОФС.1.5.3.0009.15 «Определение 
содержания тяжелых металлов и мышьяка в ле-
карственном растительном сырье и лекарствен-
ных растительных препаратах» Государственной 
фармакопеи Российской Федерации (ГФ РФ) 
впервые были введены нормы содержания 
мышьяка, кадмия, свинца и ртути в ЛРС и ЛРП 

и приведены примеры методик селективного 
определения этих контаминантов.

Изменение подхода к определению содержания 
тяжелых металлов в ЛРС и ЛРП (с суммарного 
на селективный) вызвало необходимость раз-
рабатывать и валидировать методики селектив-
ного определения тяжелых металлов и мышьяка 
в конкретных видах выпускаемой продукции. 
Для многих из производителей ЛРС и ЛРП это 
был новый опыт, что послужило причиной появ-
ления многочисленных ошибок в составляемых 
ими регистрационных досье. Ситуация ослож-
нилась тем, что рекомендации различных отече-
ственных и зарубежных нормативных докумен-
тов по разработке и валидации аналитических 
методик количественного определения эле-
ментных токсикантов в ЛРС и ЛРП2 носят общий 
характер и по ряду аспектов не гармонизирова-
ны между собой. Как следствие, многие произ-
водители этого вида лекарственных средств 
не смогли учесть новые требования в своей 
нормативной документации (НД). В НД на ЛРС 
и ЛРП, представляемой на экспертизу, часто от-
сутствует необходимая для проведения анализа 
информация, а изложение методики нуждается 
в уточнении. Валидационная часть регистра-
ционного досье на разработанные методики 
также не содержит всех необходимых данных, 
а использованные критерии оценки пригодно-
сти разработанных методик не соответствуют 
существующим рекомендациям3.

Цель работы  — предложить производителям 
ЛРС и ЛРП рекомендации по выбору методов 
анализа, материалов и реактивов, способов 
минерализации органической матрицы, основ-
ных валидационных параметров методики, 
а также по проведению валидации при опре-
делении элементных токсикантов и по оформ-
лению раздела «Тяжелые металлы и мышьяк» 
в нормативной документации на лекарствен-
ные средства.

1 Elemental impurities: standardssetting record. United States Pharmacopeial Convention; 2012. https://www.uspnf.com/sites/
default/files/usp_pdf/EN/USPNF/20121220_elemental_impurities_standardssetting_recordfull.pdf

2 Быковский СН, ред. Руководство по экспериментальным методам исследований при разработке и экспертизе качества 
лекарственных препаратов. М.: Перо; 2014.

 Береговых ВВ, ред. Валидация аналитических методик для производителей лекарств. Типовое руководство предприятия 
по производству лекарственных средств. М.: Литтерра; 2008.

 Articles of botanical origin. General сhapters 561. United State Pharmacopoeia USP43–NF38. Rockville, MD; 2019.
 General monograph 2.4.27. Heavy metals analysis in herbal drugs and herbal drug preparations. European Pharmacopoeia. 10th 

ed. Strasbourg; 2019.
 ОФС.1.1.0012.15 Валидация аналитических методик. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1. М.; 2018.
 ОФС.1.1.0013.15 Статистическая обработка результатов химического эксперимента. Государственная фармакопея Рос-

сийской Федерации. XIV изд. Т. 1. М.; 2018.
3 Там же. 

https://www.uspnf.com/sites/default/files/usp_pdf/EN/USPNF/2012-12-20_elemental_impurities_standards-setting_record-full.pdf
https://www.uspnf.com/sites/default/files/usp_pdf/EN/USPNF/2012-12-20_elemental_impurities_standards-setting_record-full.pdf
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Материалы и методы
Рекомендации составлены на основе собствен-
ного опыта проведения элементного анализа 
различных видов ЛРС и ЛРП [6, 7], обобщения 
данных научной литературы, требований ГФ РФ 
XIV изд., Фармакопеи США (USP), Европейской 
фармакопеи (Ph. Eur.), Фармакопеи Евразийского 
экономического союза (ЕАЭС), российских и за-
рубежных методических рекомендаций и стан-
дартов по инструментальным методам анализа4, 
а также в результате анализа и обобщения оши-
бок, встречающихся при оформлении валидаци-
онных протоколов.

Результаты и обсуждение

Основными этапами анализа ЛРС и ЛРП яв-
ляются: отбор проб, пробоподготовка, анализ 
испытуемых растворов, обработка результатов 
испытаний с оценкой их соответствия требо-
ваниям нормативной документации. Наиболее 
распространенным способом введения испыту-
емых образцов в атомизатор является распыле-
ние раствора, поэтому твердые образцы должны 
быть растворены перед началом анализа. Самым 
трудозатратным и вносящим наибольшую по-
грешность в результат измерения является этап 
пробоподготовки, так как максимально полный 
перевод элементов из органической матрицы 
ЛРС и ЛРП в испытуемый раствор для анализа 
(минерализация) сопряжен с определенными 
трудностями [7]. Элементы в этих образцах мо-
гут присутствовать в виде элементоорганиче-
ских соединений, и для их извлечения, а также 
для разрушения органической матрицы образца 
требуется применять жесткие условия разложе-
ния и использовать сильные окислители5.

Риск потери целевых элементов изза использо-
вания жестких условий разложения требует ис-
пользования закрытых систем пробоподготовки 
[8, 9]. При использовании закрытых систем про-
боподготовки (микроволновой или автоклавной) 
в проекте НД следует указывать параметры про-
ведения разложения: время проведения каждо-
го из этапов, температуру раствора. Указание 

мощности обычно избыточно, так как в совре-
менных системах данный параметр подбирает-
ся оборудованием автоматически в зависимости 
от требуемой температуры. При использовании 
открытых систем необходимо указывать степень 
разложения и качественный показатель каждо-
го этапа: цвет золы, степень упаривания раство-
ра (досуха, до влажных солей и т.д.).

Так как матрица ЛРС и ЛРП содержит значи-
тельное количество органических и неоргани-
ческих соединений, возникает проблема по-
явления различного рода наложения сигналов 
(изобарные, полиатомные, многозарядные) [10] 
и влияния матричного эффекта [11]. Добавление 
к испытуемому образцу большого количества 
окислителей для минерализации пробы также 
увеличивает общую засоленность раствора, из
за чего усиливается матричный эффект. Кроме 
того, существует риск внесения определяемых 
элементов вместе с используемыми реактива-
ми и лабораторной посудой, поэтому нужно ис-
пользовать особо чистые окислители и по воз-
можности уменьшать их количество.

При анализе следовых количеств токсикантов 
лабораторная посуда должна быть специаль-
но подготовлена, так как примеси могут быть 
адсорбированы на внутренней поверхности 
сосуда после анализа предыдущей пробы. Так 
как потери и загрязнения, связанные с исполь-
зуемой посудой, трудно предсказать и оценить, 
необходимо обращать особое внимание на ее 
очистку, хранение и учитывать предысторию 
использования [12]. Чтобы уменьшить загряз-
нения, необходимо использовать посуду из хи-
мически инертных материалов (полипропилен 
и полиэтилен), а также очищать ее с помощью 
растворов чистых азотной и (или) соляной кис-
лот (1–10%) и воды очищенной, использование 
проточной воды для ополаскивания посуды 
не рекомендуется. Использование более кон-
центрированной кислоты приводит к выще-
лачиванию поверхности стеклянной посуды. 
По возможности необходимо использовать од-
норазовую посуду.

4 ГОСТ 26929-94. Сырье и продукты пищевые. Подготовка проб. Минерализация для определения содержания токсичных 
элементов. М.: ИПК Издательство стандартов; 2002.

 МУК 4.1.1482-03. 4.1. Методы контроля. Химические факторы. Определение содержания химических элементов в диагно-
стируемых биосубстратах, поливитаминных препаратах с микроэлементами, в биологически активных добавках к пище 
и в сырье для их изготовления методом атомной эмиссионной спектрометрии с индуктивно связанной аргоновой плаз-
мой. М.; Минздрав России; 2003.

 МУК 4.1.985-00. Определение содержания токсичных элементов в пищевых продуктах и продовольственном сырье. Ме-
тодика автоклавной пробоподготовки. М.; Минздрав России; 2000.

 SW846 Test Method 3052: Microwave assisted acid digestion of siliceous and organically based matrices. US EPA; 1996.
5 Там же.



69The Bulletin of the Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products. 
Regulatory Research and Medicine Evaluation. 2022. Vol. 12, No. 1

Особенности разработки и валидации методик определения элементных токсикантов в лекарственном...
Щукин В.М., Кузьмина Н.Е., Швецова Ю.Н., Лутцева А.И.

Концентрация определяемых элементов в ис-
пользуемой воде и реактивах должна быть на-
столько низкой, чтобы не влиять на результат 
анализа. Чистота реактивов квалификации «для 
анализа», как правило, недостаточна и не ре-
комендована для реактивов, применяющихся 
для спектрального анализа, согласно действу-
ющим ОФС и ГОСТ. Следует либо приобретать 
реактивы лучшего качества, либо применять 
в качестве альтернативы дальнейшую очистку 
реактивов в лаборатории. Общие требова-
ния к реактивам, оборудованию и условиям 
проведения элементных анализов приведе-
ны в ГОСТ EN 13804-2013 «Продукты пищевые. 
Определение следовых элементов. Критерии 
эффективности методик выполнения измерений, 
общие положения и способы подготовки проб», 
а также методических указаний6 для анализа 
образцов со сложной органической матрицей. 
В большинстве случаев отечественные произ-
водители ЛРП не учитывают квалификацию 
растворителей при разработке методик оценки 
количества элементных примесей в препарате 
и не указывают эту информацию при написа-
нии соответствующего раздела НД. Это может 
привести к получению завышенных результа-
тов, особенно при определении ртути, содер-
жание которой нормируется на относительно 
низком уровне. Очистка реактивов от тяжелых 
металлов требует дополнительных трудозатрат, 
но они окупаются за счет качества проводимых 
анализов.

Сравнительный анализ требований российской 
и зарубежных фармакопей к пробоподготовке 
ЛРС и ЛРП (способам минерализации, исполь-
зуемым реактивам) и методам элементного 
анализа приведен в таблице 1. Данные требо-
вания дополнены рекомендациями Агентства 
по охране окружающей среды США (United 
States Environmental Protection Agency, ЕРА), 
являющегося одним из основных мировых раз-
работчиков методик анализа биологических 
объектов. Следует отметить, что согласно требо-
ваниям ГФ РФ7 в отличие от требований Ph. Eur. 
и USP разложение ЛРС и ЛРП допускается прово-
дить в открытых сосудах (озоление в муфельной 

печи и мокрое озоление при нагревании), хотя 
данные методы пробоподготовки ведут к суще-
ственной потере определяемых элементов [13, 
14]. В Ph. Eur. и USP приведены требования ис-
пользовать исключительно закрытые системы 
разложения. Согласно USP рекомендуется на-
ряду с селективным определением содержания 
элементов также проводить селективное опре-
деление различных форм элементов (например, 
органического и неорганического мышьяка [15], 
общей ртути и метилртути)8.

Согласно требованиям ведущих фармакопей 
предусматривается проведение минерали-
зации РЛС и ЛРП с использованием сильных 
окислителей. Одно из требований к разраба-
тываемой методике — сокращение перечня ис-
пользуемых реактивов и упрощение процесса 
пробоподготовки. Наиболее удобным в исполь-
зовании окислителем является азотная кисло-
та. Для нее легко достижима высокая чистота 
(очистка производится в лабораторных усло-
виях путем перегонки). Азотная кислота не яв-
ляется прекурсором наркотических средств (не 
требует специального учета и условий хране-
ния), она малолетучая, имеет длительный срок 
хранения, соли азотной кислоты легко раство-
римы в воде. В процессе анализа с использо-
ванием индуктивносвязанной плазмы азотная 
кислота не образует соединений, вызывающих 
полиатомные наложения сигналов, что делает 
ее наиболее пригодным реактивом для мине-
рализации проб. Во многих случаях для дости-
жения приемлемой полноты извлечения эле-
ментовтоксикантов достаточно использования 
только концентрированной азотной кислоты 
[16]. Для минерализации сложных биологиче-
ских объектов иногда требуется использование 
смеси азотной и соляных кислот [17], а также 
добавление пероксида водорода9.

Соляная кислота является прекурсором нарко-
тических веществ, летуча, может образовывать 
газообразный хлор, часть ее солей трудно-
растворимы, хлориды, образующиеся в процес-
се анализа с использованием массспектромет-
рии с индуктивносвязанной плазмой, являются 

6 МУК 4.1.1482-03. 4.1. Методы контроля. Химические факторы. Определение содержания химических элементов в диагно-
стируемых биосубстратах, поливитаминных препаратах с микроэлементами, в биологически активных добавках к пище 
и в сырье для их изготовления методом атомной эмиссионной спектрометрии с индуктивно связанной аргоновой плаз-
мой. М.; Минздрав России; 2003. 

7 ОФС.1.5.3.009.15. Определение содержания тяжелых металлов и мышьяка в лекарственном растительном сырье и лекар-
ственных растительных препаратах. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2. М.; 2018.

8 Articles of botanical origin. General сhapters 561. United State Pharmacopoeia USP 43–NF38. 2019. 
9 Environmental Protection Agency (EPA). Method 3052: Microwave assisted acid digestion of siliceous and organically based 

matrices. EPA SW846, Revision 3. Washington DC; 2004.
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Таблица 1. Требования фармакопей и Агентства по охране окружающей среды США по проведению анализа на содержание тяже-
лых металлов и мышьяка в лекарственных растительных препаратах и лекарственном растительном сырье

Table 1. Pharmacopoeia and United States Environmental Protection Agency requirements for determination of heavy metals and arsenic 
in herbal substances and herbal medicinal products

Условия 
проведения 

анализа
Test conditions

Государственная фармакопея 
Российской Федерации10

State Pharmacopoeia of the 
Russian Federation10

Европейская 
фармакопея11

European 
pharmacopoeia11

Фармакопея США12

United States 
Pharmacopoeia12

Рекомендации Агентства 
по охране окружающей 

среды США13

United States Environ
mental Protection Agency13 

Минерализа-
ция
Mineralisation

Озоление в муфельной печи, 
открытые сосуды;

мокрое озоление при нагре-
вании, открытые сосуды;

автоклав;
микроволновое разложение
Muffle furnace ignition, open 

vessels;
Wet ignition with heating, open 

vessels;
Autoclave;

Microwave digestion

Микроволновое 
разложение, за-
крытые сосуды

Microwave 
digestion, closed 

vessels

Микроволновое разложе-
ние, закрытые сосуды (для 
общего мышьяка и ртути);

экстракция и анализ 
спектральными методами 
(неорганический мышьяк и 

метилртуть)
Microwave digestion, closed 
vessels (for total arsenic and 

mercury);
Extraction and spectrometric 
analysis (inorganic arsenic 

and methylmercury)

Микроволновое разло-
жение, закрытые сосуды 

Microwave digestion, 
closed vessels

Реагенты
Reagents

HF
H2SO4 + HCl
HNO3 + HCl

HNO3 + (NH4)2S2O8
H2SO4 + HNO3
HNO3 + HCl

концентрированные кислоты
Concentrated acids

HNO3 + HCl
HNO3 + H2O

Концентрированные 
кислоты

Concentrated acids

HNO3 + HF
HNO3 + HF + HCl

HNO3 + HF + HCl + H2O2

Методы
анализа
Test methods

ААС (пламя и графитовая 
печь);

ИСП-АЭС;
ИСП-МС

AAS (flame and graphite fur-
nace); ICP-AES; ICP-MS

ААС (пламя и 
графитовая 

печь);
ИСП-АЭС;
ИСП-МС

AAS (flame and 
graphite furnace); 
ICP-AES; ICP-MS

ИСП-АЭС;
ИСП-МС

ICP-AES; ICP-MS

ААС (пламя и графито-
вая печь);
ИСП-АЭС;
ИСП-МС

AAS (flame and graphite 
furnace); ICP-AES; ICP-MS

Примечание. ААС — атомно-абсорбционная спектроскопия; ИСП-АЭС — атомно-эмиссионная спектрометрия с индуктивно-свя-
занной плазмой; ИСП-МС — масс-спектрометрия с индуктивно-связанной плазмой.
Note. AAS—atomic absorption spectrometry; ICP-AES—inductively coupled plasma-atomic emission spectrometry; ICP-MS—inductively 
coupled plasma-mass spectrometry.

10 ОФС.1.5.3.009.15. Определение содержания тяжелых металлов и мышьяка в лекарственном растительном сырье и лекар-
ственных растительных препаратах. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2. М.; 2018.

11 General monograph 2.4.27. Heavy metals analysis in herbal drugs and herbal drug preparations European Pharmacopoeia the 10th ed., 
Supplement 10.5. 2019. http: //www.edgm.eu

12 Elemental impurities—procedures. General сhapters 233. United State Pharmacopoeia USP43–NF38. Rockville, MD; 2019. 
 Plasma spectrochemistry. General сhapters 730. United State Pharmacopoeia USP43–NF38. Rockville, MD; 2019. 
13 Environmental Protection Agency (EPA). Method 3052: Microwave assisted acid digestion of siliceous and organically based 

matrices. EPA SW846, Revision 3. Washington DC; 2004.
14 Memorandum regarding use of hydrochloric acid (HCl) in Digests for inductively coupled plasmamass spectrometry (ICPMS) 

analysis. https://www.epa.gov/sites/production/files/201510/documents/digestate_hci_1.pdf 

источником полиатомных наложений сигналов, 
которые заметно мешают определению мышья-
ка при данном способе анализа14.

Серная кислота также является прекурсором, 
многие ее соли труднорастворимы или не-
растворимы (например, сульфат свинца). Серная 
кислота может разрушать поверхности тефло-
новых виал для микроволнового разложения.

Хлорная кислота взрывоопасна, неустойчива 
при хранении, при ее использовании в анализе 
с индуктивносвязанной плазмой возможно об-
разование хлоридов.

Фтористоводородная кислота используется 
в основном для разложения силикатов и чаще 
всего не требуется при анализе биологических 
объектов, так как ее использование практически 
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не влияет на извлечение нормируемых элемен-
тов [18]. Использование плавиковой кислоты 
требует специального аппаратурного оснаще-
ния спектрометров, так как даже слабые ее 
растворы разрушают систему подачи пробы.

Пероксид водорода имеет малый срок годности 
и требует специальных условий для хранения. 
Его использование целесообразно при необ-
ходимости большого количества окислителя 
без заметного увеличения кислотности испытуе-
мого раствора [19]. В некоторых случаях при ми-
нерализации чистых субстанций возможно при-
менение только пероксида водорода в условиях 
повышенной температуры и давления [20].

Для снижения общей засоленности испытуемых 
растворов, удешевления анализа и соответствия 
требованиям «зеленой» химии необходимо 
уменьшать количество используемых реактивов 
и общую кислотность образующихся испытуе-
мых растворов15.

В проекте НД необходимо указывать все исполь-
зуемые при пробоподготовке и приготовлении 
калибровочных растворов реактивы, их чистоту 
и производителя (с указанием каталожных но-
меров), а также предусматривать возможность 
использования реактивов аналогичного каче-
ства других производителей.

Согласно требованиям ГФ РФ и Ph. Eur. реко-
мендовано использовать для определения со-
держания тяжелых металлов спектральные 
методы: ААС, ИСПАЭС и ИСПМС. Следует от-
метить, что с помощью ААС невозможно прово-
дить одновременное селективное определение 
ртути, свинца, кадмия и мышьяка (для кадмия 
и свинца необходимо использовать пламенный 
метод атомизации, для мышьяка и ртути гидрид-
ную приставку или отдельный анализатор, так 
как данный метод обладает высоким пределом 
количественного определения (ПКО) и высо-
ким пределом обнаружения (ПО)) [21], поэтому 

согласно USP16 не рекомендуется использовать 
этот метод для анализа элементных токсикантов. 
Однако отечественные производители предпо-
читают использовать именно ААС по причине 
наименьшей стоимости оборудования.

Определение содержания изучаемого элемента 
проводят по калибровочной кривой, построен-
ной с помощью стандартных растворов извест-
ной концентрации или с использованием метода 
стандартных добавок. При построении калибро-
вочной кривой необходимо учитывать диапазон 
применения методики17. Одна из распространен-
ных ошибок — отсутствие согласованности меж-
ду номинальной концентрацией определяемой 
примеси и используемым диапазоном калибро-
вочной кривой (ожидаемое значение концен-
трации определяемого элемента в испытуемом 
растворе находится вне диапазона концентраций 
стандартных растворов). Другая крайность — вы-
бор излишне широкого диапазона калибровоч-
ной кривой. Следует помнить, что его увеличение 
и использование для построения калибровоч-
ной кривой добавочного количества точек ве-
дет к уменьшению точности анализа в области 
низких калибровочных концентраций18, а так-
же повышает трудозатраты, расход реактивов 
и загрязняет оборудование (особенно в случае 
анализа содержания ртути)19. Рекомендуется ис-
пользовать 3–5 точек калибровки, включая хо-
лостой раствор. Для нивелирования матричного 
эффекта при применении метода калибровочной 
кривой часто требуется использование внутрен-
него стандарта, выбираемого индивидуально 
для каждого определяемого элемента [22–24]. 
Следует отметить, что метод стандартных доба-
вок позволяет более полно учитывать влияние 
органической матрицы по сравнению с методом 
калибровочной кривой [25].

При описании методики в проекте НД не обя-
зательно требовать проведения калибровки, ис-
пользуемой для валидационных исследований. 
Достаточно трех точек калибровки, находящихся 

15 12 Principles of green chemistry. ACS Green Chemistry Institute. https://www.acs.org/content/acs/en/greenchemistry/
principles/12principlesofgreenchemistry.html

16 Digest of comments received on the stimuli article “General chapter on inorganic impurities: heavy metals”. Published in 
Pharmacopeial Forum 34(5) April 22, 2009.

17 ОФС.1.2.1.1.0004.15 Атомноэмиссионная спектрометрия. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. 
Т. 1. М.; 2018.

 ОФС.1.2.1.1.0005.18 Атомноабсорбционная спектроскопия. Государственная фармакопея Российской Федерации. 
XIV изд. Т. 1. М.; 2018.

18 White paper. Sensitivity, background, noise, and calibration in atomic spectroscopy: effects on accuracy and detection limits. 
Perkin Elmer Inc. Shelton CT; 2017.

19 Gray PJ, Mindak WR, Cheng J. Inductively coupled plasmamass spectrometric determination of arsenic, cadmium, chromium, lead, 
mercury, and other elements in food using microwave assisted digestion. Version 1.1. Elemental analysis manual. FDA; 2015.

https://www.acs.org/content/acs/en/greenchemistry/principles/12-principles-of-green-chemistry.html
https://www.acs.org/content/acs/en/greenchemistry/principles/12-principles-of-green-chemistry.html
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в доказанном диапазоне линейности методики. 
В качестве критерия приемлемости методики 
необходимо указывать коэффициент корреля-
ции, получаемый при построении калибровоч-
ной кривой (обычно r = 0,99).

В каждом НД необходимо приводить форму-
лу расчета концентраций определяемых эле-
ментов в препарате с использованием концен-
траций испытуемых растворов, определенных 
по калибровочной кривой и с учетом концен-
траций целевых элементов в холостом растворе. 
Также в расчетной формуле необходимо учиты-
вать степень разбавления и навеску испытуемо-
го образца.

Основные требования к разработке методик 
определения тяжелых металлов и мышьяка 
в ЛРС и ЛРП приведены в ОФС.1.5.3.0009.15 
«Определение содержания тяжелых металлов 
и мышьяка в лекарственном растительном 
сырье и лекарственных растительных препа-
ратах» ГФ РФ XIV изд., а также в руководстве 
по инструментальным методам анализа20. 
Общие требования к валидации аналитиче-
ских методик количественного определения 
примесей приведены в Руководстве ЕАЭС21, 
а также в соответствующих статьях ГФ РФ XIV 
изд.22 Многие вопросы применения валидаци-
онных параметров рассмотрены в отечествен-
ных и зарубежных рекомендациях23. Следует 
отметить, что в Фармакопее ЕАЭС (ОФС.2.4.27 
«Тяжелые металлы и мышьяк в лекарствен-
ном растительном сырье и лекарственных 
растительных препаратах») закреплено тре-
бование обязательной валидации произво-
дителем фармакопейных методик количе-
ственного определения содержания тяжелых 
металлов в ЛРС и ЛРП спектральными мето-
дами с учетом используемого оборудования 

для проведения пробоподготовки и элемент-
ного анализа. Такое же требование преду-
смотрено и в ГФ РФ24.

Перед началом выполнения испытаний 
на чистоту лекарственного средства спектраль-
ными методами необходимо провести испыта-
ние на пригодность системы. Основными кри-
териями приемлемости являются: отсутствие 
видимых механических примесей (для раство-
ра), измеренная концентрация стандартного 
раствора элемента, находящаяся в пределах 
диапазона концентраций используемой калиб-
ровочной кривой, не должна отличаться от фак-
тической концентрации более чем на 20% (для 
оборудования)25.

Основные валидационные параметры методик 
определения содержания тяжелых металлов 
и мышьяка в ЛРС и ЛРП спектральными мето-
дами и критерии их приемлемости приведены 
в таблице 2.

Важным валидационным параметром анали-
тической методики является ее специфич-
ность. С помощью методики должно быть воз-
можно однозначно определять и оценивать 
количество элемента в присутствии всех воз-
можных влияющих компонентов, в том числе 
других тяжелых металлов, элементов и соеди-
нений матричного раствора и других источ-
ников помех. Специфичность спектральных 
методов подтверждается путем регистрации 
аналитического сигнала от стандартного об-
разца определяемого элемента в испытуемом 
растворе. Специфичность необходимо под-
тверждать при валидации каждой конкретной 
методики определения элементных примесей, 
несмотря на то что данная методика приведе-
на в фармакопее26.

20 Быковский СН, ред. Руководство по инструментальным методам исследований при разработке и экспертизе качества 
лекарственных препаратов. М.: Перо; 2014.

21 Решение Коллегии Евразийской экономической комиссии от 17.07.2018 № 113 «Об утверждении Руководства по валида-
ции аналитических методик проведения испытаний лекарственных средств».

22 ОФС.1.1.0012.15. Валидация аналитических методик. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1. М.; 2018.
 ОФС.1.1.0013.15. Статистическая обработка результатов химического эксперимента. Государственная фармакопея Рос-

сийской Федерации. XIV изд. Т. 1. М.; 2018.
23 Юргель НВ, ред. Руководство по валидации методик анализа лекарственных средств (методические рекомендации). М.: 

Спорт и культура–2000; 2007.
 Эрмер Й, Миллер Дж. Валидация методик в фармацевтическом анализе. Примеры наилучшей практики. М.: ВИАЛЕК; 2013.
24 ОФС.1.5.3.0009.15. Определение содержания тяжелых металлов и мышьяка в лекарственном растительном сырье и ле-

карственных растительных препаратах. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2. М.; 2018.
25 ОФС.2.1.4.21. Тяжелые металлы и мышьяк в лекарственном растительном сырье и лекарственных растительных препа-

ратах. Фармакопея Евразийского экономического союза. 
 General monograph 2.4.20. Determination of elemental impurities. European Pharmacopoeia. 10th ed. Strasbourg; 2019.
26 WHO Expert Committee on Specifications for Pharmaceutical Preparations. Fortyseventh report. Geneva: WHO; 2013.



73The Bulletin of the Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products. 
Regulatory Research and Medicine Evaluation. 2022. Vol. 12, No. 1

Особенности разработки и валидации методик определения элементных токсикантов в лекарственном...
Щукин В.М., Кузьмина Н.Е., Швецова Ю.Н., Лутцева А.И.

Таблица 2. Критерии приемлемости валидационных параметров аналитических методик определения тяжелых металлов и 
мышьяка в лекарственном растительном сырье и лекарственных растительных препаратах

Table 2. Acceptance criteria for validation parameters of test procedures for determination of heavy metals and arsenic in herbal substances 
and herbal medicinal products

Параметр
Parameter

Критерии приемлемости
Acceptance criteria

Государственная фармакопея 
Российской Федерации27

State Pharmacopoeia of the 
Russian Federation27 

Европейская фармакопея28  
и Фармакопея Союза29

European pharmacopoeia28 and 
Pharmacopoeia of the Eurasian 

Economic Union29

Фармакопея США30

United States Pharmacopoeia30

Специфичность
Specificity

Соответствие требованию для правильности определения содержания элемента
Demonstrated by complying with the accuracy requirement

Открываемость
Recovery

Критерий отсутствует
No criteria

70–150% от истинного для 
среднего из трех измерений
70–150% for the mean of three 
replicates at each concentration

70–150% от истинного для 
среднего из трех измерений
70–150% for the mean of three 
replicates at each concentration

Предел 
количественного 
определения
Limit of quantification

10×сигнал/шум
10×signal/noise

Ниже предельного значения 
по спецификации

(50% от предельно допусти-
мой концентрации)

Below the specification limit 
(50% of the maximum admiss-

ible concentration)

Ниже предельного значения 
по спецификации

(50% от предельно допусти-
мой концентрации)

Below the specification limit 
(50% of the maximum admiss-

ible concentration)

Диапазон 
применения
Range

До 120% от предела количе-
ственного определения (или 

предела обнаружения)
Up to 120% of the limit of quanti-

fication (or limit of detection) 

В пределах линейного диапа-
зона методики

Within the linear range of the 
method

50–150% для каждого опре-
деляемого элемента

50–150% for each target element

Линейность
Linearity

Коэффициент корреляции 
≥0,990 (≥0,9 для следовых 

количеств)
Correlation coefficient

≥0.990 (≥0.9 for trace amounts)

Коэффициент корреляции 
≥0,99

Correlation coefficient ≥0.99

Коэффициент корреляции 
≥0,995

Correlation coefficient ≥0.995

Правильность 
Accuracy

Значения, принимаемые за ис-
тинные, должны лежать внутри 

доверительного интервала
Values accepted as true must lie 
within the confidence interval

Выполнение требований для 
открываемости

Demonstrated by complying with 
the Recovery requirement

Выполнение требований для 
открываемости

Demonstrated by complying with 
the Recovery requirement

Повторяемость
(Сходимость)
Repeatability RSD ≤ 1%

RSD ≤ 20% (0,01–1 мг/кг)
RSD ≤ 10%(>1 мг/кг)

RSD ≤ 20% (0.01–1 mg/kg)
RSD ≤ 10%(>1 mg/kg)

RSD ≤ 20%

Внутрилабораторная 
прецизионность
Intermediate precision RSD ≤ 1%

RSD ≤ 32% (0,01–1 мг/кг)
RSD ≤ 16% (>1 мг/кг)

RSD ≤ 32% (0.01–1 mg/kg)
RSD ≤ 16% (>0.1 mg/kg)

RSD ≤ 25%

Примечание. RSD — относительное стандартное отклонение.
Note. RSD—relative standard deviation.

27 ОФС.1.5.3.0009.15. Определение содержания тяжелых металлов и мышьяка в лекарственном растительном сырье и ле-
карственных растительных препаратах. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2. М.; 2018.

 ОФС.1.1.0012.15. Валидация аналитических методик. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1. М.; 2018.
 ОФС.1.2.1.1.0004.15. Атомноэмиссионная спектрометрия. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. 

Т. 2. М.; 2018.
28 General monograph 2.4.27. Heavy metals analysis in herbal drugs and herbal drug preparations. European Pharmacopoeia. 10th 

ed. Strasbourg; 2019.
29 ОФС.2.1.4.21. Тяжелые металлы и мышьяк в лекарственном растительном сырье и лекарственных растительных препа-

ратах. Фармакопея Евразийского экономического союза.
30 Elemental impurities—procedures. General сhapters 233. United State Pharmacopoeia USP43–NF38. Rockville, MD; 2019. 
 Plasma spectrochemistry. General сhapters 730. United State Pharmacopoeia USP43–NF38. Rockville, MD; 2019. 
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Одним из важнейших требований, предъявляе-
мых к аналитической методике, является обес-
печение полноты извлечения исследуемых эле-
ментов, которая характеризуется параметром 
«открываемость». Самым простым способом 
определения открываемости является внесение 
в ЛРП рассчитанного количества стандартных 
образцов (СО) тяжелых металлов для получения 
модельной смеси и сравнение этого количества 
с найденным в растворе после минерализации 
[16]. Этот способ не является полностью кор-
ректным (хотя и допускается), так как тяжелые 
металлы в СО находятся в легко доступной фор-
ме и не связаны с органическими соединениями. 
Более корректным является использование СО 
растительного сырья, аттестованных по содер-
жанию тяжелых металлов. Желательно, чтобы 
СО содержал все нормируемые элементы в кон-
центрациях, близких к установленному специ-
фикацией предельному значению, но наземные 
высшие растения обычно не накапливают столь-
ко элементных токсикантов. Ртуть в количествах, 
близких к нормируемым, содержится в основном 
в морской биоте. В связи с этим для качествен-
ной валидации методики требуется использо-
вать несколько разных СО.

Открываемость доказывают не менее чем 
на трех образцах, содержащих определяемый 
элемент в диапазоне 50–150% от установлен-
ного спецификацией предельного значения31. 
В соответствии с требованиями Ph. Eur. и USP 
открываемость должна составлять 70–150% 
от истинного для среднего из трех измере-
ний32. В отечественной фармакопее требования 
к открываемости отсутствуют.

Для спектральных методов ПКО является полу-
количественной характеристикой спектрометра, 
которая позволяет оценить чувствительность 
спектрометра при анализе того или иного эле-
мента и оценить пригодность прибора для ис-
пользования при анализе содержания элемент-
ных токсикантов в ЛРС и ЛРП. В соответствии 
с ГФ РФ XIV изд. для инструментальных методов 
(включая спектральные) ПКО принято опреде-
лять как величину соотношения «сигнал/шум» 

(10:1). Ph. Eur. и USP используют другой подход, 
регламентирующий величину ПКО в пределе 
50% от установленного спецификацией допу-
стимого содержания элемента.

Диапазон применения (аналитическая область) 
методики  — это интервал между наибольшей 
и наименьшей концентрациями (количествами) 
определяемого вещества в образце (включая эти 
концентрации), для которого показано, что ана-
литическая методика имеет приемлемый уровень 
прецизионности, правильности и линейности. 
В соответствии с ОФС.1.1.0012.15 «Валидация 
аналитических методик» ГФ РФ XIV изд. верх-
няя граница диапазона применения методики 
составляет 120%33 от установленного специ-
фикацией предельно допустимого содержания 
примеси, нижняя граница диапазона — значение 
ПКО (или ПО) элементной примеси.

Линейность методики является одним из необ-
ходимых валидационных параметров, требую-
щих подтверждения. Линейность методики — это 
способность (в заданном диапазоне) получать 
результаты теста, которые прямо пропорци-
ональны концентрации (количеству) аналита 
в образце. Согласно требованиям ГФ РФ XIV изд. 
и рекомендациям Международного совета 
по гармонизации технических требований к ле-
карственным средствам для медицинского при-
менения (International Council for Harmonisation 
of Technical Requirements for Pharmaceuticals 
for Human Use, ICH)34 для подтверждения ли-
нейности используют не менее пяти образцов 
с различными концентрациями определяемых 
элементов. Важно отметить, что при валидации 
методики производители часто используют вод-
ные растворы стандартных образцов определя-
емых элементов. Данный способ служит лишь 
для подтверждения работоспособности обору-
дования и не может применяться для подтвер-
ждения линейности методики, так как не учи-
тывает матричные эффекты пробы. Линейность 
необходимо подтвердить, используя СО расти-
тельного сырья, аттестованный по содержанию 
тяжелых металлов, либо испытуемый раствор со 
внесенной добавкой определяемого элемента. 

31 ОФС.2.1.4.21 Тяжелые металлы и мышьяк в лекарственном растительном сырье и лекарственных растительных препа-
ратах. Фармакопея Евразийского экономического союза.

32 General monograph 2.4.27. Heavy metals analysis in herbal drugs and herbal drug preparations. European Pharmacopoeia. 
10th ed. Strasbourg; 2019.

 Elemental impurities—procedures. General сhapters 233. United State Pharmacopoeia USP43–NF38. Rockville, MD; 2019. 
33 ОФС.1.1.0012.15 Валидация аналитических методик. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1. М.; 2018.
34 ОФС.1.1.0012.15 Валидация аналитических методик. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1. М.; 2018.
 Validation of analytical procedures: text and methodology Q2(R1). ICH harmonised tripartite guideline. Step 4. European 

Medicines Agency. London: EMA; 2005.
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Допускается использование модельных сме-
сей, компонентами которых являются ЛРС (ЛРП) 
и СО определяемых элементов35. В валидацион-
ном протоколе должны быть указаны коэффи-
циент корреляции, точка пересечения с осью Y 
и наклон калибровочной кривой. В соответствии 
с фармакопейными требованиями методика яв-
ляется пригодной, если соблюдено требование 
к величине коэффициента корреляции. При этом 
на калибровочном графике погрешности каждо-
го калибровочного уровня должны быть распре-
делены случайным образом36.

Правильность методики характеризуется от-
клонением среднего результата определений, 
выполненных с ее использованием, от значе-
ния, принимаемого за истинное. В соответствии 
с ОФС.1.1.0012.15 «Валидация аналитических 
методик» ГФ РФ XIV изд. методика признает-
ся правильной, если значения, принимаемые 
за истинные, лежат внутри доверительных ин-
тервалов соответствующих средних результа-
тов анализов, полученных экспериментально 
по данной методике. Критерии приемлемости 
оценки правильности отдельно для ЛРС и ЛРП 
отсутствуют. В зарубежных фармакопеях пра-
вильность методик количественного опре-
деления элементных примесей в ЛРС и ЛРП 
выражают величиной открываемости в про-
центах. Согласно USP правильность оценивают 
по результатам количественного определения 
вещества, добавленного в известном количе-
стве в анализируемый образец, или разностью 
между полученным средним и истинным/опор-
ным значениями с учетом соответствующих 
доверительных интервалов37. Согласно требо-
ваниям Ph. Eur. и Фармакопеи ЕАЭС рекомен-
довано для подтверждения правильности ис-
пользовать СО, аттестованные по содержанию 
тяжелых металлов, либо проводить сравнение 
с результатами, полученными при определении 
открываемости, обязательно с учетом матри-

цы испытуемого образца38. Согласно USP и Ph. 
Eur. в анализе элементных примесей правиль-
ность оценивают на уровнях 50, 100 и 150% 
от установленного спецификацией предельно-
го значения.

Прецизионность на различных уровнях (сходи-
мость и внутрилабораторную прецизионность) 
характеризуют величиной RSD  — парамет-
ром, характеризующим точность измерения. 
Наиболее четко критерий приемлемости полу-
ченных значений RSD описан в Ph. Eur.: в соот-
ветствующей монографии приведена градация 
допустимого уровня RSD с учетом концентрации 
примеси (меньше или больше 1 ppm), отдель-
ные значения приведены для ЛРС и ЛРП39. В USP 
для спектральных методов элементного анали-
за даны максимально допустимые значения RSD 
с учетом типа лекарственного средства (суб-
станция или препарат) и с учетом количества 
определяемого вещества (основного действу-
ющего вещества в препарате или примеси)40. 
ГФ РФ не предоставляет общих рекомендаций 
по критериям оценки приемлемости значе-
ний RSD, полученных при определении преци-
зионности аналитической методики. Однако 
в ОФС.1.2.1.1.0004.15 «Атомноэмиссионная 
спектрометрия» ГФ РФ XIV изд. рекомендовано 
при количественных измерениях руководство-
ваться максимально допустимым значением RSD 
1% без привязки к уровню прецизионности, типу 
лекарственного средства и уровню концентра-
ций определяемого вещества. Следует отметить, 
что RSD  = 1% в элементном анализе  — трудно-
достижимая величина. Ее можно получить, если 
анализировать концентрированный одноэле-
ментный водный раствор. Для реальных много-
компонентных смесей со сложной органиче-
ской матрицей достигнуть такого значения RSD 
при определении прецизионности методики  — 
невыполнимая задача. Значения RSD, предла-
гаемые фармакопей ЕАЭС и соответствующие 

35 Решение Коллегии Евразийской экономической комиссии от 17.07.2018 № 113 «Об утверждении Руководства по валида-
ции аналитических методик проведения испытаний лекарственных средств».

 Validation of analytical procedures: text and methodology Q2(R1). ICH harmonised tripartite guideline. Step 4. European 
Medicines Agency. London: EMA; 2005.

36 Юргель НВ, ред. Руководство по валидации методик анализа лекарственных средств (методические рекомендации). М.: 
Спорт и культура–2000; 2007.

37 Validation of compendial procedures. General сhapters 1225. United State Pharmacopoeia USP43–NF38. Rockville, MD; 2019.
38 General monograph 2.4.27. Heavy metals analysis in herbal drugs and herbal drug preparations. European Pharmacopoeia. 

10th ed. Strasbourg; 2019.
 ОФС.2.1.4.21 Тяжелые металлы и мышьяк в лекарственном растительном сырье и лекарственных растительных препа-

ратах. Фармакопея Евразийского экономического союза.
39 General monograph 2.4.27. Heavy metals analysis in herbal drugs and herbal drug preparations. European Pharmacopoeia. 

10th ed. Strasbourg; 2019.
40 Plasma spectrochemistry. General сhapters 730. United State Pharmacopoeia USP43–NF38. Rockville, MD; 2019. 
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требованиям Ph. Eur. (табл. 2), лучше коррелиру-
ют с практикой элементного анализа биологи-
ческих объектов [23], поэтому мы рекомендуем 
использовать их при разработке и валидации 
методик определения элементных примесей 
в ЛРС и ЛРП.

Выводы

На основе анализа требований российских и за-
рубежных фармакопей, методических указаний, 
стандартов и руководств по инструментальным 
методам анализа, а также учитывая собствен-
ный опыт проведения экспертиз качества ЛРС 
и ЛРП по показателю «Содержание тяжелых ме-
таллов и мышьяка», можно сделать следующие 
выводы:
1) разработка и валидация методик определе-
ния тяжелых металлов и мышьяка в ЛРС и ЛРП 
имеют свою специфику, обусловленную слож-
ностью извлечения элементов из органиче-
ской матрицы и ее существенным влиянием 

на результат измерения. В связи с этим при раз-
работке и валидации таких методик рекомен-
дуется использовать стандартные образцы (СО) 
растительного сырья, аттестованные по содер-
жанию тяжелых металлов. Применение СО, в ко-
торых тяжелые металлы находятся в легкодо-
ступной форме (в виде неорганических солей) 
и не связаны с органическими соединениями, 
некорректно;
2) для использования представленных в отече-
ственной и зарубежных фармакопеях методик 
определения содержания тяжелых металлов 
в ЛРС и ЛРП спектральными методами произ-
водителю обязательно требуется их предвари-
тельная валидация с учетом используемого обо-
рудования для проведения пробоподготовки 
и элементного анализа;
3) для ряда валидационных параметров в ГФ РФ 
XIV изд. отсутствуют критерии их приемлемости. 
В этом случае рекомендуется использовать кри-
терии, приведенные в зарубежных фармакопеях 
(Ph. Eur. и USP).
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Анализ ассортимента лекарственных 
средств, разрешенных к медицинскому 
применению в Российской Федерации

	 Федеральное	государственное	бюджетное	учреждение 
«Научный	центр	экспертизы	средств	медицинского	применения» 
Министерства	здравоохранения	Российской	Федерации, 
Петровский	б-р,	д.	8,	стр.	2,	Москва,	127051,	Российская	Федерация

	 Ягудина Роза Исмаиловна; yagudina@expmed.ru

Ассортимент лекарственных средств с каждым годом расширяется. Цель рабо-
ты: анализ ассортимента лекарственных средств, разрешенных к медицинскому 
применению в Российской Федерации. Материалы и методы: анализ проведен 
на основе данных государственного реестра лекарственных средств по состоя-
нию на июнь 2021 г. и действующих нормативных правовых актов, регламенти-
рующих номенклатуру лекарственных средств. Результаты: представлены ре-
зультаты анализа ассортимента зарегистрированных в Российской Федерации 
лекарственных средств по следующим параметрам: международные непатен-
тованные наименования, торговые наименования, группы анатомотерапевти-
ческой химической классификации, лекарственные формы, пути введения, пер-
вичная и вторичная упаковка, условия хранения, сроки годности. Проведенный 
нами анализ показал, что ассортимент лекарственных средств, разрешенных 
к медицинскому применению в Российской Федерации, насчитывает более 
19 тыс. позиций, большинство из которых произведено в Российской Федера-
ции. Преобладают противомикробные лекарственные препараты для систем-
ного использования, препараты для лечения заболеваний нервной и сердечно
сосудистой систем. Наиболее распространенными лекарственными формами 
являются таблетки, первичной упаковкой — флаконы. Среди режимов хранения 
превалируют температурные интервалы 15–25 и 2–8 °C. Около половины всех 
включенных в реестр лекарственных средств имеют срок годности 3 года. Вы-
воды: представленная в статье информация может быть учтена при унификации 
подходов к ведению государственного реестра лекарственных средств, в том 
числе в процессе создания соответствующих справочников, а также использо-
вана разработчиками и производителями лекарственных средств при подго-
товке к экспертизе и регистрации лекарственных препаратов и формировании 
регистрационных досье.
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The available range of medicinal products is growing every year. The aim of the 
study was to analyse the range of medicines authorised in the Russian Federa-
tion. Materials and methods: the analysis covered the data presented in the State 
Register of Medicines (as of June 2021) and the current regulations specifying the 
range of medicines. Results: this article presents the results of analysis of medicines 
authorised in the Russian Federation, in terms of the following parameters: inter-
national nonproprietary names, trade names, groups according to the Anatomical 
Therapeutic Chemical Classification System, dosage forms, routes of administration, 
primary and secondary packaging, storage conditions, and shelf life. The analysis 
demonstrated that there are over 19 thousand medicines authorised in the Russian 
Federation, most of which are produced in Russia. The largest groups of medicines 
are antimicrobial products for systemic use, medicines for the treatment of nervous 
system and cardiovascular system disorders. The most common dosage form is tab-
lets, and the most common primary packaging is vials. The most frequent storage 
temperature requirements are 15–25 and 2–8 °C. About half of all medicines have 
the shelf life of 3 years. Conclusions: the data presented in this article can be used 
for unification of approaches to maintaining the State Register of Medicines, elabo-
ration of reference books, and will be useful for medicine developers and manufac-
turers when planning and preparing regulatory submissions.

Key words: range of medicines; State Register of Medicines; international nonproprietary name; trade name; 
dosage form; primary packaging; secondary packaging; storage conditions; shelf life
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Введение 
Ассортимент лекарственных средств (ЛС), раз-
решенных к медицинскому применению, с каж-
дым годом расширяется. Разрабатываются 
и регистрируются новые лекарственные пре-
параты (ЛП), совершенствуются лекарствен-
ные формы, уточняются отдельные характери-
стики ЛП.

Как показал ретроспективный анализ научных 
публикаций, исследования ассортимента за-
регистрированных ЛС проводились в разрезе 
фармакологических групп, происхождения ЛП 
(например, растительного), способа их при-
менения [1–3]. Статьи ряда авторов посвяще-
ны изучению лекарственных форм и сроков 
годности [4, 5]. В то же время исследований 
современного ассортимента зарегистрирован-
ных в Российской Федерации ЛС по основным 
параметрам в последние годы не проводилось, 

что предопределило актуальность данной 
работы.

В соответствии с положениями Федерального 
закона Российской Федерации от 12.04.2010 
№  61ФЗ «Об обращении лекарственных 
средств» все ЛП, разрешенные к медицинскому 
применению, включаются в государственный 
реестр ЛС. Приказом Министерства здраво-
охранения Российской Федерации от 09.02.2016 
№ 80н «Об утверждении порядка ведения госу-
дарственного реестра лекарственных средств 
для медицинского применения» определен по-
рядок его ведения.

Цель работы  — анализ ассортимента ЛС, раз-
решенных к медицинскому применению 
в Российской Федерации (по состоянию госу-
дарственного реестра лекарственных средств 
на июнь 2021 г.).
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Материалы и методы
Для реализации поставленной цели были про-
анализированы данные государственного 
реестра лекарственных средств (ГРЛС) по со-
стоянию на июнь 2021 г. по номенклатуре, ана-
томотерапевтическохимической (АТХ) клас-
сификации, лекарственным формам ЛС, путям 
введения, виду упаковок, условиям хранения 
и срокам годности ЛП, а также требования 
нормативных правовых актов, регламентиру-
ющих обращение ЛС в Российской Федерации 
и Евразийском экономическом союзе (ЕАЭС), 
данные Всемирной организации здравоохране-
ния (ВОЗ) и научные публикации по выбранной 
тематике с использованием методов группиров-
ки, контентанализа, а также ретроспективного, 
логического, графического и структурного мето-
дов анализа.

Результаты и их обсуждение

Анализ ассортимента лекарственных препа-
ратов по наименованиям. Структура государ-
ственного реестра отражает регистрацию 
как в разрезе международных непатентованных 
наименований (МНН), химических наименова-
ний (ХН), группировочных наименований (ГП), 
так и торговых наименований (ТН). МНН — это 
уникальное наименование ЛС, которое при-
сваивается ВОЗ, признаваемое во всем мире 
и являющееся общественной собственностью1. 
По состоянию на 2017 г. перечень (список) ВОЗ 
включал 9300 МНН, и каждый год этот список 
пополняется ~160 новыми МНН2.

Под группировочным наименованием понима-
ется наименование ЛП, не имеющего между-
народного непатентованного наименования, 
или комбинации лекарственных препаратов, 
используемой в целях объединения их в группу 
под одним наименованием исходя из одинаково-
го состава действующих веществ3. Химическое 
наименование лекарственного препарата вы-
бирается в соответствии с номенклатурой 
Международного союза по теоретической и при-
кладной химии (International Union of Pure and 
Applied Chemistry, IUPAC)4. Торговое наименова-
ние лекарственного препарата — наименование, 

под которым зарегистрирован лекарственный 
препарат5.

Как показали результаты проведенного анализа, 
до 33% ЛП регистрируется под небрендирован
ным названием (МНН или группировочное на-
именование). Ассортимент ЛС, разрешенных к ме-
дицинскому применению в Российской Федерации, 
базируется на 1285  МНН, 862 группировочных 
и 38 химических наименованиях (рис. 1).

Как показали результаты анализа ГРЛС в дина-
мике, интенсивность регистрации ЛС в различ-
ные годы была разной (рис. 2). Наиболее актив-
но регистрационные процессы протекали с 2008 
по 2011 г., минимальное количество ЛС реги-
стрировалось в 2013–2014 гг. В 2018–2021  гг. 
в государственный реестр ежегодно вносились 
данные немногим более 1000 регистрацион-
ных удостоверений (РУ). За последние 10 лет 
(с 2011 по июнь 2021 г.) было зарегистрировано 
128 МНН, максимальное количество из которых 
(49) было зарегистрировано в 2012 г. (рис. 3). 
ЛС с группировочными наименованиями наи-
более активно, как следует из приведенных 

1 www.who.int
2 Guidance on the use of international nonproprietary names (INNSs) for pharmaceutical substances. World Health Organization; 2017.  
3 Рекомендация Коллегии Евразийской экономической комиссии от 23.04.2019 № 13 «О Правилах составления группиро-

вочных наименований лекарственных препаратов».
4 Приказ Министерства здравоохранения Российской Федерации от 29.06.2016 № 429н «Об утверждении Правил рацио-

нального выбора наименований лекарственных препаратов для медицинского применения».
5 Решение Совета Евразийской экономической комиссии от 03.11.2016 № 78 «О Правилах регистрации и экспертизы ле-

карственных средств для медицинского применения».

Рис. 1. Структура ассортимента по видам наименований 
лекарственных препаратов, включенных в государствен-
ный реестр лекарственных средств, по состоянию на июнь 
2021 г., %

Fig. 1. Proportion (%) of different medicine names in the State 
Register of Medicines, as of June 2021
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на рисунке 3 данных, регистрировали в 2015 г. 
(47), а с химическими — в 2018 г. (20).

Ассортимент ЛП насчитывает более 19 тыс. по-
зиций по торговым наименованиям, из которых 
около 13 тыс. уникальные (не повторяющиеся).

Периодически в фармацевтической отрасли 
возникает обсуждение целесообразности 
регистрации большого количества воспроизве-
денных ЛП с одним и тем же МНН, у которых 
много РУ (регистрируются многими компа-
ниями). Проведенный нами анализ показал, 
что в отношении ряда МНН сформирова-
лась очень высокая синонимия. Больше всего 

воспроизведенных ЛП зарегистрировано 
для МНН этанол (табл. 1).

В ходе анализа данных о ЛП, произведен-
ных в различных государствах, установлено, 
что в ГРЛС внесены данные о ЛП из 68 стран, 
среди которых преобладают ЛС, РУ на которые 
выданы производителям из Индии, Германии, 
Швейцарии, Словении, Республики Беларусь, 
Франции, Венгрии, Израиля и США.

С 2009 г. в Российской Федерации активи-
зировались процессы локализации произ-
водства ЛП. В стимулировании процессов ло-
кализации значительная роль принадлежит 
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Рис. 2. Количество регистрационных удостоверений, выданных в период 2007–2021 гг.

Fig. 2. Marketing authorisation certificates issued from 2007 until 2021

Рис. 3. Количество зарегистрированных лекарственных препаратов в период 2011–2021 гг. по видам наименований

Fig. 3. Medicinal products authorised from 2011 until 2021 (by medicine names)
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приказу Министерства экономического раз-
вития Российской Федерации от 05.12.2008 
№ 427 «Об условиях допуска товаров, проис-
ходящих из иностранных государств, для це-
лей размещения заказов на поставки товаров 
для государственных или муниципальных нужд», 
которым была установлена 15% преференция 
для ЛП отечественного происхождения при за-
купках для государственных и муниципальных 
нужд. Производство ЛП до стадии выпускаю-
щего контроля качества локализовано для 35% 
зарегистрированных препаратов, до стадии 
упаковки/фасовки в первичную упаковку — 32%, 
до стадии упаковки/фасовки во вторичную/тре-
тичную упаковку — 35%.

Анализ ассортимента лекарственных препа-
ратов по анатомотерапевтическохимиче-
ской классификации. В ГРЛС также отражена 
принадлежность ЛС к определенной группе 
по АТХклассификации в соответствии с их хи-
мическими, фармакологическими и терапевти-
ческими свойствами6. Как следует из данных, 
представленных на рисунке 4, наибольшее 
количество ЛП относятся к группе с кодом J 
«Противомикробные препараты для системного 
использования» (16% от общего числа, более 
3270 позиций). На втором месте находятся две 
группы: с кодом N «Препараты для лечения за-
болеваний нервной системы» (14%, 3010  по-
зиций) и кодом C «Препараты для лечения 
заболеваний сердечнососудистой системы» 
(14%, 2991 позиция). Меньше всего ЛС (по РУ) 
относится к группам с кодом H «Гормональные 
препараты для системного использования 
(исключая половые гормоны)» (271 позиция), 
кодом  Р «Противопаразитарные препараты, 

инсектициды и репелленты» (84 позиции), ко-
дом S «Препараты для лечения заболеваний ор-
ганов чувств» (424 позиции).

Анализ ассортимента лекарственных препара-
тов по лекарственным формам и путям введе-
ния. Важное значение для реализации клини-
ческого эффекта ЛП имеет его лекарственная 
форма. Проведенный нами анализ показал, 
что всего в ГРЛС представлены более 50 уни-
кальных (неповторяющихся) базовых лекар-
ственных форм: аэрозоль, бальзам, газ, гель, 
гранулы, драже, капли, капсулы, клей, крем, 
линимент, мазь, настойка, спрей, паста, поро-
шок, сироп, суппозитории, суспензия, таблетки, 
экстракт и др.

Таблица 1. Количество регистрационных удостоверений, выданных для препаратов с некоторыми МНН

Table 1. Marketing authorisation certificates issued for some INNs 

Международное непатентованное 
название

International nonproprietary name

Количество выданных 
регистрационных удостоверений

Number of marketing authorisations issued

Количество уникальных 
производителей

Number of manufacturers

Этанол
Ethanol 185 66

Метформин
Metformin 142 41

Розувастатин
Rosuvastatin 137 33

Диклофенак
Diclofenac 137 81

Кислород
Oxygen 117 117

6 Introduction to drug utilization research. WHO; 2003. 

Рис. 4. Распределение регистрационных удостоверений 
по группам АТХ-классификации (буквами обозначены коды 
групп)

Fig. 4. Distribution of marketing authorisation certificates by ATC 
classification groups
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В государственный реестр также включено более 
40 видов лекарственного растительного сырья: 
кора измельченная, кора порошок, корневища 
и корни измельченные, корневища и корни поро-
шок, корневища с корнями измельченные, корне-
вища с корнями порошок, корни измельченные, 
корни порошок, листья измельченные, листья по-
рошок, листья цельные, листьяпорошок, листья
порошок и гранулы резанопрессованные, плоды 
измельченные, плоды порошок, плоды цельные, 
побеги измельченные, почки цельные, сбор из-
мельченный, сбор порошок, сборпорошок, се-
мена цельные, слоевища измельченные, сопло-
дия измельченные, соплодия порошок, столбики 
с рыльцами измельченные, сырье растительное, 
сырье растительное измельченное, сырье расти-
тельное — порошок, цветки измельченные, цвет-
ки обмолоченные измельченные, цветки порошок, 
цветки цельные, цветкипорошок, цветкипоро-
шок и гранулы резанопрессованные, трава из-
мельченная, трава порошок, трава резанопрессо-
ванная, травапорошок, травапорошок и гранулы 
резанопрессованные, чага измельченная.

В ходе изучения представленности лекарствен-
ных форм в государственном реестре по коли-
честву РУ установлено, что 95% всех РУ выдано 
на такие лекарственные формы, как таблетки, 
растворы, капсулы, порошки, лиофилизат, ле-
карственное растительное сырье, капли, мазь, 
гранулы, настойка, суппозиторий, спрей, сус-
пензия, гель, сироп, газ и аэрозоль (рис. 5); 
самой распространенной лекарственной фор-
мой являются таблетки — более 8900 РУ.

Лекарственные формы могут подразделять-
ся на подвиды (подгруппы) в зависимости 

от способа применения, фармацевтических ха-
рактеристик или других свойств. Так, например, 
такая распространенная лекарственная форма, 
как таблетки, представлена в государственном 
реестре более чем 20 вариантами: таблетки ва-
гинальные, таблетки гомеопатические, таблетки 
диспергируемые, таблетки для имплантации, 
таблетки для приготовления глазных капель, 
таблетки для рассасывания, таблетки жеватель-
ные, таблетки защечные, таблетки кишечно-
растворимые, таблетки подъязычные, таблетки, 
покрытые оболочкой, таблетки, покрытые обо-
лочкой, делимые, таблетки, покрытые пленоч-
ной оболочкой, делимые, таблетки пролонги-
рованного действия, таблетки растворимые, 
таблетки ретард, таблетки с контролируемым 
высвобождением, таблетки модифицированно-
го высвобождения, таблетки с пролонгирован-
ным высвобождением, таблетки сублингваль-
ные, таблетки шипучие, таблеткалиофилизат.

Детальный анализ количественного рас-
пределения РУ по видам таблеток показал, 
что преобладающее большинство ЛП в этой ле-
карственной форме зарегистрировано как та-
блетки без уточнения вида (37,63%) и таблет-
ки, покрытые оболочкой (50,63%). Таблеток 
для рассасывания, таблеток жевательных, та-
блеток подъязычных, таблеток шипучих, табле-
ток диспергируемых, таблеток вагинальных и др. 
зарегистрировано менее 1% для каждого вида.

Разнообразие различных вариаций характерно 
и для других лекарственных форм. Так, напри-
мер, растворов представлено 35 вариантов 
и 115 уникальных комбинаций. На другие лекар-
ственные формы приходится около 5% всех РУ 

Рис. 5. Распределение лекарственных форм по количеству регистрационных удостоверений

Fig. 5. Dosage forms relative to the number of marketing authorisations
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(рис. 5). К таким лекарственным формам отно-
сятся: эмульсия, линимент, паста, пластырь, опо-
дельдок, пленки, имплантат, плитки, сок, экс-
тракт, драже, пастилки, микросферы, шампунь, 
лак, пена, бальзам, пеллеты, клей, пилюли, мас-
ло, эликсир, жидкость, губка и др.

Каждая лекарственная форма предполага-
ет определенный способ ее введения в орга-
низм человека. Проведенный анализ показал, 
что в государственном реестре указано около 
90 путей введения ЛП (табл. 2).

Всего в ГРЛС насчитывается более 680 комбина-
ций лекарственных форм и путей введения.

Анализ ассортимента лекарственных препаратов 
по видам упаковки. Одной из характеристик ЛП яв-
ляется упаковка. Выделяют первичную и вторич-
ную упаковки, а также комплектующие устрой-
ства. Первичная упаковка выполняет функции 
обеспечения сохранности фармакологических 
и физикохимических свойств, удобства дозиро-

вания, применения и др. В ГРЛС представлено 
57 базовых видов первичной упаковки (табл.  3). 
В количественном отношении превалируют такие 
виды упаковки, как флаконы (более 4400), упа-
ковки (более 3700), блистеры (более 2000), банки 
(более 2000) и ампулы (более 1600) (рис. 6).

Отдельные виды упаковок представлены 
большим количеством вариаций. Так, напри-
мер, ассортимент флаконов насчитывает 66 ва-
риантов комбинаций материала изготовления, 
комплектующих устройств и других технологи-
ческих особенностей.

Всего в ГРЛС приведено около 380 различных 
вариантов комбинаций первичной упаковки 
и видов материала, комплектующих устройств 
и других технологических особенностей.

Разнообразие вторичной упаковки ЛС охваты-
вает 46 ее видов (рис. 7). Наиболее массовыми 
видами вторичной упаковки являются пачки 
(78%), коробки (11%) и ящики (3%).

Таблица 2. Виды путей введения лекарственных средств в соответствии с государственным реестром лекарственных средств

Table 2. Routes of administration according to the State Register of Medicines

Путь введения лекарственного препарата
Administration route

Энтеральный
Enteral

Ректальный
Rectal

Интрабурсальный
Intrabursal

Для приема внутрь
Oral

Парентеральный
Parenteral

Внутрихрящевой
Intracartilaginous

Гастральный
Gastral

Внутриартериальный
Intra-arterial

Интрастернальный 
Intrasternal

Гастроэнтеральный
Gastroenteral

Интракоронарный
Intracoronary

Внутрикостный
Intraosseous

Интестинальный
Intestinal

Внутривенный
Intravenous

Периостальный
Periosteal

Наружный
External

Интрапортальный
Intraportal

Интракардиальный
Intracardiac

Кожный
Cutaneous

Внутрилимфатический
Intralymphatic

Интрацервикальный
Intracervical

Трансдермальный
Transdermal

Внутримышечный
Intramuscular

Внутрипузырный
Intravesicular

Внутриэпидермальный
Intra-epidermal

Внутрикожный
Intradermal

Интраперикардиальный
Intrapericardial

Кожная скарификация
Skin scarification

Подкожный
Subcutaneous

Внутриплевральный
Intrapleural

На очаг повреждения
Onto the lesion site

Субмукозный
Submucosal

Интраперитонеальный
Intraperitoneal

Местный
Topical

Интрахолангиопанкреатический
Intracholangiopancreatic

Интрагландулярный
Intraglandular

Оромукозный
Oromucosal

Внутрисинусный
Intrasinal

Интрапростатический
Intraprostatic



86 Ведомости Научного центра экспертизы средств медицинского применения.
Регуляторные исследования и экспертиза лекарственных средств. 2022. Т. 12, № 1

Analysis of the medicinal products for human use authorised in the Russian Federation
Kosenko V.V., Yagudina R.I., Lednev O.A., Serpik V.G.

Путь введения лекарственного препарата
Administration route

Подъязычный
Sublingual

Интраокулярный
Intra-ocular

Интракавернозный
Intracavernous

Буккальный
Buccal

Субконъюнктивальный
Subconjunctival

Интраамниотический
Intra-amniotic

Гингивальный
Gingival

Ретробульбарный
Retrobulbar

Экстраамниотический
Extra-amniotic

Дентальный
Dental

В переднюю камеру глаза
Into the anterior chamber of the eye

Внутрь очага повреждения
Intralesional

Периодонтальный
Periodontal

Интравитреальный
Intravitreal

Внутриопухолевый
Intratumoral

Назальный
Nasal

Задний юкстасклеральный
Posterior juxtascleral

Околоопухолевый
Peritumoral

Орофарингеальный
Oropharyngeal

Субретинальный
Subretinal

Экстракорпоральный 
Extracorporeal

Ларингофарингеальный
Laryngopharyngeal

Периневральный
Perineural

Имплантация
Implant

Ингаляционный
Inhalational

Интрацеребральный
Intracerebral

Инфильтрация
Infiltration

Эндотрахеопульмональный
Endotracheal

Интратекальный
Intrathecal

Гемодиализ
Hemodialysis

Ушной
Auricular (otic)

Эпидуральный
Epidural

Ионофорез
Ionophoresis

Окулярный
Ophtalmic

Интрацеребровентрикулярный
Intracerebroventricular

Интракорнеальный
Intracorneal

Уретральный
Urethral

Интрацистернальный
Intracisternal

Интраменингеальный
Intrameningeal

Вагинальный
Vaginal

Интрадискальный
Intradiscal (intraspinal)

Интрапутаминальный
Intraputaminal

Эндоцервикальный
Endocervical

Внутрисуставный
Intra-articular

Трансплацентарный
Transplacental

Внутриматочный
Intra-uterine

Периартикулярный
Periarticular

Трансмаммарный
Transmammary

Продолжение таблицы 2

Table 2 (continued)

Рис. 6. Виды первичной упаковки лекарственных средств, зарегистрированных в государственном реестре лекарственных 
средств

Fig. 6. Types of primary packaging in the State Register of Medicines
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Анализ ассортимента лекарственных препа-
ратов по условиям хранения и срокам годности. 
В ГРЛС представлены указания о более чем 
930 вариантах условий хранения, включающих 
комбинации температуры, влажности, света, 
электромагнитного излучения и др. Наиболее 
часто встречаются следующие указания: хра-
нить в защищенном от света, от влаги месте, 
в сухом месте и при определенной температуре. 
Выделено более 100  температурных режимов 

хранения, которые могут обозначаться в виде 
числовых интервалов, полуинтервальных режи-
мов (с нормированием только верхней или толь-
ко нижней границы температуры) или формули-
роваться с помощью принятых в фармакопейной 
практике терминов.

Всего в ГРЛС встречается более 80 интервалов 
температурных режимов хранения ЛП. При ана-
лизе встречаемости этих интервалов (рис. 8) 

Таблица 3. Виды первичных упаковок, представленных в государственном реестре лекарственных средств

Table 3. Types of primary packaging according to the State Register of Medicines

Виды первичных упаковок
Types of primary packaging

Автоинжекторы
Autoinjectors

Конверты
Pouches

Резервуаркрышки
Reservoir lids

Ампулы
Ampoules

Контейнеры
Containers

Ротадиски
Rotadisks

Аппликаторы
Applicators

Короба
Cartons

Саше
Sachets

Баллончики
Small cylinders

Коробки
Boxes

Системы
Packaging systems

Баллоны
Cylinders

Матрицы
Matrices

Стикпакеты
Stick packs

Банки
Jars

Мешки
Sacks

Стики
Sticks

Барабаны
Drums

Микроклизмы
Micro-enemas

Стрипы
Strips

Бидоны
Cans

Микропробирки
Microtubes

Тара
Packaging

Блистеры
Blister packs

Минипакеты
Mini-bags

Тубы
Tube packs

Блоки
Blocks

Моноблоки
Monoblocks

Тюбиккапельницы
Dropper tubes

Бочки
Barrels

Обертки
Wrappings

Тюбики
Collapsible tubes

Бумага
Paper

Пакетики
Small bags

Тюки
Parcels

Бутылки
Bottles

Пакеты
Bags

Упаковки
Packages

Ведра
Buckets

Пачки
Packs

Фильтрпакеты
Filter bags

Емкости
Vessels

Пеналы
Cases

Флаконы
Vials

Ингаляторы
Inhalers

Пленки
Films

Фляги
Flasks

Канистры
Canisters

Пленочный материал
Film material

Шприцы
Syringes

Картриджи
Cartridges

Подушечка
Pads

Ячейки
Cells

Компопласты
Compoplast containers

Пробирки
Tubes

Ящики
Packing boxes
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выявлено, что чаще всего ЛП требуется хранить 
при температуре 15–25 и 2–8 °C.

Полуинтервальные режимы хранения представ-
лены в 20 вариантах с диапазоном температур 
от 40 до –55 °C. При этом преобладают режимы 
с указанием «не выше».

Также встречается маркирование температур-
ного режима путем указания принятых термино-
логических оборотов: «хранить при комнатной 
температуре», «хранить в холодильнике», «в хо-
лодильнике / не рядом с морозильной камерой»; 
«допускается замораживание при транспорти-
ровке» и др.

Требования к влажности могут быть приведе-
ны как в интервальном виде (2 варианта), так 
и с указанием только верхней границы нормы 
(не выше).

Для отдельных ЛС даны формулировки особых 
режимов хранения, согласно которым ЛС реко-
мендуется хранить в месте, «защищенном от вла-
ги», «от света», «от влаги и света», «от света и вла-
ги», «от сильных электромагнитных полей», «от 
света и рентгеновского излучения» и др.

Сроки хранения ЛП, внесенных в ГРЛС, пред-
ставлены 35 вариантами: от 1 дня до 7 лет. 
Наиболее часто встречаются следующие сроки 
годности: 3 года (46%), 2 года (33%) и 5 лет (12%).

Заключение

Таким образом, проведенный нами анализ 
ГРЛС показал, что ассортимент лекарствен-
ных средств, разрешенных к медицинскому 
применению в Российской Федерации, насчи-
тывает более 19 000 позиций, производство 
большинства из которых локализовано 
в Российской Федерации. Преобладают ЛП, от-
носящиеся к противомикробным препаратам 
для системного использования; препаратам 
для лечения заболеваний нервной и сердеч-
нососудистой систем. Наиболее распростра-
ненными лекарственными формами являются 
таблетки, первичной упаковкой  — флаконы. 
Среди режимов хранения превалируют темпе-
ратурные интервалы 15–5 и 2–8  °C. Около по-
ловины всех включенных в государственный 
реестр ЛС имеют срок годности 3 года.

Авторы полагают, что представленная в ста-
тье информация может быть учтена при уни-
фикации подходов к ведению государствен-
ного реестра лекарственных средств, в том 
числе в процессе создания соответствующих 
справочников, использована разработчика-
ми и производителями ЛС при подготовке 
к экспертизе и регистрации лекарственных 
препаратов и формировании регистрацион-
ных досье, а также может послужить основой 
для проведения углубленного анализа како-
голибо из параметров ЛС, включенных в госу-
дарственный реестр.

Рис. 7. Виды вторичной упаковки лекарственных средств, 
зарегистрированных в государственном реестре лекар-
ственных средств

Fig. 7. Types of secondary packaging in the State Register of 
Medicines
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Рис. 8. Варианты температурных режимов хранения лекар-
ственных препаратов, выраженные в числовых интервалах 
температуры

Fig. 8. Storage temperature requirements expressed as 
temperature ranges
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Генотоксические поражения рассматриваются не только как причина наслед-
ственной и онкологической патологий, но и как наиболее общий фактор, игра-
ющий существенную роль в этиопатологии сердечнососудистых, нейродеге-
неративных заболеваний, репродуктивных потерь, бесплодия и старения. Это 
определяет необходимость тщательного контроля за распространением по-
тенциальных генотоксикантов, в том числе среди лекарственных средств (ЛС), 
как группы соединений, направленно и регулярно используемых человеком. 
Оценка генотоксичности является неотъемлемым элементом в системе докли-
нических исследований безопасности ЛС. Цель работы — анализ современно-
го состояния и возможных путей решения методологических и регуляторных 
проблем в области генотоксикологии для надлежащего проведения доклиниче-
ских исследований безопасности лекарственных средств. В работе обобщены 
сведения о фундаментальных представлениях, составивших базу для развития 
современной генетической токсикологии, рассмотрена история развития иссле-
дований, направленных на выявление мутагенных, кластогенных и анеугенных 
эффектов. Проанализированы регуляторные аспекты генотоксикологических 
исследований ЛС, рассмотрены вопросы совершенствования стратегии прове-
дения тестирования на генотоксичность. Представлены сведения о тестах на ге-
нотоксичность, регламентированных для ЛС, рекомендации по выбору взаимо-
заменяемых тестов в зависимости от особенностей конкретного исследования. 
Проведен сравнительный анализ преимуществ и недостатков тестов. Подчерк-
нуто, что исследование каждого ЛС является самостоятельной научной задачей. 
Обсуждены вопросы интерпретации и трактовки результатов, предиктивность 
генотоксикологических исследований для прогноза потенциальной канцеро-
генности. Даны предложения по совершенствованию стратегии оценки гено-
токсичности ЛС, в частности рассмотрены возможности ее частичного совме-
щения с исследованиями по общей токсичности. Подчеркнута необходимость 
разработки методов регистрации генотоксических событий в генеративных 
клетках, оценены перспективы внедрения новых тестов, рассмотрены направ-
ления фундаментальных и поисковых исследований в области лекарственной 
генотоксикологии.
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ские исследования
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Genotoxic lesions are not only a cause of genetic pathologies and cancer, but also 
the most common and significant factor of the etiopathology of cardiovascular and 
neurodegenerative disorders, reproductive losses, infertility, and aging. This requires 
careful monitoring of the use of potential genotoxicants including medicinal products 
(MPs), which are a group of compounds intentionally and routinely used by humans. 
Genotoxicity assesment is highly essential in preclinical drug safety studies. The aim 
of the study was to analyse the current situation and reveal possible ways of ad-
dressing methodological and regulatory issues in genotoxicology to enable proper 
conduction of drug safety preclinical studies. The article summarises basic concepts 
of the modern genetic toxicology development and highlights the history of re-
search aimed at identifying mutagenic, clastogenic, and aneugenic effects. The au-
thors analyse regulatory aspects of genotoxicological studies of MPs and consider 
issues of improving the strategy for genotoxicity testing. The paper gives inform-
ation about the genotoxicity tests approved for MPs, recommendations for inter-
changeability of tests in relation to particular study characteristics. The authors 
carried out a comparative analysis of the tests’ pros and cons with an emphasis 
that the study of each MP is a separate scientific task. They discuss interpretation 
of results and prediction of MP carcinogenic potential in genotoxicological studies. 
Recommendations are given for the optimisation of the MP genotoxicity assessment 
strategy, considering its partial integration into general toxicity studies. The article 
stresses the urgent need to develop registration methods for genotoxic events in 
germ cells, assesses the prospects of new tests, and reviews new trends in drug 
genotoxicology fundamental research.

Key words: medicinal products; genotoxicity; carcinogenicity; mutagenicity; preclinical studies
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Введение 
Оценка генотоксических свойств является обя-
зательным этапом доклинического исследова-
ния лекарственных средств (ЛС). Эта позиция 
разделяется всеми национальными регулятор-
ными органами и поддержана международными 
организациями, деятельность которых направ-
лена на совершенствование и гармонизацию 
доклинических исследований: Организацией 
экономического сотрудничества и развития 
(Organisation for Economic Cooperation and 
Development, OECD), Международным советом 
по гармонизации технических требований к ле-
карственным средствам для медицинского при-
менения (International Council for Harmonisation 
of Technical Requirements for Pharmaceuticals 
for Human Use, ICH), Всемирной организацией 
здравоохранения, Управлением по контролю 
за качеством продуктов питания и лекарствен-

ных средств (Food and Drug Administration, FDA) 
и др. Новые фундаментальные представления 
о механизмах и закономерностях генотокси-
ческих событий, выявление недостатков при-
нятой методологии на основе опыта ее прак-
тического применения, развитие технологий, 
позволяющих расширить возможности суще-
ствующих методик и разработать принципи-
ально новые, составляют в совокупности базу 
для периодического пересмотра стратегии 
и методологии тестирования ЛС на генотокси-
ческую активность.

Цель работы — анализ современного состояния 
и возможных путей решения методологических 
и регуляторных проблем в области генотоксико-
логии для надлежащего проведения доклиниче-
ских исследований безопасности лекарствен-
ных средств.
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История и основные понятия
Открытие радиационного (Г. Меллер, 1927), 
а затем химического мутагенеза (В. В. Сахаров, 
1933; И. А. Рапопорт, 1946; Ш. Ауэрбах, 1947) 
произошло в первой половине двадцатого сто-
летия. Эти фундаментальные наблюдения рас-
крыли источник возникновения генетического 
груза, концепция которого была предложена 
Дж. Холдейном (1965) и под которым сегодня 
понимается сумма мутаций, снижающих при-
способленность и выживание популяций, а в ме-
дицинском плане приводящих к многочислен-
ным генетически обусловленным заболеваниям, 
угрожающим жизни и здоровью людей и их по-
томков [1–3].

С открытием структуры ДНК был получен мо-
лекулярный базис, на основе которого были 
начаты исследования природы и молекулярных 
механизмов индукции генных, хромосомных 
и геномных мутаций, продолжающиеся в насто-
ящее время. Был установлен ряд фактов фунда-
ментальной значимости:
• мутагенез имеет общебиологический харак-

тер и присущ всем живым организмам от бак-
терий до высших организмов, включая чело-
века;

• средняя частота спонтанного мутирова-
ния на локус или геном за поколение сход-
на у организмов близких таксономических 
групп (спонтанный мутагенез);

• интенсивность спонтанного мутагенеза мо-
жет быть существенно увеличена под дей-
ствием экзогенных мутагенных факторов 
или эндогенных мутагенных метаболитов 
(индуцированный мутагенез);

• мутагенез — многоэтапный процесс: первич-
ные повреждения ДНК фиксируются в генные 
(мутагенез) и хромосомные (кластогенез) му-
тации в процессе репарации и репликации 
ДНК;

• возникновение геномных мутаций (анеуге-
нез) связано с нарушениями расхождения 
хромосом в митозе и мейозе;

• вновь индуцируемые мутации поддерживают 
в популяции уровни наследственных и онко-
логических заболеваний, приводят к репро-
дуктивным потерям;

• химические мутагены подразделены 
на прямые и непрямые, т.е. требующие ме-
таболической активации, ДНКреактивные 
и ДНКнереактивные, а также классифициру-
ются по непосредственному механизму дей-
ствия (алкилирующие агенты, интеркаляторы, 

прооксиданты и др.), по химической приро-
де (полициклические углеводороды, пирро-
лизиновые алкалоиды, гетероциклические 
амины и др.), по источнику происхождения 
(лекарственные, пищевые, производствен-
ные и др.);

• индуцированный мутагенез может быть уси-
лен под действием химических соединений — 
комутагенов или ослаблен под действием 
антимутагенов;

• увеличение спонтанных уровней первичных 
повреждений ДНК наблюдается при многих 
заболеваниях, коррелирует с нарушениями 
онтогенеза и может иметь самостоятельную 
патогенетическую значимость.

В середине прошлого столетия понимание опас-
ности мутагенеза способствовало возникнове-
нию на стыке научных дисциплин генетической 
токсикологии  — совокупности фундаменталь-
ных и прикладных исследований, конечной це-
лью которых является выявление генотоксикан-
тов и снижение/предотвращение их патогенных 
эффектов [4]. Ее основными задачами являются 
исследование механизмов и закономерностей 
мутагенеза в различных типах клеток, скрининг 
и мониторинг потенциальных генотоксикантов, 
разработка методов выявления генотоксиче-
ских эффектов, изучение возможностей их мо-
дификации и оценка риска генотоксических воз-
действий в отношении здоровья.

На заре становления генотоксикологии ее главной 
прикладной задачей была оценка риска возник-
новения мутаций у человека под действием раз-
личных факторов окружающей среды, испытания 
их мутагенной и канцерогенной активностей яв-
лялись независимыми процедурами. С введением 
в практику генотоксикологических исследований 
экспресстеста на бактериях  — теста Эймса [5]  — 
был накоплен массив экспериментальных данных 
по мутагенным эффектам известных канцероге-
нов. После выявления на основе сравнительного 
анализа этих данных сопряженности мутагенной 
активности в тесте Эймса с канцерогенностью 
in vivo стало очевидным, что результаты тестов 
на генотоксичность могут быть использованы 
и для прогнозирования канцерогенного риска. 
Это позволило рассматривать тесты на геноток-
сичность как краткосрочные тесты на канцероген-
ность, что отражено сегодня во многих методи-
ческих документах, в том числе в отечественном 
издании «Руководство по проведению доклиниче-
ских исследований лекарственных средств»1.

1 Миронов АН, ред. Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных средств. Ч. 1. М.: Гриф и К; 2012.
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Таким образом, тестирование на генотоксиче-
скую активность преследует две цели: оценку 
собственно генотоксичности и оценку потенци-
альной канцерогенности.

Развитие генетической токсикологии способ-
ствовало разработке, апробации и внедрению 
большого количества методов и тестсистем 
для экспериментального выявления различных 
категорий индуцированных мутаций. Несмотря 
на прогрессивное развитие методической базы 
тестирования, ни тогда, ни сегодня нет теста, 
позволяющего одномоментно, в рамках од-
ного эксперимента определить способность 
соединения индуцировать различные катего-
рии мутаций в соматических и зародышевых 
клетках. Отсюда возник комплексный подход, 
предполагающий оценку индукции различных 
категорий мутаций в разных тестах, на разных 
тестобъектах. Предлагаемые к использова-
нию тесты группировали в ступенчатые схе-
мы, предполагавшие изменение направления 
исследований следующего этапа в зависимо-
сти от результатов предыдущего. Известными 
примерами реализации подобных подходов 
являются схема тестирования на мутагенность, 
разработанная коллективом авторов под руко-
водством академика Н.П.  Бочкова [6], и трех-
ступенчатая схема Б.A.  Бриджеса [7]. С их по-
явлением была достигнута главная цель работ 
этого периода: создание системы скрининга 
химических мутагенов.

Центральные принципы современного гене-
тического тестирования изложены в недав-
ней работе [8], обобщающей опыт семинара 
«Стратегии в генотоксикологии: принятие ин-
новационных научных методов в нормативном 
контексте: сильные и слабые стороны. От нор-
мативной точки зрения до промышленной 
перспективы», состоявшегося на 47м ежегод-
ном собрании Европейского общества по эко-
логическому мутагенезу и геномике (2019 г.). 
Они вытекают из предшествующих воззрений 
и констатируют, что глубина и объем тести-
рования должны определяться степенью воз-
действия вещества на человека, максимум ин-
формации должен добываться минимальными 
затратами труда и животных, а полное тести-
рование генотоксичности должно охватывать 
три конечные точки: мутации генов (мута-
генность), структурные аберрации хромосом 
(кластогенность) и числовые хромосомные 

мутации (анеуплоидия), что предусматривает 
комплексное использование разных тестов.

В существующей традиции под термином «ге-
нотоксичность» принято понимать всю сово-
купность предмутационных и мутационных 
событий (модификации структуры ДНК, генные, 
хромосомные и геномные мутации), а также 
обозначать этим термином способность вызы-
вать первичные, предмутационные поврежде-
ния ДНК. Термины «мутагенность», «мутаген» 
вытесняются терминами «генотоксичность», 
«генотоксикант», «генотоксин».

Регуляторные аспекты генотоксикологии 
лекарственных средств

На ранних этапах развития учения об индуци-
рованном мутагенезе стала ясна необходимость 
превентивного экспериментального тестирова-
ния вновь синтезируемых и уже применяющихся 
химических соединений на мутагенность, и было 
определено, что первоочередность такой рабо-
ты должна исходить из масштабов распростра-
нения и длительности их контакта с человеком. 
Исходя из этих критериев была актуализирова-
на задача тестирования ЛС на мутагенность, по-
скольку именно ЛС длительно, регулярно и ад-
ресно применяются человеком.

Из множества разработанных тестов на ге-
нотоксичность в целях регуляторной оценки 
ЛС используют методы, валидированные 
в масштабных межлабораторных исследова-
ниях и многолетней практикой применения. 
Последний пересмотр пригодности генотокси-
ческих тестов, проведенный OECD, пришелся 
на 2014–2015 гг., его результаты представлены 
в таблице  1. Следует отметить, что из списка 
тестов были удалены тесты на Saccharomyces 
cerevisiae и на Drosophila melanogaster, тест 
на внеплановый синтез ДНК и тест по учету 
сестринских хроматидных обменов (СХОтест). 
Однако сделана оговорка, что ранее получен-
ные данные могут использоваться для оценки 
генотоксического риска2. Эта оговорка поз-
воляет не проявлять поспешность при отказе 
от применения дрозофилы в системе тестирова-
ния. Помимо того что в тесте на D. melanogaster 
возможно регистрировать рекомбиногенные 
события, он незаменим при проверке неопре-
деленных результатов, получаемых в тесте 
Эймса или в тестах in vitro.

2 OECD iLibrary: Current status of the test guidelines for genetic toxicology. https://www.oecdilibrary.org
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Таблица 1. Список методических указаний Организации экономического сотрудничества и развития по проведению тестов 
на генотоксичность химических соединений3

Table 1. List of the guidelines of Organization for Economic Co-operation and Development for genetic toxicity testing of chemicals3

Номер 
рекомендаций

Test Guideline (TGs)
Number

Название теста
Test

Сроки
Deadlines for

утверждения
Adoption

пересмотра
Revision

отмены
Removal

Недавно пересмотренные рекомендации
Recently revised TGs

471 Учет обратных генных мутаций у бактерий (тест Эймса)
Bacterial reverse mutation test (Ames test)

1983 1997 –

473 Тест на индукцию хромосомных аберраций in vitro
In vitro mammalian chromosomal aberration test

1983 1997/2014 –

474 Микроядерный тест в эритроцитах млекопитающих in vivo
In vivo mammalian erythrocyte micronucleus test 

1983 1997/2014 –

475 Тест на индукцию хромосомных аберраций в клетках 
костного мозга млекопитающих in vivo
In vivo mammalian bone marrow chromosomal aberration test

1984 1997/2014 –

476 Тест на индукцию генных мутаций в клетках  
млекопитающих in vitro*
In vitro mammalian cell gene mutation test*

1984 1997/2015 –

487 Микроядерный тест в клетках млекопитающих in vitro
In vitro mammalian cell micronucleus test

2010 2014 –

478 Тест на индукцию доминантных летальных мутаций 
 у грызунов
Rodent dominant lethal assay

1984 2015 –

483 Тест на индукцию хромосомных аберраций в клетках 
сперматогоний млекопитающих
Mammalian spermatogonial chromosomal aberration

1997 2015 –

Недавно утвержденные рекомендации
Recently approved TGs

488 Тест на индукцию мутаций в соматических и половых  
клетках трансгенных животных
Transgenic rodent somatic and germ cell gene mutation assay

2011 – –

489 Тест ДНКкомет в клетках млекопитающих in vivo
In vivo mammalian alkaline comet assay

2014 – –

490 Тест на индукцию мутаций в гене тимидинкиназы в клетках 
млекопитающих in vitro
In vitro mammalian cell gene mutation assays using the 
thymidine kenase gene

2015 – –

Архивные/утратившие силу рекомендации
Archived/invalid TGs

472 Учет обратных генных мутаций у Escherichia coli
Escherichia coli, reverse assay

1983 – 1997

477 Учет рецессивных, сцепленных с полом, летальных  
мутаций у Drosophila melanogaster
Sex-linked recessive lethal test in Drosophila melanogaster

1984 – 2013

479 Тест на индукцию сестринских хроматидных обменов  
в клетках млекопитающих in vitro
In vitro sister chromatid exchange assay in mammalian cells

1986 – 2013

480 Тест на индукцию генных мутаций у Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae, gene mutation assay

1986 – 2013

3 OECD Guidelines for the Testing of Chemicals, Section 4. Health Effects.
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Продолжение таблицы 1

Table 1 (continued)

Тесты, упомянутые в таблице 1, используются 
в регуляторных исследованиях. Они объеди-
няются в схемы тестирования, совокупные ре-
зультаты которых позволяют охарактеризовать 
генотоксический профиль тестируемого ЛС.

В соответствии с требованиями, изложенными 
в отечественном руководстве по доклиниче-
ским исследованиям (ДКИ)4, до начала фазы I 
клинических исследований (КИ) в рамках изу-
чения специфических видов токсичности ЛС 
проводится исследование их мутагенной ак-
тивности и потенциальной канцерогенности 
в краткосрочных тестах (рис. 1). Общим эта-
пом этих исследований является оценка ин-
дукции генных мутаций на бактериях (тест 
Эймса) или D. melanogaster и хромосомных по-
вреждений in  vivo методом анализа хромосом-
ных аберраций (ХрА) в клетках костного мозга 
на стадии метафазы или учета микроядер (МЯ) 
в клетках костного мозга или периферической 
крови грызунов. Оценка потенциальной кан-
церогенной активности включает проведение 
дополнительно к указанным тестам на индук-
цию повреждений ДНК in vivo. С этой целью 
рекомендовано использование метода анализа 
внепланового синтеза ДНК в клетках печени, 

щелочной элюции и внедренного в последней 
версии руководства метода ДНКкомет5. В со-
вокупности указанная схема по набору тестов 
и методологии тестирования соответствует 
принятой в международной практике доклини-
ческой оценки генотоксичности ЛС. Отличие со-
стоит лишь в том, что перед проведением фазы 
III КИ предполагается тестирование методом 
учета доминантных летальных мутаций (ДЛМ) 
в половых клетках млекопитающих.

При получении отрицательных результатов 
во всех тестах или положительных результатов 
по меньшей мере в двух тестах выносится соот-
ветствующее заключение об отсутствии или на-
личии у ЛС генотоксичности и, соответственно, 
канцерогенного потенциала. Если положитель-
ный результат выявляется в одном из тестов, 
проводится дополнительное исследование с ис-
пользованием альтернативного теста, регистри-
рующего тот же тип генотоксического события. 
В случае подтверждения положительного ре-
зультата исследование далее не проводится, 
в случае отрицательного результата переходят 
к заключительному этапу с использованием од-
ного из прямых экспресстестов определения 
канцерогенности, к примеру учета опухолевой 

Номер 
рекомендаций

Test Guideline (TGs)
Number

Название теста
Test

Сроки
Deadlines for

утверждения
Adoption

пересмотра
Revision

отмены
Removal

481 Тест на индукцию митотической рекомбинации  
у Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae, mitotic recombination assay

1986 – 2013

482 Тест на внеплановый синтез ДНК в клетках  
млекопитающих in vitro
DNA damage and repair, unscheduled DNA synthesis  
in mammalian cells in vitro

1986 – 2013

484 Спот-тест на мышах
Mouse spot test

1986 – 2013

485 Тест на мутации в специфических локусах мышей
Mouse heritable translocation assay

1986 – –

486 Тест на внеплановый синтез ДНК в клетках печени  
млекопитающих in vivo
Unscheduled DNA synthesis test with mammalian liver cells  
in vivo

1997 – –

Примечание. «–» — не применимо.
* После пересмотра TG 476 включает только тест по учету генных мутаций в локусах hprt или xprt.
Note. — not applicable.

* After the revision, TG 476 is only for the mammalian cell gene mutation test using the hprt or xprt loci.

4 Миронов АН, ред. Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных средств. Ч. 1. М.: Гриф и К; 2012.
5 ICH S2 (R1) Genotoxicity testing and data interpretation for pharmaceuticals intended for human use. EMA/CHMP/ICH/126642/2008.
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трансформации клеток in vitro. При получении 
экспериментальных результатов, не позволяю-
щих с полной определенностью сделать заключе-
ние о генотоксической активности, на фазе III КИ 
проводится исследование методами учета хро-
мосомных аберраций и (или) повреждений ДНК 
в клетках периферической крови пациентов.

Актуальная на сегодня программа ICH по испы-
танию ЛС на генотоксическую активность по-
строена по принципу ступенчатого тестирова-
ния и определяется совместными требованиями 
руководств ICH S2(R1) и M3(R2)8 [9]. Набор тестов, 
методология проведения и экспертиза результа-
тов исследований определена в руководстве 
S2(R1), заменившем руководства S2A и S2B. 
Порядок проведения исследований в зависи-
мости от этапа/фазы КИ в числе других видов 

токсикологических исследований регламенти-
руется мультидисциплинарным руководством 
M3(R2).

Согласно правилам M3(R1) для проведения КИ 
с введением ЛС в дозах, составляющих сум-
марно ≤100 мкг (≤1/100 от NOAEL9 или фарма-
кологически активной) или ≤500 мкг (не бо-
лее 5 введений; каждая доза ≤1/100 от NOAEL 
или фармакологически активной), тестирование 
на генотоксичность не проводится. Перед КИ 
с однократным введением ЛС в субтерапевти-
ческих или ожидаемых терапевтических дозах 
достаточной считается оценка генотоксическо-
го потенциала в тесте Эймса или альтернатив-
ном в случае его неприменимости. КИ с много-
кратным введением ЛС могут быть проведены 
при наличии данных о его цитогенетической 

Рис. 1. Стратегии (схемы) проведения исследований по оценке генотоксичности лекарственных средств согласно отече-
ственным6 и международным7 регуляторным требованиям (КИ  — клинические исследования; ХрА  — тест на хромосомные 
аберрации; МЯ — микроядерный тест)

Fig. 1. Strategies (schemes) for genotoxicity testing of medicinal products according to the Russian6 and international7 requirements 
(CT—clinical trials; ChA—chromosomal aberrations test)

6 Миронов АН, ред. Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных средств. Ч. 1. М.: Гриф и К; 2012.
7 ICH M3 (R2) Nonclinical safety studies for the conduct of human clinical trials for pharmaceuticals. EMA/CPMP/ICH/286/1995.
8 ICH S2 (R1) Genotoxicity testing and data interpretation for pharmaceuticals intended for human use. EMA/CHMP/

ICH/126642/2008.
 ICH M3 (R2) Nonclinical safety studies for the conduct of human clinical trials for pharmaceuticals. EMA/CPMP/ICH/286/1995.
9 No Observed Adverse Effect Level — доза без наблюдаемого отрицательного эффекта.

Руководство по доклиническим 
исследованиям, 2012
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активности, полученных в тесте по учету хро-
мосомных нарушений in vitro или in vivo. До на-
чала фазы II КИ оценка генотоксичности долж-
на быть завершена в полном объеме. При этом 
в документе дается отсылка на утратившее силу 
руководство S2B, поскольку на момент утвер-
ждения M3(R2) обновленное руководство S2(R1) 
находилось на стадии разработки.

В соответствии с S2B батарея обязательных те-
стов включает тест Эймса, in vitro тест на индук-
цию хромосомных нарушений в клетках мле-
копитающих (или генных мутаций в tk локусе 
клеток мышиной лимфомы) и тест на индукцию 
хромосомных нарушений в клетках грызунов 
in vivo. Если при неприменимости теста Эймса 
в качестве альтернативы определено проведе-
ние двух in vitro тестов с детекцией различных 
типов генотоксических событий в клетках мле-
копитающих, то выбор цитогенетического теста 
перед фазой I КИ с многократным введением 
документом не регламентируется и выбор оста-
ется за разработчиком ЛС. Анализ опыта докли-
нических исследований в странах — участниках 
ICH показывает, что исследователи предпочита-
ют проведение и in vitro, и in vivo исследований 
[10]. Причиной является низкая специфичность 
in vitro тестов, результаты которых зачастую мо-
гут быть неоднозначными, требующими даль-
нейшей верификации в расширенных исследо-
ваниях in vivo [11]. Аргументом также выступает 
«методологическое удобство» проведения ми-
кроядерного анализа in vivo одновремен-
но на животных, задействованных в предше-
ствующем фазе I КИ эксперименте по оценке 
хронической токсичности при 2-недельном вве-
дении [11].

В 2006 г. экспертной рабочей группой ICH по во-
просам безопасности была начата разработка 
нового усовершенствованного руководства 
на основе научных и методических достижений 
и с учетом результатов практики применения 
стратегий S2A и S2B. В итоге длительных обсу-
ждений была разработана компромиссная вер-
сия руководства S2(R1), согласованная испол-
нительным комитетом ICH в 2011 г. и принятая 
регуляторными органами регионов ICH в 2012 г.

Обновленное руководство S2(R1) предусматри-
вает возможность проведения исследований 
генотоксичности с использованием двух взаи-
мозаменяемых батарей тестов (options). Первая 
батарея тестов (option 1) полностью соответ-
ствует принятой в руководстве S2B, что отча-
сти разрешает отмеченную выше регуляторную 

коллизию, когда руководство M3(R2) ссылается 
на утративший силу документ. Вторая батарея 
(option 2) включает тест Эймса и два in vivo теста, 
позволяющих оценить различные типы геноток-
сических событий в двух разных органах/тканях, 
как правило, цитогенетический тест в клетках 
костного мозга и тест на индукцию поврежде-
ний ДНК в клетках печени. Хотя руководство 
M3(R2) прямо не определяет порядок проведе-
ния in vivo исследований в случае выбора бата-
реи 2, предполагается, что к началу фазы  I КИ 
с многократным введением ЛС должен быть 
проведен цитогенетический тест.

В S2(R1), как и в предыдущих версиях руко-
водства, не регламентирована стратегия по-
следующих исследований при выявлении у ЛС 
мутагенности в тесте Эймса. Ввиду высокой сте-
пени корреляции мутагенной активности в те-
сте Эймса с канцерогенностью in vivo целесо-
образным считается прекращение дальнейшей 
разработки ЛС. При выявлении положительного 
результата в тесте in vitro на клетках млекопи-
тающих (option 1) проводят дополнительное 
исследование in vitro с учетом предполагаемых 
механизмов наблюдаемых эффектов и воз-
можных методических артефактов (mechanistic 
information). Если результаты исследования од-
нозначно свидетельствуют в пользу отсутствия 
генотоксического потенциала, тестирование ЛС 
завершают проведением одного in vivo теста. 
В противном случае требуется проведение двух 
in vivo тестов, т.е., по сути, переход ко второй 
схеме тестирования (option 2). При выявлении 
положительных результатов в in vivo тесте(ах) 
разработка ЛС может быть продолжена при со-
ответствующем обосновании «польза  — риск» 
на основе данных расширенных генотоксиколо-
гических исследований.

Таким образом, отличительной особенностью 
международных требований к доклиниче-
ской оценке генотоксичности ЛС по сравне-
нию с отечественными является возможность 
поэтапного тестирования в зависимости 
от дозы/режима применения и фазы КИ, а также 
отсутствие необходимости отдельных исследо-
ваний в половых клетках. Такая стратегия поз-
воляет существенно сократить временны́е и ре-
сурсные затраты в случае ЛС, неперспективных 
для дальнейшей разработки по результатам 
доклинических или клинических исследова-
ний. Кроме того, она согласуется с директивой 
о гуманизации экспериментальных исследова-
ний с использованием лабораторных животных 
3R (Replacement, Reduction, Refinement) [11]. 
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На сегодня в Российской Федерации в области 
ДКИ ЛС ведется активная работа по внедре-
нию новых межгосударственных стандартов 
в рамках Евразийского экономического союза 
(ЕАЭС), в первую очередь с целью гармонизации 
норм и правил с международными регламен-
тирующими документами. Важно подчеркнуть, 
что действующая методология и методическая 
база тестирования на генотоксичность не име-
ет принципиальных отличий от международных, 
что значимо облегчает переход отечественных 
экспертных лабораторий на обновленные схе-
мы тестирования. Так, например, новейший ме-
тод оценки генотоксичности, метод ДНКкомет, 
в отечественное руководство по ДКИ10 был вве-
ден за два года до его внесения в список тестов, 
рекомендованный OECD11.

Совершенствование стратегии  
тестирования

Описанные выше схемы тестирования доказа-
ли свою пригодность и эффективность. Однако 
сколь велико бывает разочарование исследова-
теля и сколь высоки материальные потери, когда 
практически готовое ЛС отклоняется от даль-
нейшей разработки по причине его генотоксич-
ности. В этой связи представляется, что геноток-
сикологические исследования следует начинать 
как можно раньше, привязывая их к этапам жиз-
ненного цикла ЛС. Такой подход перекликается 
с идей многоуровневого тестирования, предпо-
лагающего как можно более раннее использо-
вание генотоксических тестов, в том числе аль-
тернативных, не входящих в основной список 
батареи генотоксических тестов и (или) методы 
in silico [8]. Предлагаемая усовершенствованная 
оценка генотоксичности ЛС представлена на ри-
сунке 2. Самые первые, пилотные исследования 
на генотоксичность целесообразно проводить 
еще на этапе фармакологического скрининга. 
Это позволит исключить из выборки генотокси-
ческие веществакандидаты в случае отсутствия 
перспективности их дальнейшей разработки 
и избежать таким образом затрат на проведе-
ние полного цикла токсикологических исследо-
ваний в рамках ДКИ.

При получении на первом этапе отрицатель-
ных результатов (отсутствие генотоксичности) 
предполагается выполнение в рамках комплек-
са ДКИ всех тестов на генотоксичность, регла-
ментированных вышеописанными схемами 

тестирования (рис. 1). Для углубленной оценки 
риска и исключения ложных заключений в слу-
чае получения на этом этапе слабо выраженных, 
плохо воспроизводимых, не имеющих дозовой 
зависимости результатов, предусматривается 
продолжение генотоксикологических исследо-
ваний в ходе фаз I и II КИ с использованием ма-
лоинвазивных методов.

Таким образом, использование предлага-
емой стратегии не входит в противоречие 
с существующими формальными требованиями, 
но расширяет возможности предупреждения 
непродуктивных усилий при разработке ЛС, не-
перспективных в силу генотоксических характе-
ристик.

При разборе представленной схемы (рис. 2) тре-
бует обсуждения ряд вопросов.

1) Тест Эймса или тимидинкиназный тест? Тест 
Эймса хорошо известен с 1975 г. после публи-
каций, в которых по результатам испытаний бо-
лее 300 химических соединений было сделано 
заключение о его высокой надежности для вы-
явления генотоксических химических канцеро-
генов [12, 13]. С конца 70х годов прошлого сто-
летия данный тест входит в качестве базового 
во все батареи тестирования на генотоксичность. 
Однако было показано, что прогностическая 
способность теста Эймса неоднозначна. При слу-
чайной выборке соединений разных химических 
классов с его помощью обнаруживается 60% 
генотоксикантов, являющихся канцерогенами 
для грызунов. В случае полициклических аро-
матических углеводородов или гетероцикличе-
ских аминов эта величина приближается к 100%, 
но составляет лишь 20% в отношении хлорсо-
держащих органических соединений [14, 15]. Его 
главные недостатки  — использование прокари-
отических тестобъектов Salmonella typhimurium 
и Escherichia  coli, нефизиологическая метаболи-
ческая активация соединений микросомами мле-
копитающих, высокий процент ложных результа-
тов при оценке отдельных классов химических 
соединений, невозможность испытания веществ 
с антибактериальной активностью.

Тимидинкиназный тест (tkтест) на клетках мы-
шиной лимфомы L5178Y (mouse lymphoma assay, 
MLA) или на лимфобластных клетках человека 
(TK6), а также сходные тесты на клеточных ли-
ниях CHO, AS52, V79 китайского хомячка и др. 

10 Миронов АН, ред. Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных средств. Ч. 1. М.: Гриф и К; 2012.
11 Test No. 489: In vivo Mammalian Alkaline Comet Assay. Paris: OECD Publishing; 2014. https://doi.org/10.1787/9789264224179-en
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имеют тот же недостаток — необходимость не-
физиологической метаболической активации 
и единичный локус оценки, в рассматриваемом 
случае — ген тимидинкиназы. Вместе с тем если 
тест Эймса в высшей степени верифицирован 
и отработан, вплоть до возможности его прове-
дения на стандартизированных коммерческих 
наборах без необходимости в привлечении 
бактериологической лаборатории, тесты на эу-
кариотических клетках верифицированы в зна-
чительно меньшей степени, более длительны, 
трудоемки и требуют определенных компетен-
ций у персонала. Очевидно, что предпочтение, 
в особенности для пилотной оценки генотоксич-
ности на этапе фармакологического скрининга, 
следует отдавать тесту Эймса.

2) Микроядерный тест или тест на хромосом-
ные аберрации? Микроядра образуются либо 
в результате анеугенеза, либо в результате 
кластогенеза. По отношению к последнему 
они вторичны, так как образуются из ацентри-
ческих фрагментов хромосом. Отсюда очевидно, 

что для оценки именно кластогенной активности 
целесообразнее использовать учет хромосом-
ных аберраций. Его недостатки — высокие тре-
бования к квалификации персонала, отсутствие 
автоматизации, учет только структурных изме-
нений хромосом. Микроядерный тест лишен 
этих недостатков, может быть автоматизирован 
и позволяет интегративно оценить кластоген-
ные и анеугенные события. Отсюда очевидно, 
что в целях скрининга, не предполагающего 
изучение механизма повреждающего действия, 
микроядерный тест предпочтительнее. Тест 
по учету хромосомных аберраций целесообраз-
но использовать в уточняющих исследованиях, 
чтобы дифференцировать кластогенный и анеу-
генный механизмы индукции микроядер.

3) In vitro или in vivo? В случае рассмотрения 
предлагаемой стратегии (рис. 2) подобная аль-
тернатива возникает только при использова-
нии in vivo теста на хромосомные повреждения. 
Но проблема существенно шире. Анализ литера-
туры показывает, что при общем стремлении 

Рис. 2. Усовершенствованная стратегия оценки генотоксичности лекарственных средств (ХрА — тест на хромосомные абер-
рации; МЯ — микроядерный тест; ГЛФ — готовая лекарственная форма)

Fig. 2. Updated strategy for medicinal products genotoxicity testing (ChA—chromosomal aberrations test; MN—erythrocyte micronucleus test)
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свести к минимуму использование животных в ме-
дикобиологических экспериментах (принцип 3R) 
и задаче отказаться от применения животных 
в экспериментах к 2035 г.12 результаты, получен-
ные in vivo, имеют приоритет над результатами 
in vitro13. Кроме того, не следует забывать, что со-
гласно третьему пункту Нюрнбергского кодекса, 
одного из основополагающих международных 
документов, принятого Нюрнбергским трибуна-
лом в августе 1947 г.: «Эксперимент должен осно-
вываться на данных, полученных в лабораторных 
исследованиях на животных…», что всегда может 
оказаться решающим аргументом для регулятор-
ных ведомств.

Среди наиболее общих проблем исследований 
in vitro в генотоксикологическом эксперименте 
[16] следует отметить:
• методические сложности в случае с мало 

или нерастворимыми соединениями;
• трудности экстраполяции при отсутствии со-

ответствия условиям гомеостаза в организ-
ме, не учитываются системные (центральная 
нервная и эндокринная системы), метабо-
лические реакции, взаимодействия систем 
и др.;

• низкая прогностическая способность (40–
70%);

• плохая воспроизводимость и многочислен-
ные ложные результаты.

Таким образом, предпочтение, несомненно, 
должно быть отдано тестам in vivo. Однако в слу-
чаях, когда исследователь не располагает све-
дениями о биораспределении вещества в орга-
низме, т.е. не может однозначно указать на его 
присутствие в области анализируемой ткани 
и (или) использован метод учета хромосомных 
аберраций, возникает необходимость дополне-
ния тестов in vivo тестом по учету микроядер in 
vitro (рис. 2).

4) Что тестировать: веществокандидат, фар  
ма цевтическую субстанцию или препарат 
в готовой лекарственной форме (ГЛФ)? Выбор 
объекта тестирования в случае проведения 
исследований in vitro очевиден. Входящие 
в состав многих ГЛФ вспомогательные вещества 
(наполнители, стабилизаторы, пролонгаторы 
и т.д.), как правило, плохо или нерастворимы 
в воде и (или) в применимых для клеточных 
культур растворителях, что значимо снижает 

технически достижимую высшую тестируемую 
концентрацию действующего вещества в тест
системе. Кроме того, вспомогательные веще-
ства, в том числе в инъекционной или назальной 
лекарственной формах, могут в in vitro системе 
либо оказывать непосредственное воздействие 
на клетки, приводя к неконтролируемым неже-
лательным эффектам, либо препятствовать про-
никновению целевой молекулы в клетки.

В случае in vivo тестов выбор объекта тести-
рования не столь очевиден. С одной стороны, 
при планируемом в клинике пути введения ве-
щество в виде ГЛФ может иметь бо́льшую биодо-
ступность, что и является целью в исследовани-
ях по разработке состава ГЛФ. С другой стороны, 
как и в случае с in vitro исследованиями, на-
личие вспомогательных веществ ограничивает 
технически достижимую высшую тестируемую 
дозу вещества, в особенности когда содержа-
ние действующего вещества в ГЛФ мало. За ис-
ключением, возможно, интрагастрального пути, 
введение животным рекомендуемой высшей те-
стируемой дозы 1/10–1/2 ЛД50 (или 2000 мг/кг 
для нетоксичных веществ) становится сложно 
выполнимой задачей. При этом per se введение 
большого количества вспомогательных веществ 
может приводить к неспецифическим местным 
реакциям и, как следствие, к искажению ре-
зультатов. Исходя из этого для in vivo тестов 
целесообразным представляется неформализо-
ванный подход, предусматривающий в каждом 
конкретном случае обоснованный выбор формы 
тестируемого веществакандидата в зависимо-
сти от метода исследования, тестсистемы, дозы, 
пути и режима введения.

Альтернативы тестов, представленные на ри-
сунке 2, правильно рассматривать не как вза-
имоисключающие, а скорее как взаимодопол-
няющие, например неопределенные данные 
в тесте Эймса можно проверить в tkтесте, 
неопределенные данные в микроядерном те-
сте проверить с учетом ХрА и на этом основа-
нии расшифровать кластогенную или анеуген-
ную природу МЯ.

В обозримом будущем перспективным выглядит 
внедрение в практику теста Pigа — in vivo теста, 
основанного на оценке индукции генных мута-
ций в гене PIGА, приводящих к нарушению син-
теза гликозилфосфатидилинозитола — якорного 

12 US Environmental Protection Agency Memorandum. Washington, D. C. 20460; 2019. https://www.epa.gov/sites/default/
files/2019-09/documents/image2019-09-09231249.pdf

13 Миронов АН, ред. Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных средств. Ч. 1. М.: Гриф и К; 2012.

https://www.epa.gov/sites/default/files/2019-09/documents/image2019-09-09-231249.pdf
https://www.epa.gov/sites/default/files/2019-09/documents/image2019-09-09-231249.pdf
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белка мембраны эритроцитов [17]. На сегодняш-
ний день на завершающем этапе находится 
разработка экспертной группой OECD методи-
ческих указаний по проведению теста Piga в це-
лях генотоксикологической оценки14. Помимо 
возможности оценки индукции генных мутаций 
in vivo, преимуществами этого теста являются 
минимальное количество требуемого биомате-
риала и цитофлуометрический метод оценки ре-
зультатов, что позволяет отслеживать эффекты 
в динамике. Приведенные выше in vivo методы 
(рис. 2), микроядерный тест и метод ДНКкомет, 
также выполнимы на малом объеме биомате-
риала, и, следовательно, перспективной пред-
ставляется схема тестирования, объединяющая 
все три теста в один эксперимент, в идеале ин-
тегрированный в хронический токсикологиче-
ский (рис. 3). Такая схема тестирования имеет 
ряд очевидных преимуществ, среди которых 
значительная экономия затрат на лабораторных 
животных и, соответственно, максимальная ре-
ализация принципов 3R, возможность одновре-
менной оценки и сопоставления данных по трем 
конечным точкам (end-points) у одних и тех же 
животных.

В более отдаленной перспективе не исключе-
но применение для выявления генных мута-
ций новых технологий секвенирования сле-
дующего поколения с исправлением ошибок 
(Error-Corrected Next Generation Sequencing, 
ECNGS), которые позволяют выявлять мутации 
в любом месте генома или во всем геноме [18]. 
Предполагается, что их применение обеспечит 
более адекватные оценки частоты мутаций и бу-
дет в состоянии оценить мутацию генов в любой 
ткани любого животного. Эти новейшие методы 
имеют большие перспективы, но они требуют 
дальнейшей разработки и валидации, прежде 

чем их можно будет использовать для регуля-
торных целей [19, 20].

Несомненным достижением прикладных ге-
нотоксикологических исследований в сома 
тических клетках является доказанная 
прогностическая значимость их результатов 
для оценки потенциальной канцерогенности. 
Данные по чувствительности и специфичности 
генотоксических тестов в прогнозе канцеро-
генности обобщены из нескольких источников 
[21–24] и представлены в таблице 2. В сово-
купности с тестами на клеточную трансфор-
мацию in vitro, позволяющими детектировать 
негенотоксические канцерогены, краткосроч-
ные тесты на генотоксичность в перспективе 
могут послужить альтернативой стандартному 
двухлетнему биотестированию на канцеро-
генность на грызунах [3].

Интерпретация результатов 
генотоксикологических исследований 
лекарственных средств

Сегодня нет общепринятого взгляда на трактов-
ку результатов генотоксического тестирования. 
Наиболее простой и логичной с точки зрения 
регуляторных исследований выглядит трактов-
ка результатов, предлагаемая в работе [25]. Ее 
авторы выделяют:
• очевидное доказательство  — тестируемое 

соединение проявило эффекты in vivo на мле-
копитающих или на многих организмах;

• приблизительное доказательство  — соеди-
нение показало положительные результаты 
в in vitro тестах при условии исключения 
ложноположительных результатов вслед-
ствие экстремальных условий культи-
вирования (изменение рН, увеличенная 

Рис. 3. Схема проведения тестирования лекарственных средств (ЛС) на генотоксичность по трем конечным точкам: ДК — 
тест ДНК-комет, МЯ — микроядерный тест и тест Pig-a в рамках хронического токсикологического эксперимента

Fig. 3. Scheme for assessing genotoxicity of medicinal products by three endpoints: DC—DNA comet assay, MN—erythrocyte micronu-
cleus test and Pig-a assay within a chronic toxicity study

14 Mammalian Erythrocyte Pig-a Gene Mutation Assay. Draft OECD guideline for the testing of chemicals. 2021.
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Таблица 2. Предикция канцерогенности на основе комбинаций тестов на генотоксичность [21–24]

Table 2. Prediction of carcinogenicity using combinations of genotoxicity tests [21–24]

Комбинация тестов
Combination of tests

Чувствительность, %
Sensitivity, %

Специфичность, %
Specificity, %

Тест Эймса + МЯ in vitro
Ames test + MN in vitro 

73 12–37

Тест Эймса + MLA
Ames test + MLA

81–89 32

Тест Эймса + MLA + ХрА in vitro
Ames test + MLA + ChA in vitro

84 23

Тест Эймса + MLA + МЯ in vitro
Ames test + MLA + MN in vitro

91 5

Тест Эймса + МЯ in vitro + МЯ in vivo
Ames test + MN in vitro +MN in vivo

80 21

Тест Эймса + МЯ in vitro + TGR
Ames test + MN in vitro + TGR

89 –

Тест Эймса + МЯ in vivo + TGR
Ames test + MN in vivo + TGR

87 –

Тест Эймса + МЯ in vitro + МЯ in vivo + TGR
Ames test + MN in vivo + МЯ in vitro + TGR

89 –

Тест Эймса + TGR
Ames test + TGR

84 –

Тест Эймса + ДНКкомет in vivo
Ames test + comet assay in vivo

90 –

Тест Эймса + МЯ in vivo
Ames test + MN in vivo

78 –

MLA + МЯ in vitro
MLA + MN in vitro

87 10

MLA + ХрА in vitro
MLA + ChA in vitro

89 27

ХрА in vivo + МЯ in vivo
ChA in vivo + MN in vivo

88 –

МЯ in vivo + ДНКкомет in vivo
MN in vivo + comet assay in vivo

92–94 –

ХрА in vivo + ДНКкомет in vivo
ChA in vivo + comet assay in vivo

97 –

МЯ in vivo + TGR
MN in vivo + TGR

94 –

МЯ in vivo + PigA
MN in vivo + Pig-A

93 –

МЯ in vivo + ДНКкомет in vitro
MN in vivo + comet assay in vitro

96 –

ХрА in vivo + ДНКкомет in vitro
ChA in vivo + comet assay in vitro

91* –

Примечание. МЯ — микроядерный тест; ХрА — тест на хромосомные аберрации; MLA — тест на клетках мышиной лимфомы; 
TGR — совокупно тесты на индукцию мутаций в специфических локусах у трансгенных животных (MutaTM, Big Blue®, lacZ, gpt 
delta); «–» — данные отсутствуют.

* Положительный результат для 4 негенотоксичных канцерогенов в тесте ДНКкомет.
Note. MN—micronucleus test; ChA—chromosome aberration test; MLA—mouse lymphoma assay; TGR—tests for induction of mutations at 
specific loci in transgenic rodents (MutaTM, Big Blue®, lacZ, gpt delta); — no data available.

* Positive results for 4 nongenotoxic carcinogens in comet assay.
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осмолярность и пр.) или повышенной цито-
токсичности;

• недостаточное доказательство  — эффект 
выявлен, но использован не полный набор 
тестов или эффект наблюдается в исследова-
ниях, выполненных с отклонениями от при-
нятых протоколов. При таких обстоятель-
ствах результаты потребуют подтверждений 
в исследованиях, дизайн и выполнение кото-
рых не вызывают вопросов;

• сомнительное (неопределенное) свиде-
тельство  — данные получены адекватными 
методами, но их нельзя однозначно клас-
сифицировать как положительные или отри-
цательные. То есть в одном или нескольких 
проведенных тестах имеются «погранич-
ные» отличия от данных негативного контро-
ля. Если «пограничный» ответ сохраняется 
в повторных исследованиях, то ответ может 
быть не определен вне зависимости от того, 
сколько бы повторов ни проводилось. Такой 
случай, при условии доказательства отсут-
ствия ошибок определения, классифициру-
ется как «неопределенное свидетельство»;

• положительное свидетельство  — положи-
тельные результаты, полученные с помощью 
хорошо проведенных, валидированных те-
стов делятся на три категории: возможный 
мутаген для человека, вероятный мутаген 
для человека и мутаген для человека;

• возможный мутаген для человека — в отдель-
ных тестах батареи выявлены положитель-
ные результаты. Например, подтвержденные 
положительные результаты в тестах in vitro 
при отсутствии таковых in vivo. Соединения, 
попадающие в эту категорию, рассматрива-
ются как потенциальные мутагены, не прояв-
ляющиеся in vivo;

• вероятный мутаген для человека — соедине-
ние, показавшее положительные результаты 
in vivo. Предполагается, что тесты in vivo про-
водятся после получения положительных ре-
зультатов in vitro;

• мутаген для человека  — получены поло-
жительные данные в эпидемиологических 
или клинических исследованиях, предпола-
гающих получение положительных эффектов 
на соматических клетках человека, выявлен-
ные в результате документированного воз-
действия агента in vivo;

• отрицательное свидетельство  — отсутствие 
эффектов на принятых тестах стандартной 
батареи с учетом структурных особенностей 
соединения, его метаболизма и механизма 

действия, а также с учетом других данных, 
не обнаружены мутагенные/генотоксиче-
ские свойства. В этом случае считается, 
что тестируемое соединение не обладает 
мутагенной активностью. Авторы работы [3] 
отмечают, что «…такое заключение выносит-
ся, когда данные всех исследований отри-
цательны, клеточные культуры или живот-
ные подверглись воздействию соединения 
в субтоксической или максимальной дозе, 
и результаты не отличаются значимо от не-
гативного контроля. При оценке риска раз-
вития онкопатологий отрицательное сви-
детельство о мутагенных/генотоксических 
свойствах не исключает возможности того, 
что если при исследовании на индукцию 
канцерогенеза у соединения наблюдались 
канцерогенные свойства, то причиной этого 
могут быть иные, не связанные с генотоксич-
ностью механизмы».

Очевидно, что при планировании эксперимен-
тов конечной целью следует обозначать полу-
чение «очевидных доказательств» или «отрица-
тельных свидетельств».

Не разбирая возможные примеры возникно-
вения противоречивых и неопределенных ре-
зультатов, подчеркнем, что биологический эф-
фект может считаться достоверно доказанным 
в случае воспроизводимости в независимых 
сериях экспериментов и (или) получении отчет-
ливой дозовой зависимости эффекта. В соот-
ветствии с последним на первый план выходит 
необходимость анализа дозовых зависимостей 
проявления генотоксических эффектов in vivo, 
без которого невозможна оценка соотношения 
«польза  — риск» клинического применения ге-
нотоксиканта.

Сама по себе постановка вопроса о потенциаль-
ном риске применения генотоксикантов, просле-
живающаяся в современной литературе [25]15, 
предполагает, что выявление генотоксичности 
не означает автоматической выбраковки веще-
ствакандидата из разработки. Наличие выра-
женных порогов действия ряда генотоксикан-
тов предполагает возможность их применения 
в области безопасных дозировок. Вместе с тем 
рассмотрение этого вопроса требует большой 
осторожности в связи с недостаточностью знаний. 
С нашей точки зрения проблемы оценки соотно-
шения «польза — риск» и экстраполяции (транс-
ляции) экспериментальных данных на человека 

15 Миронов АН, ред. Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных средств. Ч. 1. М.: Гриф и К; 2012.
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имеют самостоятельное научное значение и мо-
гут быть решены только на основе фундамен-
тальных исследований. Среди них, вопервых, 
исследования, направленные на освещение во-
просов тканеспецифичности мутагенеза, роли 
генетических полиморфизмов в формировании 
индивидуальной чувствительности к действию 
мутагенов, закономерностей «доза–эффект» 
терапевтического и генотоксического действия 
на основе дешифровки межвидовых особен-
ностей проявления эффектов и выявления по-
роговости или беспороговости их становления, 
выявление значимости разных маркеров гено-
токсичности для оценки возможных рисков.

Перспективы развития генотоксикологии 
лекарственных средств

Сегодня ни одна схема генотоксического те-
стирования не предлагает решения насущной 
проблемы регистрации генотоксических эффек-
тов в половых (генеративных) клетках. Согласно 
требованиям ICH регистрация генотоксических 
эффектов в половых клетках не входит в пере-
чень обязательных исследований при доклини-
ческих испытаниях ЛС. Считается, что генотокси-
канты для половых клеток с высокой степенью 
вероятности выявляются в тестах на сомати-
ческих клетках и отсутствие генотоксичности 
in vivo предполагает ее отсутствие в том числе 
и в половых клетках [26]16.

Вместе с тем на сегодня ведущие специа-
листы в области генотоксикологии сходятся 
во мнении, что, несмотря на высокую прогно-
стическую эффективность, результаты тестов 
на соматических клетках не могут служить 
надежным предиктором генотоксических эф-
фектов в половых [27]. Согласно исследова-
ниям последних лет, наряду с особенностями 
процессов клеточного деления при гаметоге-
незе половые клетки и их предшественники 
характеризуются специфичными протеомным, 
транскриптомными, метаболомным профиля-
ми, а также путями эпигенетической регуляции, 
что предполагает наличие уникальных для них 
мишеней генотоксического воздействия [27, 
28]. Примечательно, что в комментариях руко-
водства S2A17 отмечалась вероятность суще-
ствования специфичных для половых клеток 
генотоксикантов, в первую очередь анеуге-
нов, однако данный комментарий был удален 
из обновленного документа S2(R1).

Решение проблемы регистрации генотокси-
ческих эффектов в половых (генеративных) 
клетках затруднено отсутствием адекват-
ной методологической базы. Имеющиеся 
методы обладают низкой специфичностью 
и (или) производительностью, дорогостоящи 
либо в недостаточной степени валидирова-
ны, что затрудняет их рутинное применение 
в экспертной генотоксикологической оценке. 
Важным недостатком этих методов является 
использование в качестве тестобъекта ис-
ключительно самцов при имеющихся экспе-
риментальных свидетельствах особенностей 
процессов спонтанного и индуцированно-
го мутагенеза в мужских и женских половых 
клетках [29, 30]. В ФГБНУ «НИИ фармакологии 
им. В.В. Закусова» усовершенствована и успеш-
но апробирована методика цитогенетического 
анализа в ооцитах мышей [31], которая может 
быть внедрена в доклиническую оценку гено-
токсичности лекарств. Важной задачей являет-
ся дальнейшее развитие исследований по раз-
работке методов регистрации генотоксических 
событий в генеративных клетках.

Несмотря на наличие регламентирующих ука-
заний, практического решения до сих пор 
не найдено для оценки генотоксических рис-
ков применения генотерапевтических средств. 
Вопрос о потенциальной возможности верти-
кального переноса целевой последовательно-
сти ДНК и (или) векторных последовательностей 
в генеративные клетки, а также вероятность ин-
серционного мутагенеза и канцерогенеза в ре-
зультате применения этих средств в методиче-
ском плане остается открытым.

Аналогичным образом требует решения пробле-
ма генотоксичности по отношению к митохон-
дриальной ДНК (мтДНК). Мутации в митохон-
дриях, унаследованные по материнской линии 
или приобретенные de novo, являются источни-
ком широкого спектра митохондриальных па-
тологий. Однако должные методы оценки ин-
дукции повреждений мтДНК не разработаны. 
Решение этого вопроса возможно на методике 
оценки первичных повреждений в мтДНК, осно-
ванной на применении полимеразной цепной 
реакции в режиме реального времени.

На различных этапах теоретической и (или) экс-
периментальной проработки находятся вопросы 
оценки генетической безопасности применения 

16 ICH S2 (R1) Genotoxicity testing and data interpretation for pharmaceuticals intended for human use. EMA/CHMP/ICH/126642/2008.
17 ICH S2A Note for Guidance on Genotoxicity: Specific Aspects of Regulatory Genotoxicity Tests for Pharmaceuticals. CPMP/ICH/141/95.
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технологий геномного редактирования, однако 
конкретных предложений для решения этих за-
дач на сегодня нет.

Недостаточно разработана проблема возмож-
ного влияния генотоксикантов на эпигенетиче-
скую регуляцию генома.

К важнейшим фундаментальноориентирован-
ным исследованиям следует отнести изучение 
механизмов мутагенеза. К примеру, выявление 
и доказательство опосредованности поврежда-
ющих эффектов существенной части генотокси-
кантов через продукцию экзогенных свободных 
радикалов (окислительный стресс), представ-
ленных активными формами кислорода, пере
ориентировало фокус генотоксикологических 
исследований с беспороговой модели поражаю-
щего действия на пороговую модель, предпола-
гающую относительную безопасность геноток-
сикантов вне прооксидантных дозировок.

Не менее значимыми с фундаментальной точки 
зрения являются исследования, направленные 
на изучение экзогенной регуляции сигнальных 
и репарационных клеточных систем. Среди 
первых особенное внимание привлекает транс-
крипционный фактор Nrf2, рассматриваемый 
как главный регулятор клеточных защитных 
механизмов против окислительного стресса, 
к тому же играющий существенную роль в ре-
парации ДНК [32, 33]. Изучение указанного фак-
тора и выявление новых звеньев сигналинга, 
направленного на цитопротекцию, могут сы-
грать существенную роль в понимании возмож-
ностей регуляции индуцированного мутагенеза, 
направленного поиска антимутагенных и кому-
тагенных модификаторов мутагенеза [34–36].

Исследования комутагенных взаимодействий, 
впервые обозначенных [37] как новая проблема 
генотоксикологических исследований, до сих 
пор сведены к случайным находкам и отдельным 
публикациям. Например, в наших исследованиях 
показано комутагенное взаимодействие верапа-
мила и рибавирина [38], комутагенные эффекты 
валокордина и кофеина [39, 40]. В то же время 
разработка проблемы комутагенеза в рамках 
общей темы нежелательных эффектов взаимо-
действия лекарств между собой и с экзогенны-
ми, в частности пищевыми, мутагенами имеет 
большое практическое значение. Не исключено, 
что накопление фактологического материала 
в этой области в будущем определит тестирова-
ние на комутагенность как составляющее звено 
в общей схеме тестирования генотоксичности ЛС.

Становление общепринятой системы оценки ге-
нотоксичности, произошедшее в начале текуще-
го века, порождает большое количество вопро-
сов к результатам, полученным при испытаниях 
ранее внедренных ЛС. В большой серии обзо-
ров литературы, выполненных в 2007–2013  гг. 
под руководством G. Brambilla [41], для примера 
было показано, что около половины ЛС, приме-
няющихся сегодня, никогда не исследовались 
на генотоксичность или не были исследованы 
должным образом и характеризуются противо-
речивыми и (или) неопределенными результата-
ми. Аналогичный вывод был сделан нами в от-
ношении отдельных групп ЛС в более поздних 
работах [42, 43].

Таким образом, помимо оценки генотоксично-
сти вновь регистрируемых ЛС существенной 
проблемой является необходимость оценки 
генотоксичности уже применяющихся препа-
ратов. Она может иметь выборочный характер, 
основываться на данных in silico, указывающих 
на структурное сходство с известными геноток-
сикантами, и (или) затрагивать только ЛС, в от-
ношении генотоксической безопасности кото-
рых имеются экспериментально подкрепленные 
сомнения.

Еще одной общей проблемой современной гено-
токсикологии ЛС является отсутствие значимых 
достижений в области информирования врачеб-
ной и научной общественности о генотоксич-
ности ЛС. Большинство результатов подобных 
исследований остаются в распоряжении регуля-
торных органов и недоступны для независимого 
научного анализа.

Наконец, несмотря на сложившуюся междуна-
родную гармонизированную систему исследо-
ваний генотоксичности, имеется достаточное 
количество работ, выходящих за рамки прото-
колов исследований. Например, в исследовани-
ях in vitro, помимо хорошо охарактеризованных 
и верифицированных к генотоксикологическим 
задачам лимфоцитов периферической крови, 
клеток китайского хомячка и других, можно 
встретить необычные тестсистемы, в частности 
эндотелиальные клетки гематоэнцефалического 
барьера или клетки перевиваемых линий. Часто 
результаты подобных исследований дискре-
дитируют отдельные ЛС и создают напряжен-
ность во врачебном сообществе. Значимость 
подобных работ для характеристики геноток-
сического потенциала ЛС в процессе разра-
ботки и регистрации ЛС не определена, но их 
результаты могут служить отправной точкой 
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для углубленного анализа потенциальной гено-
токсичности того или иного препарата.

Заключение

В последнее десятилетие понимание этиопато-
генетической роли генотоксических поражений 
генома вышло за границы наследственной и он-
кологической патологий. Все чаще генотоксиче-
ские поражения рассматривают как наиболее 
общий фактор, играющий определяющую роль 
в развитии сердечнососудистых, нейродегене-
ративных заболеваний, репродуктивных потерь, 
фертильности и старения. Это предопределя-
ет актуальность и необходимость проведения 
генотоксических исследований и их развития 
во всех упомянутых регуляторных, фундамен-
тальных и поисковых аспектах.

Следует констатировать, что в современной ре-
гуляторной практике сложилась и успешно при-
меняется гармонизированная система тестиро-
вания генотоксичности вновь создаваемых ЛС, 
предупреждающая выход на рынок препаратов, 
не охарактеризованных с генотоксической точки 

зрения. Ее развитие возможно путем разработки 
и внедрения более совершенных методов оцен-
ки генотоксических эффектов в генеративных 
клетках, генных мутаций в эукариотических клет-
ках, расширения границ оценки генотоксичности 
за счет регистрации комутагенных и эпигенетиче-
ских эффектов, митохондриального мутагенеза.

Обобщая вышеизложенный материал, следует 
констатировать, что генотоксикология ЛС яв-
ляется высокозначимой и необходимой частью 
доклинического исследования безопасности 
ЛС, она включает регуляторные, фундаменталь-
ные и поисковые исследования и направлена 
на сохранение здоровья человека. Выполнение 
оценки генотоксичности на доклиническом 
этапе разработки должно проводиться по об-
щепринятым верифицированным и стандарти-
зированным протоколам. Оценка генетическо-
го риска применения, в свою очередь, должна 
основываться на изучении дозовых зависимо-
стей и механизмов реализации генотоксических 
эффектов и происходить по принципу case-by-
case, поскольку генотоксический профиль каж-
дого соединения уникален.
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АКТУАЛЬНАЯ ИНФОРМАЦИЯ

Ученые Центра геномных исследований в НьюЙорке и НьюЙоркского Университета опубликовали в 
журнале Nature результаты скрининга около 12 000 различных генов во множестве субпопуляций Ткле-
ток для идентификации генов, которые смогут усиливать иммунные клетки и повышать их устойчивость и 
способность к уничтожению опухолевых клеток (Legut, M., Gajic, Z., Guarino, M. et al. A genomescale screen 
for synthetic drivers of T cell proliferation. Nature. 2022;603(7902):728–35. https://doi.org/10.1038/s41586022
044947). Предшествующие исследования по разработке препаратов на основе Тклеток ставили целью уни-
чтожение определенных опухолей за счет тщательного выбора опухолеспецифичных или тканеспецифич-
ных белков (антигенов). 

За последние 30 лет FDA зарегистрировало несколько препаратов на основе Тклеток, модифицирован-
ных химерным антигенным рецептором (CAR), но остается нерешенным вопрос о значительном количестве 
пациентов, для которых не удается добиться длительной ремиссии после использования терапии CART клет-
ками. Американские ученые выбрали другой подход и вместо того, чтобы модифицировать антитело, решили 
использовать гены, которые влияют на активность и продолжительность действия Тклеток. Так, например, 
рецептор лимфотоксинабета (LTBR) влияет на размножение, активность и устойчивость Тклеток, а также на 
выработку ими цитокинов, которые играют большую роль в противоопухолевом действии препаратов. Авто-
ры исследования полагают, что полученные ими результаты являются важным шагом для разработки CART 
терапии нового поколения.

Публикуется по: https://www.worldpharmanews.com от 16.03.2022
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https://doi.org/10.1038/s41586-022-04494-7
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Методология расчета нормы предельного 
содержания бактериальных эндотоксинов

	 Федеральное	государственное	бюджетное	учреждение 
«Научный	центр	экспертизы	средств	медицинского	применения» 
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При составлении нормативной документации на лекарственные препараты 
для парентерального применения и фармацевтические субстанции, предна-
значенные для их производства, обязательным требованием является вклю-
чение показателя, нормирующего содержание пирогенных примесей, — «Бак-
териальные эндотоксины». Экспертами ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России 
предложены рекомендации по расчету и выбору нормы предельного содер-
жания бактериальных эндотоксинов, что позволит заявителям включать в 
проекты нормативных документов корректные требования по предельному 
содержанию бактериальных эндотоксинов в лекарственных средствах. Пред-
ставленный алгоритм выбора норм позволит в максимальной степени снизить 
риск пирогенных реакций у пациентов и обеспечить безопасность примене-
ния лекарственных препаратов.

Ключевые слова: норма предельного содержания; бактериальные эндотоксины; пирогенная доза; макси-
мальная доза; режим дозирования
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Methodology for Calculating Bacterial 
Endotoxin Limits
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Product specification files for parenteral medicines, as well as for active ingredi-
ents used in their production, have to include the “Bacterial endotoxins” parameter 
that controls the content of pyrogenic impurities. The experts of the Federal State 
Budgetary Institution “Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products” 
of the Ministry of Health of the Russian Federation proposed recommendations for 
calculation and selection of the bacterial endotoxin limit, which will help applic-
ants to include correct requirements for bacterial endotoxin limits in their product 
specification files. The proposed algorithm for the selection of bacterial endotoxin 
limits will make it possible to reduce the risk of pyrogenic reactions in patients and 
ensure safe use of medicinal products.
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«Бактериальные эндотоксины»  — один из важ-
нейших показателей качества, определяющий 
безопасность применения лекарственных препа-
ратов для парентерального применения, благо-
даря нормированию содержания пирогенных 
примесей. Норма предельного содержания бак-
териальных эндотоксинов (ПС БЭ) для лекар-
ственных препаратов, а также фармацевтических 
субстанций рассчитывается по формуле, приве-
денной в ОФС.1.2.4.0006.15 «Бактериальные эн-
дотоксины», с учетом рекомендаций дозирова-
ния готовой лекарственной формы:
 ПС БЭ = К/М , (1)
где ПС БЭ — предельное содержание бактериаль-
ных эндотоксинов, ЕЭ/мг, ЕЭ/мл, ЕЭ/МЕ или ЕЭ/ЕД;
К — пороговая пирогенная доза из расчета на еди-
ницу массы тела человека, которая при данном 
пути введения не вызывает пирогенной реакции, 
ЕЭ/кг/ч. Для всех парентеральных путей введе-
ния, за исключением интратекального, К состав-
ляет 5 ЕЭ на 1 кг/ч. При интратекальном пути 
введения К составляет 0,2 ЕЭ на 1 кг/ч;
М  — максимальная доза лекарственного пре-
парата для данного пути введения, которая 
вводится в течение часа человеку со сред-
ней массой тела 70 кг и выражается мг, мл, ЕД 
или МЕ. Для выбора значения величины М ру-
ководствуются инструкцией по медицинскому 
применению препарата. Для фармацевтиче-
ской субстанции также рассматривают инструк-
цию по медицинскому применению препарата, 
для производства которого используется дан-
ная субстанция.
Для отдельных групп лекарственных препара-
тов предусмотрены другие формулы расчета 
нормы ПС БЭ.
Для радиофармацевтических препаратов, вво-
димых парентерально:
 ПС БЭ = 175 ЕЭ/V , (2)
для радиофармацевтических препаратов, вво-
димых интратекально:
 ПС БЭ = 14 ЕЭ/V, (3)
где V — максимальная рекомендованная доза, мл.
Для препаратов, дозирование которых осуще-
ствляется из расчета на единицу площади по-
верхности тела человека при расчете по форму-
ле (1) величина К = 100 ЕЭ/м2, при этом дозу М 
выражают в мг/м2.
Проекты НД, представляемые заявителями 
на экспертизу, в ряде случаев содержат не-
корректные требования к содержанию БЭ, не-
смотря на наличие формул расчета ПС БЭ 

в ОФС.1.2.4.0006.15. Так, например, заявленная 
норма ПС БЭ может не соответствовать уровню 
безопасного применения препарата или, нао-
борот, в проектах НД регламентируются более 
строгие требования к качеству, в результате 
чего могут возникнуть сложности при опреде-
лении БЭ изза наличия мешающих факторов. 
Наиболее часто это объясняется неправиль-
ной интерпретацией дозирования препарата. 
Поэтому необходимо выполнить следующий ал-
горитм действий:
1) провести анализ режима дозирования лекар-
ственного препарата;
2) провести анализ режима дозирования анало-
гичных препаратов и информации, приведенной 
в типовых клиникофармакологических статьях 
(ТКФС) государственного реестра лекарствен-
ных средств (ГРЛС);
3) сравнить полученные расчетные величи-
ны с нормами ПС БЭ на аналогичные лекар-
ственные средства, указанными в ведущих 
фармакопеях мира (Европейская фармакопея, 
фармакопеи США, Великобритании и Японии), 
а также в Государственной фармакопее 
Российской Федерации (ГФ РФ);
4) выбрать и утвердить нормы ПС БЭ с наимень-
шим значением как наиболее надежный крите-
рий контроля качества лекарственного средства.
В качестве примера рассмотрим субстан-
цию цефтриаксон и лекарственный препа-
рат, содержащий это же активное вещество. 
С учетом режима дозирования данного ле-
карственного препарата («При бактериальном 
менингите у детей начальная доза составляет 
100 мг/кг 1 раз в сутки») норма должна со-
ставлять  — «не более 0,05 ЕЭ/мг цефтриак-
сона» (К/М = 5 ЕЭ/кг : 100 мг/кг = 0,05 ЕЭ/мг). 
В Фармакопее США для субстанции и препа-
рата предусмотрено содержание БЭ «не более  
0,2 ЕЭ/мг цефтриаксона». В данном случае сле-
дует установить норму, рассчитанную с учетом 
максимальных доз. Такое же значение согла-
совано и принято в ГФ  РФ (ФС.2.1.0213.18 
«Цефтриаксон натрия»).
Представленный алгоритм позволит в макси-
мальной степени снизить у пациентов риск 
побочных реакций, вызванных пирогенными 
примесями, и гарантировать безопасность при-
менения лекарственных препаратов.

По всем вопросам просим пользоваться формой 
обратной связи, размещенной на сайте  
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