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Аннотация. Метод обращенно-фазовой высокоэффективной жидкостной хроматографии (ОФ ВЭЖХ) 
со спектрофотометрическим/масс-спектрометрическим детектированием широко применяется для 
определения лекарственных соединений (ЛС) при проведении исследований фармакокинетики и для 
оценки биоэквивалентности ЛС. Растущее многообразие структур ЛС обусловливает сложность разра-
ботки биоаналитических методик определения содержания ЛС в биологических матрицах. Чаще всего 
встречающейся в практической работе матрицей является плазма крови человека, которая имеет слож-
ный состав эндогенных веществ. Выбор и оптимизацию операций подготовки проб (или их сочетаний) 
до настоящего времени чаще всего проводят на основании самых общих представлений о природе 
определяемых соединений. Это приводит к большим затратам времени, которые удалось бы миними-
зировать, если связать характер операций подготовки проб с физико-химическими характеристиками 
аналитов.  
В настоящей работе в результате систематизации известных способов подготовки образцов плазмы 
крови для определения ЛС рассмотрена возможность выбора таких способов на основании некоторых 
физико-химических свойств и биохимических характеристик целевых аналитов, прежде всего их фак-
торов гидрофобности, степени связывания с белками плазмы и растворимости в воде.На основании 
сопоставления оригинальных экспериментальных и литературных данных описан подход к выбору 
способа подготовки проб для определения целевого аналита в плазме крови на основе свойств (фактор 
гидрофобности logP и степень связывания с белками плазмы) определяемого соединения. 
Показано, что депротеинизация образцов при помощи ультрацентрифужных фильтров возможна 
только для тех соединений, степень связывания с белками которых ориентировочно не выше 50%. Зна-
чение logP определяет возможность применения распределительного варианта жидкостно-жидкостной 
экстракции в качестве способа подготовки образцов. При этом на выбор операции осаждения белков 
значения фактора гидрофобности не влияют, то есть данный способ подготовки проб является одина-
ково пригодным для липофильных и гидрофильных аналитов. 
Выявленные особенности процедур подготовки проб плазмы крови для проведения хроматографиче-
ского анализа позволяют оптимизировать процесс разработки и валидации биоаналитических методик, 
используемых при проведении клинических исследований. 
Ключевые слова: плазма крови, лекарственные соединения, подготовка проб для анализа, обращенно-
фазовая высокоэффективная жидкостная хроматография. 
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Abstract. Reversed-phase high-performance liquid chromatography (RP HPLC) with spectrophotomet-
ric/mass spectrometric detection is widely used to determine drug products (DP) in pharmacokinetic studies 
and to assess the bioequivalence of drugs. The increasing diversity of DP structures complicates the develop-
ment of bioanalytical methods for determining the content of DP in biological matrices. The most common 
matrix in practical work is human blood plasma, which has a complex composition of endogenous substances. 
The choice and optimization of sample preparation operations (or their combinations) is still most often carried 
out based on the most general ideas about the nature of the determined compounds. This leads to a large con-
sumption of time, which could be minimized if the sample preparation operations would be related to the 
physicochemical characteristics of the analytes.  
In this study, as a result of systematization of the known methods for preparing blood plasma samples for the 
determination of DP, the possibility of choosing such methods based on certain physicochemical properties 
and biochemical characteristics of the target analytes, primarily their hydrophobicity factors, the degree plasma 
protein binding of drugs, and solubility in water, is considered. Based on a comparison of the original experi-
mental and literature data, an approach for choosing a sample preparation method for determining the target 
analyte in blood plasma based on properties (hydrophobicity factor logP and degree of plasma protein binding 
of drugs) of the analyte was described. 
It has been shown that the deproteinization of samples using ultracentrifuge filters is possible only for those 
compounds, the degree of protein binding of which is not higher than 50%. The log P value determines the 
possibility of using the distribution variant of liquid-liquid extraction as a method of sample preparation. At 
the same time, hydrophobicity factor values do not affect the choice of protein precipitation operation, e.g., 
this method of sample preparation is suitable for both lipophilic and hydrophilic analytes. 
The identified features of the procedures for preparing blood plasma samples for chromatographic analysis 
allow to optimize the development and validation of bioanalytical methods used in clinical trials. 
Keywords: blood plasma, drug products, sample preparation for analysis, reverse phase high performance 
liquid chromatography. 
For citation: Nikitina D.A., Kushakova A.S., Zenkevich I.G. Features of the selection of operations of prepa-
ration of blood plasma samples for the chromatographic analysis of drugs. Sorbtsionnye i khromatograficheskie 
protsessy. 2022. 22(5): 694-710. (In Russ.). https://doi.org/10.17308/sorpchrom.2022.22/10714 

 

Введение 
Метод ОФ ВЭЖХ со спектрофотомет-

рическим/масс-спектрометрическим де-
тектированием широко применяется для 
определения лекарственных соединений 
(ЛС) в биологических объектах при про-
ведении фармакокинетики и для оценки 
биоэквивалентности ЛС. Многообразие 
структур ЛС обусловливает сложности 
разработки биоаналитических методик 
определения их содержания в биологиче-
ских матрицах. Чаще всего встречаю-
щейся в практической работе матрицей 
является плазма крови человека, которой 

присущ сложный состав эндогенных ве-
ществ. Белковые компоненты крови (аль-
бумин, липопротеин, гликопротеин и гло-
булины) и фосфолипиды могут мешать 
определению целевых аналитов и увели-
чивать нижние пределы их количествен-
ного определения (ПКО) [1].  

При клинической характеристике 
даже одного лекарственного препарата 
число анализируемых проб достигает не-
скольких тысяч. Поскольку подготовка 
проб к анализу является одним из основ-
ных источников погрешности результа-
тов количественных определений [2], то 
корректный выбор процедур подготовки 
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образцов для анализа зачастую является 
залогом успешной разработки методики. 

Подготовка проб плазмы крови для 
хроматографического определения ЛС 
чаще всего включает следующие опера-
ции: жидкостно-жидкостную экстракцию 
(ЖЖЭ); твердофазную экстракцию 
(ТФЭ) с реализацией различных механиз-
мов сорбции (ионный обмен, полярный и 
неполярный); осаждение/высаливание 
белковых компонентов крови; ультра-
фильтрацию и, реже, другие [3-7]. Можно 
заметить, что такой вариант как твердо-
фазная микроэкстрация (ТФМЭ) при ре-
шении подобных задач не используют. 

Выбор и оптимизацию операций под-
готовки проб (или их сочетаний) до 
настоящего времени чаще всего проводят 
на основании самых общих представле-
ний о природе определяемых соедине-
ний. Это нередко приводит к большим за-
тратам времени, которые удалось бы ми-
нимизировать, если связать характер опе-
раций подготовки проб с физико-химиче-
скими характеристиками аналитов. В 
связи с этим, целью настоящей работы 
явилось сопоставление и систематизация 
широко применимых способов подго-
товки образцов плазмы крови для выяв-
ления возможности подбора таких спосо-
бов на основании некоторых физико-хи-
мических свойств и биохимических ха-
рактеристик целевых аналитов, прежде 
всего их факторов гидрофобности, сте-
пени связывания с белками плазмы и рас-
творимости в воде. 

Экспериментальная часть 
Подготовка проб к анализу. Растворы 

субстанций I–X (табл. 1) с концентраци-
ями 1 мг/см3 готовили растворением 
навесок анализируемых соединений в по-
движной фазе (состав растворителей со-
ответствовал начальным моментам гра-
диентного элюирования). В качестве мат-
рицы для приготовления модельных рас-
творов использовали пулированную 
плазму крови 8-10 здоровых доброволь-
цев, хранившуюся в замороженном виде 

при температуре не выше -70°С. Подго-
товку образцов для ВЭЖХ анализа осу-
ществляли по одной из следующих схем:  

1) жидкостно-жидкостную экстрак-
цию (ЖЖЭ) проводили путем добавле-
ния к образцам экстрагента в соотноше-
нии 1:3, полученные растворы перемеши-
вали, центрифугировали, органические 
экстракты упаривали в токе азота, сухие 
остатки перерастворяли в подвижной фазе; 

2) для осаждения белков плазмы крови 
в качестве осадителя использовали ацето-
нитрил (в соотношении плазма крови - 
органический растворитель 1:3), полу-
ченные растворы перемешивали, центри-
фугировали, надосадочные слои перено-
сили в виалы для хроматографического 
анализа; 

3) твердофазную экстракцию (ТФЭ) 
проводили с использованием картриджей 
(Oasis, Waters, США): наносили на них 
пробы и пропускали через картриджи 
различные растворители с целью элюиро-
вания примесей и целевых аналитов по 
отдельности; 

4) для фильтрации белков плазмы ис-
пользовали центрифужные ультрафиль-
тры Amicon® Ultra 3K (Millipore, США). 
В пробирки с фильтрами вносили задан-
ные объемы образцов, центрифугиро-
вали; прошедшие через мембраны коли-
чества растворов отбирали в виалы для 
хроматографического анализа. 

Условия хроматографического анализа. 
Для приготовления подвижных фаз 
использовали деионизованную воду 
(удельное сопротивление 18.2 мОм×м), 
полученную на установке Milli-Q 
(Millipore, США), и ацетонитрил (HPLC-
gradient grade, Panreac, Испания), либо 
метанол (ОСЧ, Химмед, Россия) с 
добавками ацетата аммония, муравьиной 
или трифторуксусной кислот. 
Хроматографическое определение 
проводили в различных режимах 
элюирования с использованием 
сорбентов на основе силикагеля с 
привитыми фазами С8, С18 или Phenyl, 
на жидкостном хроматографе Agilent 
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Таблица 1. Оригинальные способы определения содержания соединений (I-X) в 
плазме/цельной крови человека. Международные непатентованные названия (МНН) 
лекарственных препаратов и их основные характеристики соответствуют Таблице 2 
Table 1. Original methods for determining the content of compounds (I-X) in human plasma/whole 
blood. International non-proprietary names (INN) of drug products and their main characteristics 
correspond to Table 2 

Препарат Подготовка 
образцов 

Условия хроматографиче-
ского разделения 

Детектирова-
ние 

Диапазон опреде-
ляемых концентра-

ций, нг/см3 
1 2 3 4 5 

I 
Монометил-

фумарат 

Осаждение: 
100 мкл ПК + 

5 мкл ВС+ 
400 мкл 

CH3CN → 
{ПЦ}→ Ана-
лиз суперна-

танта 

XBridge Hilic, 2.1×50 мм, 
3.5 мкм;  

ПФ: А) 100 мМ NH4Ac : 
CH3CN, 1:49 (об. %), 

pH=7.4; 
Б) 100 мМ NH4Ac : H2O : 

CH3CN, 1:14:35 (об. %), pH 
= 7.4; ГЭ, tR ̴ 1.8 мин. 

ВЭЖХ-
МС/МС 

ESI(-), MRM: 
m/z: 

129.0→85.0, 
CE 5 эВ 

ВС: 
134→90.1, 

CE 7 эВ 

50-4000 

II 
Эрлотиниб 

Осажде-
ние:100 мкл 
ПК + 5 мкл 

ВС+ 300 
мклCH3CN> 

{ПЦ} → Ана-
лиз суперна-

танта 

Acquity UPLC C18 HSS, 30 
мм × 2.1 мм, 1.8 мкм; 

ПФ: 2 мМ NH4Ac (pH=6.0): 
CH3CN, 50:50 (об. %), 

ИЭ, tR ̴ 1.2 мин. 

ВЭЖХ-
МС/МС 

ESI(+), MRM: 
m/z: 

394.2→278.0,
CE 30 эВ 

ВС: 
400.2→284.1, 

CE 30 эВ 

5-2000 

III 
Бозентан 

Осажде-
ние:100 мкл 
ПК + 10 мкл 
ВС + 400 мкл 

CH3CN → 
{ПЦ} → Ана-
лиз суперна-

танта 

XBridge, С18, 50 мм×4.6 
мм, 3.5 мкм; 

ПФ: 0.1% МК в воде: 0.1% 
МК CH3CN, 40:60 (об. %), 

ИЭ, tR=2.7 мин. 

ВЭЖХ-
МС/МС 

ESI(+), MRM: 
m/z: 

552.0→202.0, 
CE 35 эВ 

ВС: 
556.2→202.0, 

CE 35 эВ 

5-2500 

IV 
Пазопаниб 

Осаждение: 
100 мкл ПК + 

200 мкл 
CH3CN→{ПЦ} 
→Анализи-

руют суперна-
тант 

XBridge, Waters Phenyl, 
50 мм × 4.6 мм, 3.5 мкм; 

ПФ: А) 0.02% ТФУ в смеси 
CH3CN : вода, 15:85 (об. 

%), 
Б) 0.02% ТФУ в CH3CN 

ГЭ, tR ̴ 3.6 мин. 

ВЭЖХ-УФ 
(305нм) 1000-60000 

V 
Терифлуно-

мид 

Осажде-
ние:200 мкл 

ПК + 300 
мклCH3CN→{
ПЦ} → Ана-
лизируют су-

пернатант, 
смешанный с 
водой (1:1) 

 
 
 
 

Xbridge C18 4.6×50 мм, 3.5 
мкм; 

ПФ: А) 5 мМ NH4Ac 
(pH = 6.7) 

Б) CH3OH : CH3CN, 50:50 
(об. %) 

ГЭ, tR  ̴ 5.5 мин. 

ВЭЖХ-УФ 
(295 нм) 25-3000 
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1 2 3 4 5 

VI 
Леналидо-

мид 

Осаждение:50 
мкл ПК + 

5мкл ВС+ 200 
мклCH3CN→{
ПЦ}→ Ана-
лизируют су-

пернатант, 
смешанный с 
водой (1:1) 

XBridge Waters, Phenyl, 50 
мм × 4.6 мм, 3.5 мкм; 

ПФ: A) 0.1% CH3COOH в 
воде, Б) 0.1% CH3COOH в 

CH3CN, 85:15 (об. %), 
ИЭ, tR  ̴ 3. . 

ВЭЖХ-
МС/МС 

ESI(+), MRM: 
m/z: 

260.1→149.0, 
CE 5 эВ 

ВС: 
265.1→149.0, 

CE 7 эВ 

5-800 

VII 
Абиратерон 

ЖЖЭ:200 мкл 
ПК +20 мкл 
ВС+ 600 мкл 

CH3CN→ 
{ПЦ} → 700 
мкл суперна-
танта упари-
вают досуха, 
перераство-
ряют в 100 

мкл ПФ 

XBridge, Waters, C18, 50 
мм × 4.6 мм, 3.5 мкм; 

ПФ:A) 0.1% CH3COOH в 
воде 

Б) 0.1% CH3COOH в 
CH3CN 

ГЭ, tR ̴ 6.4 мин. 

ВЭЖХ-
МС/МС 

ESI(+), MRM: 
m/z: 

350→156.1, 
CE 50 эВ 

ВС: 
357→157.0, 

CE 60 эВ 

0.5-300 

VIII 
Гефитиниб 

ЖЖЭ: 100 мкл 
ПК +5мкл ВС 

+ 550 мкл 
EtAc→{ПЦ}
→400 мкл су-

пернатанта 
упаривают до-
суха, перерас-
творяют в 100 

мкл ПФ 

Infinity Lab Poroshell 120 
EC-C18, 50 мм × 3.0 мм, 

2.7 мкм; 
ПФ: 4 мМ NH4Ac (pH=5.7) 

: CH3CN, 30:70 (об. %) 
ИЭ, tR ̴ 0.89 мин. 

ВЭЖХ-
МС/МС 

ESI(+), MRM: 
m/z: 

447.2→127.8, 
CE 33 эВ 

ВС: 
494.5→394.4, 

CE 33 эВ 

1-300 

IX 
Эверолимус 

ЖЖЭ: 200 мкл 
цельной крови 
+10 мкл ВС + 

1 мл смеси 
этилаце-

тат:гексан 
(1:1)→{ПЦ}

→ 
400 мкл супер-
натанта упари-
вают досуха, 
растворяют в 
100 мкл ПФ 

XTerra, Waters C8, 3.0 мм × 
50 мм, 3.5 мкм; 
ПФ: А) 10 мМ 

NH4Ac+0.1% CH3COOH в 
воде, 

Б) 10 мМ NH4Ac + 0.1% 
CH3COOH в CH3OH, 
А : Б = 20:80 (об. %) 

ИЭ, tR ̴ 1.90 мин. 

ВЭЖХ-
МС/МС 

ESI(-), MRM: 
m/z: 

980.6→389.2,
CE 70 эВ 

ВС: 
986.6→395.2, 

CE 70 эВ 

0.5– 100 

X 
Энтекавир 

Фильтрова-
ние: 500 мкл 
ПК +20 мкл 

ВС, центрифу-
гируют в цен-
триконах, ана-

лизируют 
фильтрат 

Zorbax Eclipse Plus C18 50 
× 2.1 мм, 1.8 мкм; 

ПФ: A) 0.1% МК в воде 
Б) 0.1% МК в CH3CN 

ГЭ, tR ̴  0.75 мин. 

ВЭЖХ-
МС/МС 

ESI(+), MRM: 
m/z: 

278→152.0, 
CE 16 эВ 

ВС: 
282→156.0, 

CE 16 эВ 

0.2-10 

ПФ – подвижная фаза, CE – энергия соударений, ВС – внутренний стандарт, tR – время удерживания, 
ТФУ – трифторуксусная кислота, МК – муравьиная кислота, ПК – плазма крови, {ПЦ} – перемеши-
вают, центрифугируют, ИЭ – изократическое элюирование, ГЭ – градиентное элюирование. 
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1260 Infinity с диодно-матричным или 
масс-спектрометрическим детектирова-
нием (Agilent Triple Quad 6420, США). 
Детали способов подготовки образцов, 
условия хроматографического разделе-
ния и способы детектирования для каж-
дого из соединений I–X указаны в табл. 1.  

Обработка результатов. Хромато-
граммы получали, обрабатывали и хра-
нили в программах MassHunter и Chem-
Station (версия A.10); для статистической 
обработки данных и построения графи-
ков использовали ПО Excel (версия 4.1). 

Обсуждение результатов 
Общая характеристика объектов ана-

лиза. Для выявления возможной связи 
физико-химических свойств ЛС с опера-
циями подготовки проб плазмы крови 
был проведен критический анализ 60 
публикаций,в которых охарактеризованы 
детали подготовки проб 51 соединения 
(табл. 2). Данные табл. 2 дополнены све-
дениями для 10 соединений (I–X), мето-
дики анализа которых были разработаны 
в лабораториях АО «БИОКАД» (Санкт-
Петербург). Для всех ЛС в табл. 2 исполь-
зованы международные непатентован-
ные наименования (МНН). 

Основным параметром для отбора 
публикаций и систематизации данных яв-
лялись значения факторов гидрофобно-
сти лекарственных веществ. Представ-
ленные в таблице 2. соединения отра-
жают широкий диапазон значений logP 
(от -11.0 до 7.4). Результаты предвари-
тельного рассмотрения данных (для ме-
нее представительной выборки) приве-
дены в публикации [8]. Использованный 
ранее набор данных был расширен и до-
полнен сведениями, прежде всего, о бо-
лее гидрофильных соединениях. В ре-
зультате, в табл. 2 сопоставлены важней-
шие условия подготовки проб 61 соеди-
нения, для каждого из которых указаны 
молекулярная масса, расчетное значение 
logP (ChemAxon) и степень связывания с 
белками плазмы (PB,%). Для каждого ва-
рианта подготовки проб приведена 

ссылка на оригинальную публикацию 
(если способы подготовки проб отлича-
ются, для некоторых соединений указаны 
две ссылки); отсутствие ссылки означает 
характеристику данного лекарственного 
препарата в АО «БИОКАД». Представ-
ленные в табл. 2 соединения различаются 
по способам применения: 75% рассмот-
ренных препаратов вводят перорально, 
16% – внутривенно, азацитидин – под-
кожно, а колистин – аурикулярно.  

Препараты, перечисленные в табл. 2, 
обладают разной химической природой и 
относятся к различным фармакологиче-
ским группам. Например, цис-платин – 
неорганическое комплексное соедине-
ние, а капреомицин – полипептидный ан-
тибиотик, относящийся к классу ами-
ногликозидов с аномально низким значе-
нием фактора гидрофобности (экспери-
ментальное -9.61, расчетное -11.0), что 
может объясняться наличием в данном 
соединении большого числа способных к 
протонированию свободных аминогрупп. 
Для нескольких препаратов активным ве-
ществом является соль (гидрохлорид эр-
лотиниба) или гидрат (бозентана моно-
гидрат и леналидомида гемигидрат).  

В приведенной выше табл. 1 кратко со-
поставлены методики определения 10 со-
единений (I–X), которые были подготов-
лены в соответствии с требованиями Со-
вета Евразийской экономической комис-
сии к валидации биоаналитических мето-
дик испытаний и анализу биологических 
образцов. Для 8 из 10 указанных ЛС ре-
комендовано масс-спектрометрическое 
детектирование, что можно объяснить, 
во-первых, требованиями к минимизации 
пределов количественного определения, 
связанными с низкими значениями уров-
ней терапевтических концентраций этих 
препаратов в организме человека. Во-
вторых, спектрофотометрическое детек-
тирование в ультрафиолетовой области 
может сопровождаться фоновым влия-
нием матрицы, минимизировать которое 
удается смещением из ближневолнового 
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Таблица 2. Основные характеристики операций подготовки проб некоторых лекарственных 
препаратов. Соединения расположены по убыванию расчетных значений logP (ChemAxon) 
Table 2. Main characteristics of sample preparation operations for some drug products. Compounds 
are arranged in descending order of calculated logP values (ChemAxon) 

МНН 
Мол. 

масса, 
Да 

logP 
(ChemAxon) PB, % Вариант подготовки 

проб, ссылка 

1 2 3 4 5 
Эверолимус (IX) 958 7.4  ̴ 74% ЖЖЭ* 

Элтромбопаг 443 6.03  ̴ 99% Осаждение; [9] 
Аторвастатин 559 5.39 ̴ 98% ЖЖЭ; [10] 
Бозентан (III) 552 4.94 ̴ 98% Осаждение* 
Дапоксетин 305 4.67  ̴ 99% ЖЖЭ; [11] 
Винорелбин 779 4.65 ̴ 90% ЖЖЭ; [12] 
Симепревир 750 4.56 ̴ 99% ЖЖЭ; [13] 
Лоратадин 383 4.55 99% ЖЖЭ; [14] 

Пиронаридин 518 4.22 ̴ 92% ЖЖЭ; [15] 
Натеглинид 317 4.03 ̴ 98% Микро-ЖЖЭ; [16] 

Абиратерона ацетат (VII) 392 3.97 ̴ 99% ЖЖЭ* 
Хлорохин 320 3.93 ̴ 74% Осаждение; [15] 

Гефитиниб (VIII) 447 3.75 ̴ 90% ЖЖЭ* 
Кризотиниб 450 3.57 ̴ 91% Осаждение; [17] 

Пазопаниб(IV) 438 3.55 ̴ 99% Осаждение* 
Микофеноловая кислота 320 3.53 ̴ 98% ЖЖЭ; [18] 

Канаглифлозин 444 3.52 ̴ 99% ЖЖЭ; [19] 
Артеметер 298 3.48 ̴ 95% Осаждение; [15] 
Оланзапин 312 3.39  ̴ 93% ЖЖЭ; [20] 

Асунапревир 748 3.37 ̴ 99% ЖЖЭ; [21] 
Бупропион 276 3.27 ̴ 85% ЖЖЭ; [22] 
Эрлотиниб 393 3.2 ̴ 95% Осаждение* 

Стирипентол 234 3.12 ̴ 99% ЖЖЭ; [23] 
Осаждение; [24] 

Диазепам 285 3.08  ̴ 98% ЖЖЭ; [25] 
Сунитиниб 398.5 2.93 ̴ 95% ЖЖЭ; [26] 
Доцетаксел 808 2.92 ̴ 97% ЖЖЭ; [27] 

Флувоксамин 318 2.8 ̴ 80% ЖЖЭ; [28] 
Гилтеритиниб 553 2.79 ̴ 94% ТФЭ; [29] 

Ретигабин 303 2.7 ̴ 80% ЖЖЭ; [30] 
Эсликарбазепина ацетат 296 2.17 ̴ 40% ТФЭ; [51] 

Терифлуномид (V) 270 2.14 ̴ 99% Осаждение* 
Дапаглифлозин 409 2.11 ̴ 91% ЖЖЭ; [19] 
Окскарбазепин 252 1.82 ̴ 40% ЖЖЭ; [33,34] 
Эмпаглифлозин 451 1.66 ̴ 86% ЖЖЭ; [19] 
Долутегравир 419 1.1 ̴ 99% Осаждение + ТФЭ;[33] 
Доксорубицин 544 0.92 ̴ 74% Осаждение; [34] 

Монометилфумарат (I) 130 0.34 ̴ 40% Осаждение* 
Зонисамид 212 0.11 ̴ 40% ЖЖЭ; [35, 36] 

Цисплатин 300 - ̴ 95% Дериватизация + ЖЖЭ; 
[37] 

Меркаптопурин 152 -0.12 ̴ 19% Осаждение; [38] 
Сультиам 290 -0.27 ̴ 60% Осаждение; [39] 

Диданозин 236 -0.35 ̴ 5% ТФЭ; [40] 
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1 2 3 4 5 
Метронидазол 171 -0.46 ̴ 20% Осаждение; [41] 

Изониазид 137 -0.69 ̴ 10% Осаждение; [42] 
Леналидомид (VI) 259 -0.71 ̴ 30% Осаждение* 

Энтекавир (X) 277 -1.4 ̴ 13% Ультрафильтрация* 

Флударабин 285 -1.5 19-29% Осаждение; [52] 
Осаждение; [53] 

Дроксидопа 213 -2.7 N/A** Осаждение;[54] 

Цитарабин 243 -2.8 ̴ 13% Катионообменная ТФЭ; 
[43] 

Азацитидин 244 -3.1 N/A** 
Ионообменная ТФЭ; 

[44] 
Осаждение; [45] 

Миглитол 207 -3.2 <4.0% 
Осаждение; [55] 

Ионообменная ТФЭ; 
[56] 

Карбоцистеин 179 -3.3 N/A** Осаждение; [57] 

Авибактам 265 -3.6 5.7-
8.2% 

Ионообменная ТФЭ; 
[58] 

Имипенем 299 -3.9 20% Ультрафильтрация;[59] 
Тигециклин 585.6 -3.9 ̴ 89% Осаждение; [46] 
Цефтазидим 547 -4.1 ̴ 10% Ультрафильтрация; [47] 

Меропенем 384 -4.4 ̴ 2% Осаждение; [48,49] 
ТФЭ; [50] 

Окситетрациклин 460 -4.5 N/A** Осаждение;[60] 
ТФЭ; [61] 

Колистин 1155 -8.1 N/A** Осаждение; [62] 
Паромомицин 615 -8.3 N/A** Осаждение; [63] 
Капреомицин 1321 -11 N/A** Ион-парная ТФЭ; [64] 

*Ссылки не указаны для препаратов, охарактеризованных в АО «БИОКАД»; 
**Данные о степени связывания с белками плазмы крови неизвестны. 
 
диапазона в более длинноволновую об-
ласть спектра, что не всегда возможно из-
за значительного снижения интенсивно-
стей сигналов целевых аналитов. Для те-
рифлуномида и пазопаниба максимумы 
их поглощения приходятся на длинно-
волновую область спектра (295 и 305 нм, 
соответственно). В сочетании с отсут-
ствием требований к низким ПКО это 
позволило разработать методики их опре-
деления в плазме крови с использованием 
ОФ ВЭЖХ-УФ.  

Особенности подготовки проб плазмы 
крови. Анализ 70 методик определения 
содержания ЛС в плазме крови человека 
показывает, что чаще всего применяемой 
операцией подготовки проб является оса-
ждение белков (43%). Только в 14% рас-

сматриваемых публикаций описано при-
менение ТФЭ для подготовки проб. При 
этом используют картриджи как с фазой 
С18, так и с ионообменными наполните-
лями; ЖЖЭ применяют в 39% определе-
ний, что в три раза больше, чем ТФЭ. Это 
связано с тем, что жидкостная экстракция 
в сравнении с ТФЭ проще и дешевле. Од-
нако, ЖЖЭ неприменима для гидрофиль-
ных ЛС и их метаболитов, если только 
она не включает предварительную ста-
дию дериватизации определяемых соеди-
нений. 

Применение ультрафильтрации в ка-
честве способа подготовки проб указано 
лишь в 4% рассмотренных публикаций. В 
связи с этим, целесообразно прокоммен-
тировать такую характеристику, как сте-
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пень связывания лекарственного соеди-
нения с белками плазмы крови. Значение 
этой характеристики устанавливают на 
ранних стадиях разработки ЛС, в основ-
ном, с помощью метода равновесного 
диализа. Степень связывания с белками 
выражают как массовую долю связанной 
фракции ЛС (в процентах). Например, эн-
текавир связывается с белками плазмы 
примерно на 13%, что является довольно 
низким значением, в то время как ацетат 
абиратерона – более чем на 99%. Для пре-
обладающего большинства синтетиче-
ских ЛС степень связывания с белками 
плазмы весьма велика. Депротеинизация 
образца при помощи ультрацентрифуж-
ных фильтров относится к наиболее про-
стым и быстрым способам отделения ме-
шающих компонентов, однако, в отличие 
от экстракции, не предусматривает дис-
социацию белково-препаратных ком-
плексов. Следовательно, механическое 
удаление белков посредством пропуска-
ния образца через полупроницаемую 
мембрану (с размерами пор около 3 кДа) 
целесообразно только для тех соедине-
ний, степень связывания которых, ориен-
тировочно, не выше 50%, так как в про-
тивном случае степени извлечения целе-
вых аналитов окажутся неудовлетвори-
тельными.  

Проверка возможной корреляции сте-
пени связывания ЛС с белками плазмы с 
применением такой операции подготовки 
проб как осаждение белков показывает, 
что она незначима. По данным табл. 2 
среднее значение степени связывания тех 
ЛС, для которых подготовка проб вклю-
чает стадию осаждения белков плазмы, 
составляет 60±37%, а при отсутствии 
этой операции – 76±33%. Таким образом, 
речь идет лишь о слабо выраженной тен-
денции, которую в дальнейшем можно не 
принимать во внимание. 

Следующим важным параметром, ха-
рактеризующим свойства определяемого 
соединения, является фактор гидрофоб-

ности (логарифм коэффициента распре-
деления соединения в гетерофазной си-
стеме октанол-вода, logP), который ха-
рактеризует гидрофобность/липофиль-
ность молекулы. Однако эксперимен-
тальные значения logP известны не для 
всех характеризуемых соединений. Их 
часто заменяют расчетными оценками, 
полученными, например, с помощью он-
лайн-платформы ChemAxon (https://che-
micalize.com). Проверка корректности та-
кого подхода, иллюстрируемая соответ-
ствующим графиком, описана в работе [8]. 

Типичные значения факторов гидро-
фобности ЛС находятся в диапазоне от -3 
(полярные) до 7 (неполярные соедине-
ния). Чем больше logP (5.12 для ацетата 
абиратерона), тем более эффективна его 
экстракция органическими растворите-
лями (этилацетат, диэтиловый эфир, ме-
тил-трет-бутиловый эфир и др.) на ста-
дии ЖЖЭ. Соединения с низкими значе-
ниями logP (например, 0.34 для мономе-
тилфумарата и -0.8 для энтекавира) пре-
имущественно остаются в водном слое. 

Важным физико-химическим свой-
ством ЛС является их растворимость в 
воде. Параметр logP в некоторой степени 
уже отражает соотношение растворимо-
стей компонента в 1-октаноле и воде. Од-
нако эта связь не так однозначна, так как 
для определения logP не требуется насы-
щения растворов, в то время как раство-
римость в воде S (моль/л) характеризует 
насыщенные водные растворы. В работе 
[10] авторы провели корреляционный 
анализ дескрипторов logP и logS для 839 
соединений, что позволило установить 
существование отрицательной корреля-
ции между ними, правда, с невысоким ко-
эффициентом корреляции R = -0.78. Это 
значение сопоставимо с результатами 
проверки статистической взаимосвязи 
факторов гидрофобности и растворимо-
сти в нашей работе. Проверка эквива-
лентности значений факторов гидрофоб-
ности и растворимости, иллюстрируемая 
рис. 1, показывает, что их корреляцию  
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Рис. 1. Корреляция вычисленных значений logP 

(ПО ChemAxon) и вычисленных значений факто-
ров растворимости logS (ПО ALOGPS) ЛС в воде. 

Параметры линейной  регрессии 
logS(ALOGPS)=alogP(ChemAxon)+b: 

a=-0.56±0.07, b=-2.44±0.22, R=0.94, S0=0.46. 
Fig. 1. Correlation of calculated logP values 

(ChemAxon software) and calculated solubility 
factor logS values (SW ALOGPS) of DP in water.  

Рис. 2. Корреляция цифровых кодов основ-
ных операций подготовки проб (ординаты) 
при определении содержания ЛС в плазме 

крови со значениями logP (абсциссы). Гори-
зонтальная линия соответствует операции оса-
ждения белков (код=0). Относительно верти-

кальной оси, соответствующей значениям 
logP=-1, можно выделить два кластера: эллипс 
в I-м квадранте объединяет точки для гидро-

фобных соединений, для которых применимы 
только ТФЭ и ЖЖЭ; эллипс в III-м квадранте 
объединяет точки для гидрофильных соедине-
ний, для которых применимы только операции 

ультрафильтрации и ионного обмена. 
Fig. 2. Correlation of digital codes of the main 

operations of sample preparation (ordinates) in 
determining the DP content in blood plasma with 

logP values (abscissa).  

описывает уравнение линейной регрес-
сии:  
logS(ALOGPS)=alogP(ChemAxon)+b, (1) 

где a=-0.56±0.07, b=-2.44±0.22, S0=0.46, 
R=0.94. Значения logS, полученные с ис-
пользованием ПО ALOGPS, представ-
лены на сайте https://go.drugbank.com/. 

Следовательно, значения logP и logS в 
некотором приближении можно полагать 
эквивалентными при выборе операции по 
подготовке проб, однако мы отдаем пред-
почтение более доступным и более вос-
производимым факторам гидрофобности. 

Обработка информации по способам 
подготовки образцов плазмы крови. Для 
последующей интерпретации данных и 
выявления общих закономерностей связи 
фактора гидрофобности с различными 
операциями подготовки проб по анало-
гии с работой [8] мы присвоили им неко-
торые условные коды (ранги), что делает 
обработку данных аналогичной ранговой 

корреляции Спирмена. Операция осажде-
ния белков по своей сути никак не свя-
зана со значениями logP, и поэтому ей це-
лесообразно присвоить код равный нулю. 
Тогда остальные переменные получают 
коды: +2 (ТФЭ), +1 (ЖЖЭ), -1 (ультра-
фильтрация), -2 (ионный обмен), а ре-
зультаты выявления связи значений logP 
и выбранных цифровых кодов в графиче-
ском виде представлены на рис. 2.  

Из рисунка следует, во-первых, что 
точки, характеризующие операцию оса-
ждения белков, более или менее равно-
мерно распределены по всему диапазону 
значений logP от -8 до +6. Это согласу-
ется с предположением, что применение 
этой операции подготовки проб не зави-
сит от гидрофобно-гидрофильных 
свойств аналитов. Во-вторых, так же, как 
и в работе [8] подтверждено, что два ва-
рианта экстракции (ЖЖЭ и ТФЭ) дей-
ствительно являются наиболее популяр-
ными способами подготовки проб, что 

https://go.drugbank.com/
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обусловлено преимущественно гидро-
фобным характером характеризуемых 
ЛС. Соответствующие им семейства то-
чек выделены эллипсом на рис. 2. Доля 
совместного использования этих спосо-
бов для нашей выборки составляет 53% 
от общего числа против 43% процедур 
подготовки проб с использованием 
только осаждения белков. Кроме того, за-
кономерно не наблюдается примеров 
применения операции ионного обмена 
при значениях logP > -1 (разграничитель-
ная вертикальная линия на рисунке соот-
ветствует именно этому значению). 

Точки, соответствующие применению 
такой операции как ультрафильтрация 
локализованы только в III-м квадранте 
графика на рис. 2 (второй эллипс), что со-
ответствует отрицательным значениям 
фактора гидрофобности (logP < -1). Как 
было отмечено ранее, подобный способ 
подготовки проб применим только для 
соединений с PB < 50%. Такая взаимо-
связь переменных позволяет предполо-
жить, что существует связь между гидро-
фобностью ЛС и степенью их связывания 
с белками плазмы. На основании данных 
Табл. 2, получаем следующее уравнение 
линейной регрессии:  

PB = alogP(ChemAxon) + b,  (2) 
где a=12.0±1.7, b=47±6, R=0.90, S0=16. 
Такой препарат как эверолимус не учиты-
вали, так как его свободная фракция в 
плазме крови не превышает 15% (на 85% 
связан с эритроцитами) и, следовательно, 
определение степени связывания с бел-
ками плазмы в этом случае неинформа-
тивно.  

Значение коэффициента корреляции 
0.90 означает, что если данные о PB опре-
деляемых соединений неизвестны (7 из 
61 соединений в табл. 2), то заключение о 
применимости ультрафильтрации в каче-
стве способа подготовки проб можно сде-
лать на основании имеющихся значений 
факторов гидрофобности. При этом зна-
чения logP не влияют на выбор операции 
осаждения белков; данный способ в рав-
ной степени применим для липофильных 

и гидрофильных аналитов. Это обуслов-
лено тем, что после отделения надосадоч-
ного слоя возможно его прямое дозирова-
ние в ВЭЖХ-систему (ацетонитрил и ме-
танол хорошо смешиваются с гидрофиль-
ными средами биологических образцов, а 
также совместимы с элюентами, исполь-
зуемыми в ВЭЖХ). Кроме того, в случае 
одновременного определения нескольких 
соединений (ЛС и их метаболитов), дан-
ный способ подготовки проб может ока-
заться единственно возможным в связи с 
большими различиями в физико-химиче-
ских свойствах определяемых соедине-
ний. Однако при этом часто не удается 
полностью избавиться от эндогенных 
компонентов матрицы, что делает прояв-
ление матричных эффектов при ВЭЖХ-
МС анализе весьма вероятным. В случае 
необходимости получения более чистых 
образцов для анализа, снижения пределов 
обнаружения или повышения степени из-
влечения и селективности определения 
предпочтительно использовать распреде-
лительный вариант жидкостно-жидкост-
ной экстракции, включающий стадию 
концентрирования. 

Заключение 
В результате систематизации литера-

турных данных и обобщения собствен-
ного экспериментального опыта по разра-
ботке, апробации и валидации биоанали-
тических методик сформулированы осо-
бенности процедур подготовки плазмы 
крови для ВЭЖХ и ВЭЖХ-МС анализа 
лекарственных соединений. 

Подтверждено, что выбор такого спо-
соба подготовки проб, как осаждение 
белков, не связан с гидрофобностью ЛС. 
Наиболее универсальным способом под-
готовки образцов плазмы крови является 
осаждение белков органическими раство-
рителями. Наиболее предпочтительным 
из них оказывается ацетонитрил (его ис-
пользование позволяет добиться более 
низких уровней фоновых сигналов, чем 
при использовании метанола [8]). Огра-
ничением данного способа является 
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необходимость достижения более низких 
пределов определений, когда используют 
ЖЖЭ (для соединений со значениями 
logP > -1) или ТФЭ. Если же целевые ана-
литы обладают низкой степенью связыва-
ния с белками плазмы, то подходящим 
способом подготовки проб становится 
способ ультрафильтрации.  

Выявленные особенности процедур 
подготовки образцов плазмы крови для 
проведения хроматографического ана-
лиза позволяют оптимизировать разра-
ботку и валидацию биоаналитических 

методик, используемых при проведении 
клинических исследованиях и исследова-
ний биоэквивалентности лекарственных 
препаратов. 
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Авторы заявляют, что у них нет из-

вестных финансовых конфликтов интере-
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