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ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ МЕТОДОМ ВЭЖХ-МС/МС
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Предложена методика извлечения 2,6-диизоборнил-4-метилфенола (ИБФ), молекула которого об-
ладает потенциальной мультитаргетной активностью, и его активного метаболита 2,6-диизобор-
нил-4-гидроксиметилфенола (ИБФ–ОН) из образцов плазмы человека и крысы для дальнейшего опре-
деления методом жидкостной тандемной хромато-масс-спектрометрии. Определена растворимость
ИБФ (в мг/мл) в различных органических растворителях. В частности, соединение легко растворимо в
хлороформе (346 ± 14), метил-трет-бутиловом эфире (98.6 ± 3.8) и этилацетате (96.8 ± 2.0). Показано,
что использование в качестве экстракционной системы с одновременной денатурацией белка смеси
хлороформа и изопропанола (5 : 1, по объему) позволяет извлекать лишь 66 ± 10% ИБФ от его об-
щего количества, в то время как степень извлечения ИБФ–ОН составляет 96 ± 7%. Предваритель-
ное разбавление 200 мкл плазмы 300 мкл физиологического раствора повышает извлечение ИБФ до
100 ± 4%. Высушивание экстрактов в вакуумном концентраторе (воздух, 45°C) с дальнейшим рас-
творением сухих остатков в 300 мкл ацетонитрила способствует очистке биообразцов и концентри-
рованию аналитов. Общее время пробоподготовки не превышает 70 мин, а продолжительность ана-
лиза составляет 7 мин, объем вводимой аликвоты − 2 мкл. Методика успешно апробирована на ре-
альных образцах плазмы крыс после однократного перорального введения масляной формы ИБФ
(10 мг/кг) в рамках фармакокинетических исследований.

Ключевые слова: пробоподготовка образцов плазмы, ВЭЖХ-МС/МС, диборнол, простагенин, фе-
нольные антиоксиданты.
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В настоящее время, несмотря на значительные
успехи в разработке биофармацевтических пре-
паратов, актуальной остается задача поиска и со-
здания лекарственных средств на основе малых
молекул. Значительный интерес представляют
так называемые “мультитаргетные лекарствен-
ные средства” [1, 2], воздействующие одновре-
менно на несколько биологических мишеней, что
обусловлено современной точкой зрения на
мультифакториальную, т.е. вызываемую сово-

купностью как наследственных, так и внешних
факторов, этиологию заболеваний.

Одной из таких молекул является 2,6-диизо-
борнил-4-метилфенол (ИБФ, диборнол, медибо-
рол, схема 1а) – полусинтетическое соединение
класса пространственно-затрудненных фенолов,
полученное из продуктов лесопереработки в ин-
ституте химии Коми научного центра Уральского
отделения РАН (Сыктывкар) [3].
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Схема 1. Структурные формулы 2,6-диизоборнил-4-метилфенола (а) 
и 2,6-диизоборнил-4-гидроксиметилфенола (б).

В рамках проведенных доклинических иссле-
дований, а также в ходе последующих научных
изысканий установлено, что ИБФ обладает выра-
женной антиоксидантной активностью [4],
вследствие чего демонстрирует нейро-, кардио- и
ретинопротекторные свойства [5–8], улучшает
реологические показатели крови при моделиро-
вании различных патологических состояний [9–
11]. Кроме того, соединение оказывает мембра-
нопротекторное действие на сперматозоиды и
способствует нормализации их окислительно-
восстановительного статуса [12], а также обладает
терапевтическим потенциалом для лечения доб-
рокачественной гиперплазии предстательной же-
лезы [13]. Тем не менее, как отмечают авторы ра-
боты [13], метаболит ИБФ – 2,6-диизоборнил-4-
гидроксиметилфенол (ИБФ–ОН, простагенин,
схема 1б) более перспективен для применения в
лечении указанного заболевания.

Сотрудниками НИИ фармакологии и регене-
ративной медицины им. Е. Д. Гольдберга (Томск)
изучена фармакокинетика ИБФ, а также его био-
доступность при различных способах введения
[14–18]. Установлено, что масляная форма препа-
рата является наиболее подходящей для дальней-
шего перорального использования, поскольку
ИБФ относится к числу высоколипофильных ве-
ществ (lgP = 8.14) [17]. Для подобных соединений
следует ожидать связывания с липидными ком-
понентами биологических систем помимо уже
известной способности лекарственных средств
связываться с белками плазмы, в том числе с ли-
попротеинами, а также клетками крови. Данные
обстоятельства создают ряд сложностей для из-
влечения ИБФ из биологических жидкостей и
тканей. Кроме того, высокое значение коэффи-
циента липофильности определяет раствори-
мость препарата в неполярных и малополярных
растворителях. При использовании классическо-
го способа пробоподготовки методом жидкост-
но-жидкостной экстракции (ЖЖЭ) указанными
выше типами растворителей в органическую фазу
наряду с целевыми компонентами экстрагируют-
ся различные липофильные соединения биологи-
ческой матрицы, обусловливающие матричный

эффект и загрязнение аналитического оборудо-
вания.

В литературе описан ряд традиционных мето-
дик пробоподготовки биологического материала
для извлечения высоколипофильных соедине-
ний, за прототип которых выбран пробукол (lgP =
= 11.30) [19–24]. В качестве экстрагентов авторы
использовали следующие смеси (по объему):
MeOH−(Me)2CO (3 : 2) [19], (Et)2O−CH2Cl2 (1 : 1)
[20], EtOH [21], н-C6H14 с добавлением MeOH и
EtOH [22], н-C7H16 с физиологическим раствором
и EtOH [23], изо-C8H18 с дистиллированной водой
и EtOH [24]. Для концентрирования и очистки
проб экстракты высушивали в токе азота с после-
дующим растворением сухих остатков в неболь-
шом количестве органического растворителя. Ав-
торы работы [21] высушивали экстракт в токе воз-
духа, остаток растворяли в (Et)2O и NaOH, затем
вновь отбирали полученную органическую фрак-
цию и высушивали досуха с дальнейшим раство-
рением в MeOH. Что касается ИБФ, описана
следующая методика пробоподготовки образцов
плазмы [15, 17]: 4 мл биоматериала подвергали
термической денатурации (30 мин), разбавляли
2 мл физиологического раствора, центрифугиро-
вали (10 мин), добавляли смесь CHCl3−изо-
PrOH−H3PO4 (9 : 1 : 0.15, по объему), перемешивали
(20 мин), центрифугировали (15 мин), отбирали ор-
ганической слой и высушивали в токе азота, сухой
остаток растворяли в 100 мкл смеси н-C6H14−изо-
PrOH−MeCN (3 : 5 : 2, по объему), фильтровали че-
рез пористый фильтр и 5 мкл использовали для
хроматографического анализа с флуориметриче-
ским детектированием (общее время анализа
16 мин). Количественная характеристика извле-
чения ИБФ не приведена.

Одно из требований при выборе подходящего
экстрагента – его способность растворять макси-
мальное количество аналита. В литературе приве-
дены лишь качественные характеристики раство-
римости ИБФ в некоторых растворителях [25]:
практически нерастворим в воде, очень плохо
растворим в 95%-ном EtOH, умеренно растворим
в (Et)2O, н-C6H14 и (Me)2CO, хорошо растворим в
CHCl3.

OH OH

OH
(a) (б)
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ЛАКЕЕВ и др.

Цель настоящей работы – разработка методи-
ки пробоподготовки образцов плазмы для опре-
деления ИБФ и его метаболита ИБФ–ОН мето-
дом жидкостной тандемной хромато-масс-спек-
трометрии (ВЭЖХ-МС/МС). Особое внимание
уделено минимизации количества биологическо-
го материала, а также продолжительности пробо-
подготовки, что, несомненно, важно для даль-
нейших клинических исследований. Интерес
также представляло получение количественных
данных о растворимости ИБФ в различных рас-
творителях.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реактивы. Использовали стандартные образ-

цы (содержание основного вещества не менее
98%) 2,6-диизоборнил-4-метилфенола и 2,6-дии-
зоборнил-4-гидроксиметилфенола (институт хи-
мии Коми научного центра Уральского отделе-
ния РАН, Россия), ацетонитрил сорт 0, ос. ч.
(Криохром, Россия), ацетон х. ч. (ЭКОС-1, Рос-
сия), гексан х. ч. (ЭКОС-1, Россия), гептан х. ч.
(ЭКОС-1, Россия), диметилсульфоксид (99%,
Иодные технологии и маркетинг, Россия), диэти-
ловый эфир х. ч. (Кузбассоргхим, Россия), изо-
пропанол х. ч. (ЭКОС-1, Россия), метанол х. ч.
(Вектон, Россия), метил-трет-бутиловый эфир
х. ч. (ЭКОС-1, Россия), хлороформ х. ч. (ЭКОС-1,
Россия), этанол (95%, Кемеровская фармацевти-
ческая фабрика, Россия), этилацетат х. ч. (ЭКОС-1,
Россия), концентрированную серную х. ч. (Сигма
Тек, Россия) и ортофосфорную х. ч. (Химпром,
Россия) кислоты, муравьиную кислоту (~98%,
Sigma-Aldrich, США), аммиак х. ч. (Сигма Тек,
Россия), сульфат аммония х. ч. (Химреактивснаб,
Россия), физиологический раствор (Мосфарм,
Россия). Сверхчистую воду (тип I) получали c
применением специализированной системы
очистки воды Millipore Direct-Q 5 UV (Merck,
США).

Оборудование. Аналитическая ВЭЖХ-
МС/МС-система включала дегазатор DGU-20A5R,
насосы высокого давления LC-20ADXR, автоин-
жектор SIL-20ACXR, термостат CTO-20A (Shi-
madzu, Япония), тандемный масс-спектрометр
Triple Quad 3500 с тройным квадруполем (AB Sci-
ex, США), хроматографическую колонку EC Nu-
cleodur C8ec (150 × 4.6 мм, 5 мкм, 100 Å) (Mache-
rey-Nagel, Германия) с предколоночным картри-
джем, газогенератор азота Genius (Peak Scientific,
Великобритания).

Для пробоподготовки образцов применяли
универсальный пробирочный вортекс MSV-3500
(Biosan, Латвия), мультифункциональную цен-
трифугу с охлаждением SL 16R (Thermo Scientific,
США), вакуумный центробежный концентратор
Concentrator plus (Eppendorf, Германия), термо-
шейкер TS-100 (Biosan, Латвия).

Программное обеспечение Analyst 1.7.2 и Mul-
tiQuant 3.0.3 использовали для сбора и обработки
хромато-масс-спектрометрических данных соот-
ветственно.

Биологические образцы. Образцы интактной
плазмы здоровых добровольцев, содержащей ди-
калиевую соль этилендиаминтетрауксусной кис-
лоты в качестве антикоагулянта, приобретали у
частной организации и хранили при –32°C. Об-
разцы интактной плазмы крыс линии Вистар с
добавлением гепарината натрия в качестве анти-
коагулянта получали из сонной артерии, предва-
рительно наркотизировав животных диэтиловым
эфиром. Образцы крови центрифугировали
(3000×g, 15 мин, 4°C), отбирали полученную
плазму и хранили при –32°C.

Все процедуры с участием животных как объ-
ектов данного исследования выполнены в соот-
ветствии с международными и национальными
руководящими принципами по уходу и использо-
ванию животных, а также одобрены локальным
комитетом НИИФиРМ им. Е. Д. Гольдберга, где
выполнено исследование.

Приготовление стандартных растворов. Исход-
ные растворы ИБФ и ИБФ–ОН (1000 мкг/мл) го-
товили растворением их точных навесок в MeOH
и в смеси MeCN−(Me)2CO (8 : 2, по объему) соот-
ветственно. Затем из полученных растворов по-
следовательным разбавлением MeCN получали
рабочие растворы с концентрациями 400, 40,
0.8 мкг/мл (ИБФ) и 40, 0.8, 0.08 мкг/мл (ИБФ–
ОН). Из них, в свою очередь, готовили градуи-
ровочные растворы (n = 9) в концентрацион-
ном диапазоне 0.2–100 мкг/мл (ИБФ) и (4–400) ×
× 10–3 мкг/мл (ИБФ–ОН). Для оценки степени
извлечения аналитов готовили растворы контро-
ля качества с концентрациями 90 мкг/мл (ИБФ)
и 0.36 мкг/мл (ИБФ–ОН). При приготовлении
градуировочных растворов и растворов контроля
качества использовали отдельные исходные и ра-
бочие растворы.

Все исходные и рабочие растворы хранили в
посуде из темного стекла в холодильных камерах
при –32°C, а градуировочные растворы и раство-
ры контроля качества – при 4°C в виалах из про-
зрачного стекла.

Определение растворимости 2,6-диизоборнил-
4-метилфенола. В сверхчистую воду (500 мкл),
(Me)2SO, (Me)2CO, MeOH, MeCN, MeOC(Me)3,
EtOH, (Et)2O, EtOAc, изо-PrOH, н-C6H14, н-C7H16,
CHCl3 (300 мкл для каждого растворителя) вноси-
ли навески ИБФ до получения насыщенных рас-
творов. Суспензии интенсивно встряхивали на
термошейкере (500 об/мин, 25°C) в течение 6 ч
для установления гетерогенного равновесия (при
растворении вещества в раствор вносили его но-
вую порцию). Эксперимент проводили в плотно
закрытых пробирках типа Эппендорф во избежа-
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ние улетучивания органических растворителей
(количество контролировали по заранее установ-
ленным меткам). Далее полученные насыщенные
растворы центрифугировали (12000 об/мин,
3 мин, 25°C) и 20 мкл надосадочной жидкости пе-
реносили в виалы. После испарения растворите-
ля остаток растворяли в MeCN, разбавляли и ана-
лизировали методом ВЭЖХ-МС/МС. В случае
таких растворителей, как вода, ROH, MeCN,
(Me)2SO надосадочные жидкости разбавляли без
предварительного высушивания.

Для количественной оценки содержания ИБФ
в полученных растворах использовали метод абсо-
лютной градуировки, которую строили по градуиро-
вочным растворам в диапазоне 0.1–5 мкг/мл (n = 7;
готовили отдельно из растворов, указанных в раз-
деле “Приготовление стандартных растворов”).
Уравнение градуировочной зависимости имело
следующий вид: y = 11.1595x – 472.2379 (линейная
функция с весовым фактором 1/x; коэффициент
детерминации R2 = 0.9932).

Приготовление градуировочных, контрольных и
холостых образцов. Образцы интактной плазмы
человека или крысы перед анализом разморажи-
вали при комнатной температуре, 190 мкл плазмы
затем помещали в пробирки типа Эппендорф и до-
бавляли 10 мкл стандартного градуировочного или
контрольного раствора (смесь ИБФ и ИБФ–ОН).
Для приготовления холостых образцов к плазме
добавляли 10 мкл MeCN. Диапазон концентраций
аналитов в градуировочных образцах составил
0.01–5 мкг/мл (ИБФ) и (0.2–20) × 10–3 мкг/мл
(ИБФ–ОН). Концентрации в образцах контроля
качества – 4.5 мкг/мл (ИБФ) и 18 × 10–3 мкг/мл
(ИБФ–ОН).

Пробоподготовка. Ниже описаны различные
способы пробоподготовки исследуемых биологи-
ческих образцов. В каждом случае общим этапом,
если не указано иное, являлось перемешивание
проб на вортексе (2100 об/мин, 5 мин), центрифу-
гирование (12000×g, 8 мин, 4°C), отбор органиче-
ской фракции и ее высушивание в концентраторе
(1200 об/мин, 30–50 мин в зависимости от рас-
творителя, 45°C), растворение остатков в 300 мкл
MeCN с последующим перемешиванием при
1500 об/мин в течение 5 мин и переносом полу-
ченного экстракта в виалу для дальнейшего ана-
лиза. Под образцом далее будем понимать смесь
190 мкл плазмы и 10 мкл контрольного раствора.

(1) Образец + 400 мкл охлажденного MeCN
(или MeOH) (без высушивания);

(2) Образец + 1200 мкл н-C6H14;
(3) Образец + 1200 мкл н-C7H16;
(4) Образец + 600 мкл н-C6H14 + 600 мкл

MeOC(Me)3;
(5) Образец + 400 мкл н-C6H14 + 400 мкл

MeOC(Me)3 + 400 мкл (Et)2O;

(6) Образец + 600 мкл н-C6H14 + 600 мкл EtOAc;
(7) Образец + 1200 мкл CHCl3;
(8) Образец + 200 мкл изо-PrOH + 1000 мкл

CHCl3;
(9) Образец + 200 мкл MeOH + 1000 мкл CHCl3.
В качестве наиболее подходящей экстракци-

онной системы выбрали смесь (8) (см. ниже раз-
дел “Результаты и их обсуждение”), поэтому тща-
тельно проанализировали влияние соотношения
растворителей CHCl3−изо-PrOH (1 : 1; 2 : 1; 2.5 : 1;
3 : 1; 5 : 1, по объему) на степень извлечения ИБФ
и ИБФ–ОН. Также изучили роль неорганических
добавок 3 М (NH4)2SO4, 0.6 М H2SO4 и 30%-ной
(по массе) H3PO4 в процессе извлечения целевых
компонентов. Более детально оценили влияние
физиологического раствора. Так, физиологиче-
ский раствор добавляли к 200 мкл плазмы, содер-
жащей аналиты, в соотношениях 1 : 2; 1 : 1 и 1.5 : 1
(объем плазмы был постоянным).

Оценка степени извлечения. Извлечение оце-
нивали на образцах контроля качества (n = 3).
В качестве образцов сравнения использовали
экстракты холостых образцов, к которым непо-
средственно перед анализом на этапе высушива-
ния добавляли известное количество аналита (об-
разцы, представляющие 100%-ную эффективность
экстракции). Степень извлечения рассчитывали со-
гласно формуле:

где Sреал – площадь пика образца контроля каче-
ства, подвергшегося процедуре пробоподготов-
ки, S100% – площадь пика образца контроля каче-
ства, представляющего 100%-ную эффективность
экстракции.

Условия хромато-масс-спектрометрического
анализа. Хроматографирование осуществляли в
изократическом режиме при использовании в ка-
честве подвижной фазы MeCN (элюент Б) и
0.1%-ную HCOOH в воде (элюент А) при объем-
ном соотношении 97 : 3 соответственно. Объем
вводимой аликвоты 2 мкл, скорость потока элю-
ента 0.55 мл/мин, температура автоинжектора и
колонки 15 и 40°C соответственно, среднее время
удерживания ИБФ 6.34 ± 0.02 мин (рис. 1а) и
ИБФ–ОН 4.51 ± 0.02 мин (рис. 1б), общая про-
должительность анализа 7.00 мин.

Для детектирования аналитов использовали
метод тандемной масс-спектрометрии с электро-
распылительной ионизацией в режиме монито-
ринга заданных реакций (регистрировали отри-
цательно заряженные ионы) на основе перехо-
дов, m/z: 379.1 → 256.1 (ИБФ) и 395.1 → 377.1
(ИБФ–ОН). Время накопления сигнала 150 мс.
В табл. 1 приведены условия МС/МС-детектиро-
вания, предварительно оптимизированные для
обеспечения максимальной чувствительности

реал 100%( )/ 100%,E S S= ×
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прибора путем прямого шприцевого ввода рас-
твора аналита в камеру источника (c = 1 мкг/мл в
соответствующей подвижной фазе при скорости
потока 7 мкл/мин).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Растворимость 2,6-диизоборнил-4-метилфено-
ла. Растворимость ИБФ изучали в 13 растворите-
лях различной природы (табл. 2): полярные про-
тонные (ROH, H2O) и апротонные (EtOAc,
(Me)2CO, MeCN, (Me)2SO), неполярные
(н-C6H14, н-C7H16, (Et)2O, MeOC(Me)3, CHCl3).
Как и ожидалось, аналит оказался лучше всего
растворим в неполярных растворителях (за ис-
ключением (Et)2O), а также в одном полярном
апротонном (EtOAc). В связи с тем, что даже в та-
ких неполярных растворителях, как (Et)2O,
MeOC(Me)3, CHCl3, ориентационные и индукци-
онные силы на фоне преобладания дисперсион-
ных вносят определенный вклад в межмолеку-
лярные взаимодействия, довольно сложно вы-
явить характер зависимостей растворимости
ИБФ от диэлектрической проницаемости кон-
кретного растворителя, его поляризуемости или
дипольного момента даже в пределах одной груп-
пы. Тем не менее можно выделить следующую
корреляцию. В ряду полярных амфипротонных
растворителей (в скобках приведены значения их
полярности, рассчитанные относительно поляр-
ности воды [26]) H2O (1.000), MeOH (0.762), EtOH
(0.654), изо-PrOH (0.546) наблюдается возраста-
ние растворимости ИБФ (табл. 2) наряду с законо-
мерным уменьшением энергий водородных связей
и диполь-дипольных взаимодействий между моле-
кулами растворителя (параметры δh и δp по Хансену
[27] соответственно). Зависимость значения рас-
творимости ИБФ в рассматриваемых растворите-
лях от их относительной полярности носит ли-
нейный характер (рис. 2; y = –56.0537x + 56.5124,
R2 = 0.9998). Полученный порядок указывает на
то, что в общем случае растворимость соединения
возрастает с увеличением размера молекул рас-
творителя и уменьшением его полярности. В це-
лом экспериментальные данные свидетельствуют
о незначительном вкладе специфической сольва-
тации в процесс растворения аналита, что, веро-
ятно, обусловлено стерической заслоненностью
гидроксильной группы объемными изоборниль-
ными группировками. Так, по мере введения в
молекулу фенола различных заместителей в ряду
фенол (9.98 [28], 82.8 мг/мл [29]), пара-крезол
(10.14 [28], 21.5 мг/мл [29]), 2,6-диизоборнил-4-
метилфенол (11.20, 0.46 мг/мл), 2,6-ди-трет-бу-
тил-4-метилфенол (12.20 [30], 0.6 × 10–3 мг/мл
[29]) наблюдается снижение подвижности атома
водорода гидроксила, что выражается в возраста-
нии значений pKa и уменьшении растворимости

соединений в воде (данные представлены для
I = 0 и t = 20 или 25°C).

В фармакопейном анализе понятие раствори-
мости используется в качестве характеристики
приблизительной растворимости фармацевтиче-
ской субстанции при постоянной температуре.
Согласно общей фармакопейной статье (ОФС.
1.2.1.0005.15 Растворимость) [31], растворимость
соединения в различных растворителях можно
охарактеризовать терминами (в скобках приведе-
но примерное количество растворителя в мл, не-
обходимое для растворения 1 г вещества): прак-
тически нерастворим (более 10000), очень мало
растворим (1000–10000), мало растворим (100–
1000), умеренно растворим (30–100), растворим

Рис. 1. Репрезентативные хроматограммы смеси
стандартных образцов 2,6-диизоборнил-4-метилфе-
нола (c = 4.5 мкг/мл) (а) и 2,6-диизоборнил-4-гид-
роксиметилфенола (c = 18 × 10–3 мкг/мл) (б), экстра-
гированных из плазмы.
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(10–30), легко растворим (1–10) и очень легко
растворим (до 1). Из представленных значений
(табл. 2) следует, что ИБФ легко растворим в
CHCl3, MeOC(Me)3 и EtOAc, растворим в н-C6H14
и н-C7H16, умеренно растворим в изо-PrOH,
MeCN, (Et)2O, EtOH, MeOH и (Me)2CO, очень
мало растворим в воде и (Me)2SO.

Выбор экстракционной системы. На начальном
этапе оценивали возможность извлечения ИБФ

из плазмы человека и крысы методом осаждения
белка добавлением MeCN или MeOH (система 1),
отличающимся высокой производительностью и
экспрессностью. Тем не менее степень извлече-
ния аналита варьировалась от 58 до 61%, что кос-
венно указывает на высокую степень связывания
препарата с белками и/или липидами биологиче-
ской матрицы. Вследствие этого данные вариан-
ты исключены нами из дальнейшего рассмотре-
ния. По результатам определения растворимости
ИБФ в различных растворителях (табл. 2) выбрали
ряд наиболее подходящих экстрагентов, в том числе
их смесей, для извлечения аналитов из биообразцов
методом ЖЖЭ (системы 2–9). Несмотря на то, что
ИБФ (lgP = 8.14) и ИБФ–ОН (lgP = 6.20) – высоко-
липофильные соединения, экстракция с примене-
нием неполярных растворителей, а также их сме-
сей (системы 2–5 и 7) оказалась наименее эффек-
тивна с точки зрения извлечения ИБФ (рис. 3),
которая не превышала 61% (здесь и далее приво-
дим усредненные величины). Аналогичная ситуация
наблюдалась и для смеси н-C6H14 с полярным апро-
тонным растворителем EtOAc (46%, система 6).
Использование CHCl3 с добавлением полярных
протонных растворителей – спиртов MeOH и
изо-PrOH (5 : 1, по объему), выступающих в роли
депротеинизирующих агентов, позволило до-
стичь степени извлечения ИБФ, равной 66%
(рис. 3). CHCl3 по сравнению с н-C6H14 характе-
ризуется бóльшей летучестью, что позволяет зна-
чительно сократить время высушивания экстрак-
тов в ходе дальнейшей пробоподготовки. Именно
это преимущество определило выбор данного рас-
творителя в качестве основного компонента экс-
тракционной системы, несмотря на близкие зна-
чения степени извлечения ИБФ CHCl3 и н-C6H14
(~44%, рис. 3). Напротив, для ИБФ–ОН при ис-
пользовании неполярных растворителей получи-
ли удовлетворительные результаты по его извле-
чению (75–83%). Тем не менее выбор системы
CHCl3−изо-PrOH позволил существенно повы-
сить степень извлечения соединения (96%,
рис. 3). Следует отметить, что при экстракции
ИБФ из плазмы наблюдали большой разброс дан-
ных между тестируемыми системами (степень из-
влечения варьировалась от 37 до 66%, рис. 3). По-
лученные показатели были ниже и не коррелиро-
вали с результатами по извлечению ИБФ–ОН,
что, вероятно, обусловлено бóльшей липофиль-
ностью ИБФ. Таким образом, в качестве оконча-
тельного варианта экстракционной системы вы-
брали смесь CHCl3−изо-PrOH (5 : 1, по объему).

Влияние соотношения компонентов экстракци-
онной системы на извлечение аналитов. Для вы-
бранной экстракционной системы CHCl3−изо-
PrOH оценили влияние соотношения компонен-
тов (1 : 1, 2 : 1, 2.5 : 1, 3 : 1, 5 : 1 соответственно, по
объему) на степень извлечения аналитов (изна-

Таблица 1. Условия МС/МС-детектирования

Параметр

Значение 
параметра

ИБФ ИБФ–
ОН

Потенциал входа, В –3.4
Потенциал декластеризации, В –260 –200
Энергия столкновения, В –60 –48
Потенциал столкновения на 
выходе из ячейки, В –10

Газовая завеса (N2), psi 20
Газ столкновения (N2), psi 10
Напряжение на капилляре, В –4500
Температура источника, °C 500
Газ-распылитель (воздух), psi 40
Газ-нагреватель (воздух), psi 35

Таблица 2. Растворимость 2,6-диизоборнил-4-метил-
фенола в различных растворителях при 25°C

* Характеристика растворимости вещества согласно Госу-
дарственной Фармакопеи РФ XIV издания [31].

Растворитель S, мг/мл
S, мл 

растворителя на 
1 г вещества*

Гексан 53.6 ± 1.0 19
Гептан 50.3 ± 1.1 20
Диэтиловый эфир 22.7 ± 1.5 44
Метил-трет-
бутиловый эфир 98.6 ± 3.8 10

Хлороформ 346 ± 14 3
Этилацетат 96.8 ± 2.0 10
Изопропанол 26.9 ± 0.5 37
Ацетон 12.57 ± 0.31 80
Этанол 19.0 ± 0.4 53
Метанол 13.80 ± 0.05 73
Ацетонитрил 25.50 ± 0.23 39
Диметилсульфоксид 0.40 ± 0.06 2500
Вода 0.460 ± 0.032 2174
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чально выбрали соотношение 5 : 1). Статистических
различий, рассчитанных попарно между двумя
группами относительно системы CHCl3−изо-PrOH
(5 : 1, по объему) с помощью t-критерия Стью-
дента, выявлено не было (p > 0.05). Однако от-
мечены визуальные различия – при соотноше-
нии CHCl3−изо-PrOH, равном 5 : 1, белковый
слой на границе фаз тоньше, что позволяет отби-
рать бóльший объем органической фазы (рис. 4).
В связи с этим указанное соотношение компо-
нентов используемой экстракционной системы
выбрали как наиболее подходящее.

Влияние добавок неорганических соединений на
извлечение аналитов. Одним из факторов, влияю-
щих на полноту процесса экстракции, является
величина pH водной фазы, так как только в ней-
тральной форме аналит в максимальном количе-
стве переходит в органическую составляющую и в
меньшей степени связывается с белками плазмы.
Экстракция соединений, представляющих собой

Рис. 2. Зависимость растворимости 2,6-диизоборнил-
4-метилфенола (мг/мл) от относительной полярно-
сти растворителя (R2 = 0.9998).
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слабые кислоты, максимальна только при значе-
ниях pH ниже pKa аналита не менее чем на две
единицы. ИБФ (pKa1 = 11.20) и ИБФ–ОН (pKa1 =
= 10.33, pKa2 = 15.20) обладают слабыми кислот-
ными свойствами, поэтому их экстракция из
плазмы крови, состоящей на 90–92% из воды,
наиболее эффективна лишь в кислых, нейтраль-
ных и слабощелочных средах. В связи с этим мы
наблюдали незначительное влияние pH водной
фазы при добавлении H2SO4 и H3PO4 на извлече-
ние аналитов, так как в интервале pH от 0 до 8 со-
единения находятся в молекулярной форме. Кро-
ме того, добавление кислот способствовало ча-
стичному растворению белка, что приводило к
загрязнению получаемых экстрактов.

При внесении 3 М раствора (NH4)2SO4 между
фазами формировался выраженный белковый
слой, что затрудняло отбор нижней органической
фракции и приводило, таким образом, к потере
аналитов. Кроме того, введение в систему
(NH4)2SO4 значительно уменьшало извлечение
ИБФ (по сравнению с системой, в которой
(NH4)2SO4 отсутствовал).

Принимая во внимание методики, описанные
в работах [15, 17, 23], изучили также влияние добав-
ки физиологического раствора на степень извлече-
ния ИБФ и ИБФ–ОН. Для этого в 10 мкл стандарт-
ного раствора аналитов вносили 100–300 мкл фи-
зиологического раствора и 190 мкл плазмы,
создавая, таким образом, соотношения раствор–
плазма, равные 1 : 2, 1 : 1, 1.5 : 1 (по объему) соответ-
ственно. Далее проводили пробоподготовку образ-
цов (см. выше раздел “Пробоподготовка”). Как
видно из рис. 5, наблюдалось симбатное изменение
степени извлечения ИБФ в зависимости от количе-
ства добавленного физиологического раствора. Так,
разбавление плазмы 300 мкл физиологического рас-
твора позволило достичь максимального извлечения
ИБФ (100 ± 4%). В случае ИБФ–ОН добавление
физиологического раствора не оказывало влия-
ния на его извлечение (рис. 5, по сравнению с си-
стемой, не содержащей физиологический рас-
твор).

Влияние времени перемешивания на извлечение
аналитов. После окончательного выбора способа
пробоподготовки образцов плазмы человека и
крысы (10 мкл стандартного раствора аналитов +
190 мкл плазмы + 300 мкл физиологического рас-
твора + 200 мкл изо-PrOH, перемешивание, +
+ 1000 мкл CHCl3, далее см. выше раздел “Пробо-
подготовка”) требовалось установить подходя-
щее время перемешивания образцов, обеспечи-
вающее наиболее полное извлечение аналитов

Рис. 4. Визуальное представление образцов после экстракции аналитов из плазмы смесью CHCl3−изо-PrOH при раз-
личных соотношениях компонентов (по объему).

1 : 1 2 : 1 2.5 : 1 3 : 1 5 : 1

Рис. 5. Зависимость степени извлечения 2,6-диизо-
борнил-4-метилфенола (1) и 2,6-диизоборнил-4-гид-
роксиметилфенола (2) от объема добавленного фи-
зиологического раствора на этапе экстракции.

100

90

80

70

60

50

100 150 200 250 300

2

1

C
те

пе
нь

 и
зв

ле
че

ни
я,

 %

Объем добавленного физиологического
раствора, мкл



184

ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 78  № 2  2023

ЛАКЕЕВ и др.

как на этапе их экстракции, так и при растворе-
нии остатков после высушивания. Как видно из
рис. 6, практически полное извлечение целевых
компонентов (с учетом погрешности) достигает-
ся уже после 5 мин интенсивного встряхивания
экстрактов и сухих остатков на пробирочном вор-
тексе. Близкие результаты по извлечению анали-
тов как на этапе экстракции, так и растворения
остатков указывают на отсутствие термической
деградации соединений при их высушивании
(~45 мин) в ходе очистки и концентрирования об-
разцов.

* * *

Разработана методика пробоподготовки об-
разцов плазмы крови человека и крысы, обеспе-
чивающая практически 100%-ное извлечение как
2,6-диизоборнил-4-метилфенола, так и его ак-
тивного метаболита 2,6-диизоборнил-4-гидрокси-
метилфенола. В качестве способа пробоподготовки
выбран простой и доступный метод жидкостно-
жидкостной экстракции с использованием смеси
CHCl3−изо-PrOH (5 : 1, по объему) в качестве экс-
трагента, в одном из компонентов которого
(CHCl3) 2,6-диизоборнил-4-метилфенол демон-
стрирует наибольшую растворимость (346 мг/мл).

Показано, что добавление 300 мкл физиологиче-
ского раствора препятствует связыванию соеди-
нения с белками и липидами плазмы, повышая
тем самым его извлечение с 66 до 100%. Высуши-
вание образцов в вакуумном концентраторе на
воздухе при 45°C с дальнейшим растворением су-
хих остатков в MeCN способствует не только их
очистке и снижению возможного мешающего
влияния со стороны соэкстрагирующихся компо-
нентов биологической матрицы, но и позволяет
сконцентрировать аналиты почти в три раза.
Предложенная методика по сравнению с описан-
ной ранее позволяет сократить затраты времени
на этапе пробоподготовки как минимум в два ра-
за с объемом вводимой аликвоты 2 мкл. Указан-
ные преимущества весьма существенны при ра-
боте с чувствительным и дорогостоящим ана-
литическим оборудованием, а также при
анализе большого количества биообразцов ме-
тодом ВЭЖХ-МС/МС. Для анализа достаточно
0.2 мл плазмы крови, тогда как по известной ме-
тодике требовалось 4 мл биоматериала. Методика
пробоподготовки и анализа успешно апробиро-
вана на реальных образцах плазмы крыс после од-
нократного перорального введения им субстанции
2,6-диизоборнил-4-метилфенола в персиковом
масле в дозе 10 мг/кг в рамках фармакокинетиче-
ских исследований.

Рис. 6. Влияние времени перемешивания образцов на степень извлечения 2,6-диизоборнил-4-метилфенола и 2,6-ди-
изоборнил-4-гидроксиметилфенола на этапах экстракции и растворения сухих остатков.
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