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Карбамазепин (CBZ) и окскарбазепин (OXC) –
противоэпилептические лекарственные средства
из группы производных карбоксамида, обладаю-
щие схожими механизмами действия. Метаболи-
ты OXC оказывают гораздо меньшее токсическое
воздействие на печень [1]. CBZ и OXC не входят в
перечень наркотических средств, психотропных
веществ и их прекурсоров, подлежащих контро-
лю в Российской Федерации, что делает лекар-
ственные препараты доступными для общего по-
требления. Противоэпилептические препараты
OXC и CBZ вызывают научный интерес в судеб-
ной медицине. Судебно-токсикологические рас-
следования смертей проводятся, если есть подо-
зрения, что смерть связана с передозировкой ле-
карственных или наркотических препаратов.
Предоставление полного клинического анамнеза
позволяет предсказать вероятные источники
отравления и значительно упростить интерпрета-

цию любых аналитических результатов. Изучение
состава продуктов деградации CBZ и OXC позво-
лит определить концентрации исследуемых ве-
ществ в организме человека на момент смерти.
Дифференциальная диагностика CBZ и OXC осо-
бо актуальна в случаях термического, микробио-
логического разложения биологического матери-
ала. Таким образом, необходима разработка на-
дежного метода одновременного обнаружения и
определения фармацевтических препаратов CBZ,
OXC, продуктов их метаболизма и деградации в
биологическом материале и в вещественных до-
казательствах.

Метаболизм карбамазепина и окскарбазепина.
По данным [2, 3], при попадании в организм CBZ
преимущественно метаболизируется в печени по
трем основным направлениям (рис. 1). Основной
метаболический путь, катализируемый фермента-
ми цитохрома P450, CYP3A4 и CYP2C8 [4] – фор-
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мирование карбамазепин-10,11-эпоксида (CBZ-EP).
CBZ-EP под действием фермента эпоксигидрала-
зы [5] почти полностью превращается в транс-
10,11-дигидрокси-10,11-дигидрокарбамазепин
(CBZ-DiOH), который выводится из организма в
основном в неконъюгированной форме в составе
мочи [6]. В ранних исследованиях предполагали,
что CBZ-EP играет ключевую роль в побочных
эффектах, вызванных применением препарата
CBZ, особенно в тяжелых кожных реакциях, та-
ких как синдром Стивенса-Джонсона или токси-
ческих эпидермолизных некрозах. Однако в ра-
боте [7] доказано, что побочные эффекты про-
должают возникать и в отсутствие CBZ-EP.
Предполагают [8], что в качестве реактивных ме-
таболитов выступают второстепенные метаболиты,
продуцируемые альтернативными путями метабо-
лизма. Два других метаболических пути в печени –
это образование гидроксилированных соединений,
2-гидроксикарбамазепина (2-OH-CBZ) и 3-гид-
роксикарбамазепина (3-OH-CBZ), и превращение
CBZ в иминостильбен (IM) [2, 3, 9]. Карбамазе-
пин метаболизируется до 2-OH-CBZ и 3-OH-
CBZ несколькими ферментами цитохрома P450,
включая CYP3A4 и CYP2C9 [10]. Гидроксильные
метаболиты далее переходят в 2,3-дигидрокси-
карбамазепин, который посредством нефермента-
тивной перегруппировки превращается в метабо-
лит CBZ о-хинон. 2-Гидроксикарбамазепин мета-
болизируется под действием фермента CYP3A4 до

2-гидроксииминостильбена, который легко окис-
ляется до иминохинонов [4].

Помимо печени в окислении CBZ участвуют
лейкоциты, наряду с их иммунными свойствами
они преобразуют [5] CBZ под действием миело-
пероксидазы в ряд метаболитов (рис. 1), в основ-
ном в промежуточный 9-акридинкарбоксальде-
гид, далее следуют последовательные превраще-
ния в акридин (AI) и акридин-9-он (AO) [11].

Противоэпилептический препарат OXC, 10-
кето аналог CBZ, имеет химическое и терапевти-
ческое сходство с CBZ [8] (рис. 2). В печени OXC
быстро восстанавливается до фармакологически
активного метаболита 10-гидрокси-10,11-дигидро-
CBZ (10-OH-CBZ) под действием альдокеторедук-
тазы [12]. Суммарная концентрация 10-OH-CBZ в
плазме крови в 15 раз выше, чем концентрация
OXC. Поскольку атом углерода карбонильной груп-
пы является прохиральным центром, то образова-
ние 10-OH-CBZ стереоспецифично. В организме
человека OXC восстанавливается до (S)-энантио-
мера (80%) и (R)-энантиомера (20%) 10-OH-CBZ
[13]. Оба энантиомера имеют одинаковую противо-
эпилептическую активность. 10-Гидрокси-10,11-
дигидрокарбамазепин, сопряженный с глюкуроно-
вой кислотой, выводится в составе мочи. В моче 10-
OH-CBZ и его глюкурониды составляют более 80%
принятой дозировки, тогда как OXC и его конъюга-
ты составляют ~10%. Незначительные количества
OXC (4%) окисляются до фармакологически не-

Рис. 1. Предполагаемые основные пути метаболизма карбамазепина в организме человека и ферменты, катализирую-
щие реакции.
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активного CBZ-DiOH [14], общего метаболита с
CBZ.

Другим потенциально общим метаболитом яв-
ляется 3-OH-CBZ, обнаруженный в плазме паци-
ентов, получавших ОХC, но ферментная система,
участвующая в процессе образования 3-OH-CBZ
из OXC, пока не идентифицирована [15]. Анало-
гично карбамазепину OXC вызывает нежелатель-
ные побочные эффекты, но с гораздо меньшей
частотой и тяжестью [8].

Методы определения карбамазепина и окскар-
базепина. Определение CBZ и OXC в образцах post
mortem биологических тканей и жидкостей чело-
века является важнейшей задачей. Одной из при-
чин интереса судебно-медицинской токсикологии
к противоэпилептическим препаратам является
внушительное число внезапных необъяснимых
смертей среди людей, больных эпилепсией и при-
нимающих эти препараты [16].

Усовершенствованные аналитические методы
с удовлетворительными чувствительностью и се-
лективностью, основанные на хроматографиче-
ском разделении, имеют преимущества по сравне-
нию с рутинными иммунологическими методами
за счет снижения количества ложноположительных
результатов [17]. По-видимому, хроматографиче-
ские методы являются лучшим вариантом для ток-
сикологического анализа, так как они обеспечива-
ют как идентификацию, так и определение ана-
литов [18].

Несмотря на то, что лекарственные и наркоти-
ческие препараты легко обнаруживаются в крови
благодаря современным чувствительным мето-

дам, с точки зрения анализа образцов post mortem
печень является чрезвычайно ценной тканью, так
как концентрации веществ в печени относительно
стабильны после смерти, что важно при интерпре-
тации результатов судебно-химического исследова-
ния. Единственный существенный недостаток пе-
чени как объекта исследования – значительное со-
держание в ней соэкстрактивных веществ на этапе
пробоподготовки, гораздо большее, чем в крови.
Чтобы свести к минимуму матричный эффект
при подготовке образцов ткани печени, необхо-
дим этап очистки от сопутствующих компонен-
тов [19].

Предложено множество подходов и способов
определения CBZ и OXC [20–26]. В рамках дан-
ной статьи ограничимся обзором только методов
газовой хроматографии. Газовая хроматография в
сочетании с масс-спектрометрией (ГХ-МС) пред-
ставляет собой надежный метод, а приборы до-
ступны в большинстве судебно-медицинских ла-
бораторий по всему миру. Метод обеспечивает спе-
цифичность и чувствительность и в комбинации с
использованием токсикологических баз данных
позволяет получить информацию о структуре ана-
литов.

Известно, что при попадании в газовый хрома-
тограф CBZ претерпевает термодеградацию в ис-
парителе и образует иминостильбен и 9-метила-
кридин. В обзоре [27] методы определения CBZ
разделили на три категории: методы, в которых
подбирают условия, исключающие термодегра-
дацию в испарителе; методы, в которых образу-
ются стабильные производные; методы, в кото-

Рис. 2. Предполагаемые основные пути метаболизма окскарбазепина в организме человека и ферменты, катализиру-
ющие реакции.

N

NH2

NH2

NH2

NH2

NH2

NH2

O

O

N

O

HO

HO

(S)

HO

HO

HO

OH

OH

OH

H

N

O

H

N

O

N

O

N

O

S

R

SR

RR

S

Альдокеторедуктаза

Окскарбамазепин (ОХС)

10-Гидрокси-10, 11
дигидрокарбамазепин
(10-OH-CBZ)

10-Гидрокси-10, 11
дигидрокарбамазепин
(10-OH-CBZ)

Транс-10, 11
Дигидрокси-10, 11-
дигидрокарбамазепин
(DiOH-CBZ)



ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 78  № 6  2023

ВЫСОКОЧУВСТВИТЕЛЬНОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ КАРБАМАЗЕПИНА 549

рых CBZ полностью превращается в IM. Сов-
местно с CBZ часто определяют и метаболиты.
Карбамазепин метаболизируется до стабильного
CBZ-EP, который легко обнаруживается в биологи-
ческих жидкостях и тканях человека в значитель-
ных концентрациях. В тех же условиях CBZ-EP пе-
регруппировывается в 9-акридинкарбоксиальде-
гид с отщеплением CONH2-группы.

В методе ГХ-МС важно уменьшить любые воз-
можные взаимодействия недериватизированных
соединений с неподвижной фазой или носите-
лем. В работе [28] этого добились использовани-
ем стационарной фазы, насадки для колонок SP-
2510 DA, специально приготовленных для соеди-
нений кислотного характера. Данная стационар-
ная фаза подходит для определения широкого
спектра противосудорожных препаратов с помо-
щью газожидкостной хроматографии без дерива-
тизации. Cтабильные производные по амидной
группе уменьшают полярность CBZ, тем самым
минимизируя абсорбцию, приводящую к дегра-
дации. Например, в работе [29] предложено ис-
пользовать производные триметилсилила, а в ра-
боте [30] для дериватизации предложены произ-
водные диметиламинометилена. Авторы работы
[31] применили третий подход, полностью преоб-
разовав CBZ в IM. Этот способ дополнительно
усложняется разложением CBZ-EP до 9-акри-
динкарбоксиальдегида. Тем не менее таким обра-
зом можно обнаружить карбамазепин и его эпок-
сид, селективность масс-спектрометрического
детектора позволяет использовать очень корот-
кую колонку, и оба вещества могут быть одновре-
менно зарегистрированы в режиме SIM [32]. В
табл. 1 приведены примеры определения CBZ и
OXC в различных биологических объектах мето-
дом ГХ-МС.

С практической точки зрения, метод ГХ-МС
имеет некоторое преимущество перед ВЭЖХ, по-
скольку нет необходимости в замене колонки или
растворителя при определении различных групп
соединений. ГХ-МС можно использовать без тех-
нических изменений для общего скрининга, для
терапевтического мониторинга лекарств и для ру-
тинных анализов биологических образцов в кли-
нических лабораториях. В данной работе для ана-
лиза двух противоэпилептических препаратов
применили метод ГХ-МС в сочетании с разрабо-
танной методикой пробоподготовки. Основным
преимуществом применяемого метода является
широкая доступность ГХ-МС-приборов в клини-
ческих лабораториях, простота и экспрессность
анализа.

Цель данной работы – поиск и выбор условий
пробоподготовки, определения CBZ, OXC и
идентификации продуктов их метаболизма и де-
градации в биологическом материале (печени)
методом хромато-масс-спектрометрии для реше-

ния экспертных задач судебно-медицинской ток-
сикологии.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Приборы и материалы. Использовали следую-

щие реактивы: CBZ, амитриптилин (AM), OXC
(≥99%, Sigma Aldrich, США), метанол (для
ВЭЖХ), ацетонитрил (для ВЭЖХ), этилацетат
(для ВЭЖХ), соляную кислоту 37%-ную, гидрок-
сид натрия, водорода пероксид 35%-ный х. ч.
Panreac, Испания), силикагель C18 (Agilent,
США, C18 Endcapped, 100 g Bulk Sorbent, P/N
5982-5752), силикагель PSA (Supelco, США, 100 g
Bulk, P/N 52738-U), сульфат магния безводный
(Fluka, Италия, ≥97.0%), хлорид натрия (Fluka,
Италия, ≥99.0%). Готовили стандартные раство-
ры CBZ, OXC, AM с концентрациями 1 мг/мл в
метаноле.

Использовали газовые хроматографы Agilent
Technologies 5975 с масс-спектрометром Agilent
Technologies 7820A и Agilent Technologies 8890 с
масс-спектрометром Agilent Technologies 5977B
(США). Хроматографическое разделение прово-
дили на капиллярной колонке DB-5ms (25 м ×
× 0.25 мм × 0.25 мкм). В качестве газа-носителя
использовали гелий со скоростью потока
1.0 мл/мин. Автосамплер G4513A использовали
для введения 1 мкл пробы в ГХ-МС. Температуру
нагрева колонки устанавливали в следующем
диапазоне: 70–280°С при 20°С/мин с временем
выдержки 1.00 мин, в результате чего общее время
анализа составило около 20 мин. Масс-спектро-
метрическое разделение проводили с энергией
электронов 70 эВ в режиме SCAN (50–600 m/z) и
в режиме мониторинга выбранных ионов (SIM) с
задержкой растворителя 4 мин.

Для приготовления образцов и растворов при-
меняли весы аналитические AX-204 (MettlerTole-
do, Швейцария), pH-метр S470 (MettlerToledo,
Швейцария), центрифугу Eppendorf Centrifuge
5804 R, Шейкеры Orbital Shaker S-3M, IKA
Vortex 1, Eppendorf MixMate, центробежный ваку-
умный концентратор Eppendorf (Германия), го-
могенизатор IKA ULTRA TURRAX Tube Drive
(Германия), баню ультразвуковую TI-H 15 MF 2,
Elma (Латвия), наборы для экстракции Quechers.

Дозирование проб, рабочих растворов и реак-
тивов осуществляли дозаторами пипеточными
одноканальными переменного объема Pipetman
co сменными наконечниками 20–100 мкл или на
100–1000 мкл (Gilson, Франция). Исходные дан-
ные собирали и обрабатывали с помощью ком-
пьютерного программного обеспечения MSD
ChemStation Data Analyses Software.

Искусственное устаревание карбамазепина и ок-
скарбазепина. Искусственное устаревание лекар-
ственных средств – это изменение препаратов в



550

ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 78  № 6  2023

ПИРОГОВ и др.
Та

бл
иц

а 
1.

Ус
ло

ви
я 

ГХ
-М

С
-о

пр
ед

ел
ен

ия
 к

ар
ба

м
аз

еп
ин

а 
и 

ок
ск

ар
ба

зе
пи

на
 в

 р
аз

ли
чн

ы
х 

об
ъе

кт
ах

О
бъ

ек
т (

оп
ре

де
ля

ем
ое

 
со

ед
ин

ен
ие

)
П

ро
бо

по
дг

от
ов

ка
Ус

ло
ви

я 
пр

ов
ед

ен
ия

 э
кс

пе
ри

м
ен

та
А

на
ли

ти
че

ск
ие

 
ха

ра
кт

ер
ис

ти
ки

Л
ит

ер
ат

ур
а

С
ы

во
ро

тк
а 

кр
ов

и
(C

B
Z

)
Ж

Ж
Э

: э
кс

тр
аг

ен
т –

 ац
ет

он
ит

ри
л;

 вн
ут

-
ре

нн
ий

 с
та

нд
ар

т –
 и

м
ип

ра
м

ин
ГХ

: к
ап

ил
ля

рн
ая

 к
ол

он
ка

 D
B

-5
ht

 
(3

0 
м

 ×
 0

.2
50

 м
м

 ×
 0

.10
0 

м
км

); 
те

м
пе

ра
ту

ра
 

по
рт

а 
вв

од
а:

 2
50

°C
; с

ко
ро

ст
ь 

по
то

ка
 га

за
 

но
си

те
ля

 (H
e)

: 0
.8

15
 м

л/
м

ин
; М

С
 (Э

И
-S

IM
): 

m
/z

 =
 1

93

О
пр

ед
ел

яе
м

ы
е 

ко
нц

ен
тр

а-
ци

и:
 0

.5
–

20
 м

кг
/м

л;
 с

м
ин

=
 

=
50

0 
нг

/м
л;

 с
те

пе
нь

 и
зв

ле
че

-
ни

я:
 1

04
%

 [3
3]

Ц
ел

ьн
ая

 к
ро

вь
(C

B
Z

)
ТФ

Э
 н

а 
ко

ло
нк

ах
 B

on
d 

E
lu

t C
er

tif
y;

 
де

ри
ва

ти
за

ци
я:

 б
ут

ил
ир

ов
ан

ие
; в

ну
т-

ре
нн

ий
 с

та
нд

ар
т –

 C
B

Z
-d

10

ГХ
: К

ап
ил

ля
рн

ая
 к

ол
он

ка
 (S

G
E

, A
us

tin
, T

X
, 

BP
X

5)
 (1

2 
м

 ×
 0

.15
 м

м
 ×

 0
.4

00
 м

км
); 

те
м

пе
ра

-
ту

ра
 п

ор
та

 в
во

да
: 2

80
°C

; т
ем

пе
ра

ту
ра

 п
еч

и:
 

на
ча

ль
на

я 
80

°С
, к

он
еч

на
я 

30
0°

С
; в

ре
м

я 
ан

а-
ли

за
: 2

0 
м

ин
; М

С
 

(Э
И

-S
IM

): 
m

/z
 =

 1
93

О
пр

ед
ел

яе
м

ы
е 

ко
нц

ен
тр

ац
ии

:
0.

5–
60

 м
кг

/л
; с

те
пе

нь
 и

зв
ле

че
-

ни
я:

 15
8%

 [3
4]

П
еч

ен
ь

(C
B

Z
)

С
ы

во
ро

тк
а 

кр
ов

и
(C

B
Z

)
Ж

Ж
Э

: э
кс

тр
аг

ен
т –

 х
ло

ро
ф

ор
м

; в
ну

т-
ре

нн
ий

 с
та

нд
ар

т –
 ге

кс
об

ар
би

та
л;

 
де

ри
ва

ти
за

ци
я:

 р
ас

тв
ор

 тр
им

ет
ил

ан
и-

ли
на

 в
 б

ез
во

дн
ом

 м
ет

ан
ол

е

ГХ
: с

те
кл

ян
на

я 
на

са
до

чн
ая

 к
ол

он
ка

 с
 н

еп
о-

дв
иж

но
й 

ф
аз

ой
 O

V-
17

: (
1.

2 
м

 ×
 3

 м
м

); 
те

м
пе

-
ра

ту
ра

 п
ор

та
 в

во
да

: 3
00

°C
; с

ко
ро

ст
ь 

по
то

ка
 

га
за

 н
ос

ит
ел

я 
(H

e)
: 

50
 м

л/
м

ин
; т

ем
пе

ра
ту

ра
 п

еч
и:

 н
ач

ал
ьн

ая
 

21
5°

С
, к

он
еч

на
я 

25
0°

С
; М

С
 (Э

И
-S

IM
): 

m
/z

 =
 1

93
; в

ре
м

я 
ан

ал
из

а:
 5

 м
ин

О
пр

ед
ел

яе
м

ы
е к

он
це

нт
ра

ци
и:

 
1–

10
0 

м
кг

/м
л;

 с
те

пе
нь

 и
зв

ле
-

че
ни

я:
 8

8.
5%

 [3
5]

М
оч

а
(C

B
Z

)
Ж

Ж
Э

: э
кс

тр
аг

ен
т –

 с
м

ес
ь 

ди
хл

ор
м

е-
та

н–
из

оп
ро

па
но

л–
эт

ил
ац

ет
ат

 
(1

 : 
1 

: 3
); 

де
ри

ва
ти

за
ци

я:
 с

м
ес

ь 
ан

ги
д-

ри
да

 у
кс

ус
но

й 
ки

сл
от

ы
 и

 п
ир

ид
ин

а 
(3

 : 
2)

ГХ
: к

ап
ил

ля
рн

ая
 к

ол
он

ка
 H

P 
(1

2 
м

 ×
 0

.2
0 

м
м

 ×
 0

.3
30

 м
км

); 
те

м
пе

ра
ту

ра
 

по
рт

а в
во

да
: 2

70
°C

; т
ем

пе
ра

ту
ра

 п
еч

и:
 н

ач
ал

ь-
на

я 
10

0°
С

, к
он

еч
на

я 
30

0°
С

; с
ко

ро
ст

ь 
по

то
ка

 
га

за
 н

ос
ит

ел
я 

(H
e)

: 
1 

м
л/

м
ин

; М
С

 (Э
И

-S
IM

): 
m

/z
 =

 1
93

с м
ин

 =
 1

0 
нг

/м
л

 [3
6]

П
ла

зм
а 

кр
ов

и
(C

B
Z

)
Ж

Ж
Э

: э
кс

тр
аг

ен
т –

 э
ти

ла
це

та
т;

 в
ну

т-
ре

нн
ий

 с
та

нд
ар

т –
 1

0,
11

-д
иг

ди
др

ок
ар

-
ба

м
аз

еп
ин

ГХ
: к

ор
от

ка
я 

ко
ло

нк
а 

(0
.3

5 
м

 ×
 1.

50
 м

м
 ×

 
×

0.
33

0 м
км

); 
те

м
пе

ра
ту

ра
 п

ор
та

 вв
од

а:
 25

0°
C

; 
те

м
пе

ра
ту

ра
 п

еч
и:

 н
ач

ал
ьн

ая
 10

0°
С

, к
он

еч
на

я 
30

0°
С

; с
ко

ро
ст

ь 
по

то
ка

 га
за

 н
ос

ит
ел

я 
(H

e)
: 

25
 м

л/
м

ин
; М

С
 (Э

И
-M

R
M

): 
m

/z
 =

 1
93

, 
m

/z
 =

 2
36

.

О
пр

ед
ел

яе
м

ы
е 

ко
нц

ен
тр

ац
ии

:
0.

05
0–

0.
5 

м
кг

/м
л

 [3
7]



ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 78  № 6  2023

ВЫСОКОЧУВСТВИТЕЛЬНОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ КАРБАМАЗЕПИНА 551

П
ри

м
еч

ан
ие

: Ж
Ж

Э
 –

 ж
ид

ко
ст

но
-ж

ид
ко

ст
на

я 
эк

ст
ра

кц
ия

, Т
Ф

Э
 –

 т
ве

рд
оф

аз
на

я 
эк

ст
ра

кц
ия

, М
С

 (Э
И

-S
IM

) –
 м

ас
с-

пе
кт

ро
м

ет
ри

я 
с 

эл
ек

тр
ор

ас
пы

ли
те

ль
но

й 
ио

ни
за

ци
ей

в 
ре

ж
им

е 
вы

де
ле

нн
ог

о 
ио

на
, M

ST
FA

 –
 N

-м
ет

ил
-N

-(
тр

им
ет

ил
си

ли
л)

тр
иф

то
ра

це
та

м
ид

.

Ц
ел

ьн
ая

 к
ро

вь
(C

B
Z

)
Д

ис
пе

рс
ио

нн
ая

 т
ве

рд
оф

аз
на

я 
эк

с-
тр

ак
ци

я:
 э

кс
тр

аг
ен

т 
–

 а
це

то
ни

тр
ил

 
и 

эт
ил

ац
ет

ат
; а

ни
он

оо
бм

ен
ны

й 
со

р-
бе

нт
 –

 P
SA

; в
ну

тр
ен

ни
й 

ст
ан

да
рт

 –
 

ди
аз

еп
ам

-d
5

ГХ
: и

сп
ар

ит
ел

ь 
с п

ро
гр

ам
м

ир
уе

м
ой

 те
м

пе
ра

-
ту

ро
й 

дл
я 

вв
од

а 
бо

ль
ш

ог
о 

об
ъе

м
а 

пр
об

ы
 

(P
TV

-L
VI

), 
ка

пи
лл

яр
на

я 
ко

ло
нк

а 
D

B
-1

m
s 

(3
0 

м
 ×

 0
.2

5 
м

м
 ×

 0
.2

5 
м

км
); 

на
ча

ль
на

я 
те

м
пе

-
ра

ту
ра

 п
ор

та
 в

во
да

: 7
0°

C
; т

ем
пе

ра
ту

ра
 п

еч
и:

 
на

ча
ль

на
я 

70
°С

, к
он

еч
на

я 
30

0°
С

; о
бъ

ем
 в

во
-

ди
м

ой
 п

ро
бы

 2
5 

м
кл

; М
С

 (Э
И

-S
IM

): 
m

/z
 =

 1
93

с н
 =

 0
.8

–
4 

м
кг

/м
л;

 с
те

пе
нь

 
из

вл
еч

ен
ия

: 1
11

%
 [3

8]

Б
ио

ло
ги

че
ск

ие
 ж

ид
ко

-
ст

и 
и 

тк
ан

и 
(C

B
Z

 и
 O

XC
)

ТФ
Э

: н
а 

эк
ст

ра
кц

ио
нн

ы
х 

ко
ло

нк
ах

 
St

yr
e 

Sc
re

en
; в

ну
тр

ен
ни

й 
ст

ан
да

рт
 –

 
10

,11
-д

иг
ид

ро
 C

B
Z

.

ГХ
: к

ап
ил

ля
рн

ая
 к

ол
он

ка
 D

B
-1

m
s (

12
 м

 ×
 

×
0.

2 
м

м
 ×

 0
.3

3 
м

км
); 

ск
ор

ос
ть

 п
от

ок
а 

га
за

 
но

си
те

ля
 (H

e)
: 1

 м
л/

м
ин

; т
ем

пе
ра

ту
ра

 п
ор

та
 

вв
од

а:
 2

50
°C

; т
ем

пе
ра

ту
ра

 п
еч

и:
 н

ач
ал

ьн
ая

 
13

0°
С

, к
он

еч
на

я 
29

0°
С

; М
С

 (Э
И

-S
IM

): 
m

/z
 =

 
=

19
3 

–
 C

B
Z

, m
/z

 =
 18

0 
–

 O
XC

с н
 =

 15
 н

г/
м

л
 [3

9]

П
ла

зм
а

(O
XC

)
Ж

Ж
Э

: э
кс

тр
аг

ен
т –

 д
их

ло
рм

ет
ан

; 
вн

ут
ре

нн
ий

 с
та

нд
ар

т –
 к

ар
ба

зе
пи

на
-

10
,11

-ц
ис

-д
ио

ла
 д

ер
ив

ат
из

ац
ия

: 
M

ST
FA

ГХ
: и

сп
ар

ит
ел

ь 
с 

хо
ло

дн
ы

м
 в

во
до

м
; к

ап
ил

-
ля

рн
ая

 к
ол

он
ка

 (2
5 

м
 ×

 0
.3

1 
м

м
 ×

 0
.17

 м
км

); 
ск

ор
ос

ть
 п

от
ок

а г
аз

а н
ос

ит
ел

я (
H

e)
: 1

 м
л/

м
ин

; 
те

м
пе

ра
ту

ра
 п

еч
и:

 н
ач

ал
ьн

ая
 14

0°
С

, к
он

еч
на

я 
24

0°
С

; М
С

 (Э
И

-S
IM

): 
m

/z
 =

 2
81

 –
 O

XC
 п

ро
-

из
во

дн
ое

с м
ин

 =
 0

.1
 н

г/
м

л;
 с

те
пе

нь
 и

зв
ле

-
че

ни
я:

 7
3.

65
%

 [4
0]

П
ла

зм
а 

и 
м

оч
а

(O
XC

)
Ж

ид
ко

ст
на

я 
м

ик
ро

эк
ст

ра
кц

ия
; 

эт
ан

ол
 д

ля
 о

са
ж

де
ни

я 
бе

лк
ов

ы
х 

м
ол

ек
ул

; в
ну

тр
ен

ни
й 

ст
ан

да
рт

 
би

сф
ен

ол
 А

-d
16

ГХ
: к

ап
ил

ля
рн

ая
 к

ол
он

ка
 H

P-
5m

s (
30

 м
 ×

 
×

0.
25

 м
м

 ×
 0

.2
5 

м
км

); 
ск

ор
ос

ть
 п

от
ок

а 
га

за
 

но
си

те
ля

 (H
e)

, 2
.5

 м
л/

м
ин

; т
ем

пе
ра

ту
ра

 п
ор

та
 

вв
од

а:
 2

50
°C

; т
ем

пе
ра

ту
ра

 п
еч

и:
 н

ач
ал

ьн
ая

 
70

°С
, к

он
еч

на
я 

30
0°

С
; М

С
 (Э

И
-S

IM
): 

m
/z

 =
 

=
20

9 
–

 O
XC

с н
 =

 2
1 

м
кг

/к
г;

 с
м

ин
 =

 
=

6.
2

м
кг

/м
л;

 с
те

пе
нь

 и
зв

ле
-

че
ни

я:
 9

7–
99

%

 [4
1]

Ц
ел

ьн
ая

 к
ро

вь
 и

 м
оч

а
(C

B
Z

 и
 O

XC
)

М
ик

ро
эк

ст
ра

кц
ия

 S
iO

2-
C

18
, в

ну
тр

ен
-

ни
й 

ст
ан

да
рт

 –
 к

оф
еи

н
ГХ

: к
ап

ил
ля

рн
ая

 к
ол

он
ка

 R
TX

1m
s (

30
 м

 ×
 

×
0.

25
 м

м
 ×

 0
.2

5 
м

км
); 

ск
ор

ос
ть

 п
от

ок
а 

га
за

 
но

си
те

ля
 (H

e)
: 1

 м
л/

м
ин

; т
ем

пе
ра

ту
ра

 п
ор

та
 

вв
од

а:
 2

70
°C

; т
ем

пе
ра

ту
ра

 п
еч

и:
 н

ач
ал

ьн
ая

 
10

0°
С

, к
он

еч
на

я 
30

0°
С

; в
ре

м
я 

ан
ал

из
а:

 
30

 м
ин

; М
С

 (Э
И

-S
IM

): 
m

/z
 =

 1
93

 –
 C

B
Z

, 
m

/z
=

 2
36

 –
 O

XC

О
пр

ед
ел

яе
м

ы
е к

он
це

нт
ра

ци
и:

 
1–

50
0 

нг
/м

л;
с н

 =
 0

.0
08

0 
нг

/м
л 

–
 O

X
C

; 
с н

 =
 0

.0
06

2 
нг

/м
л 

–
 C

B
Z

; 
ст

еп
ен

ь 
из

вл
еч

ен
ия

: 
69

–
98

%

 [4
2]

О
бъ

ек
т (

оп
ре

де
ля

ем
ое

 
со

ед
ин

ен
ие

)
П

ро
бо

по
дг

от
ов

ка
Ус

ло
ви

я 
пр

ов
ед

ен
ия

 э
кс

пе
ри

м
ен

та
А

на
ли

ти
че

ск
ие

 
ха

ра
кт

ер
ис

ти
ки

Л
ит

ер
ат

ур
а

Та
бл

иц
а 

1.
 О

ко
нч

ан
ие



552

ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 78  № 6  2023

ПИРОГОВ и др.

воссозданных неблагоприятных условиях с це-
лью установления продуктов их деградации. Рас-
творы CBZ и OXC подвергали кислотному и ще-
лочному гидролизу, воздействию окислителя и
высоких температур. Использовали следующий
протокол при проведении эксперимента по ис-
кусственному устареванию. Метанольные рас-
творы, содержащие 1 мг вещества, выпаривали в
девяти пробирках типа Эппендорф в концентра-
торе в течение 15 мин. В три пробирки добавляли
по 3 мл 18%-ной HCl, либо 2 М раствор гидроксида
натрия, либо 3%-ный раствор пероксида водорода,
подкисленный HCl до pH 1 и нагревали в кипящей
водяной бане в течение 10 мин, 30 мин, 1 ч.

Процедура экстракции. Все растворы раздельно
подкисляли 0.1 М HCl до pH 1–2. Далее экстраги-
ровали 2 мл этилацетата и органический слой от-
бирали в пробирки типа Эппендорф. Водную фа-
зу подщелачивали до pH 10 раствором гидроксида
натрия. Затем экстрагировали 2 мл этилацетата и
надосадочную жидкость отбирали в пробирки ти-
па Эппендорф. Кислые и щелочные извлечения
объединяли, и упаривали растворитель в течение
30 мин. Сухие остатки растворяли в 1 мл этилаце-
тата. Переносили полученные растворы в стек-
лянные виалы объемом 2 мл и проводили ГХ-
МС-анализ.

Подготовка образцов биологического материа-
ла. В данной работе методику проведения экс-
тракции оптимизировали и адаптировали для из-
влечения CBZ и OXC из post mortem биологиче-
ской ткани человека. В центрифужную пробирку
объемом 50 мл с завинчивающейся крышкой поме-
щали 2.5 г гомогенизированного образца печени. К
образцу добавляли 100 мкл раствора внутреннего
стандарта в метаноле. Закрытую пробирку помеща-
ли в орбитальный шейкер, встряхивали в течение
30 мин при 300 об/мин. Добавляли в пробирку 5 мл
ацетонитрила, закрывали, помещали в орбиталь-
ный шейкер и встряхивали в течение 10 мин при
300 об./мин. Добавляли смесь солей: 1000 мг суль-
фата магния и 250 мг хлорида натрия. Закрывали
пробирку и интенсивно встряхивали. Поместили
пробирку на ультразвуковую баню на 30 мин,
температура нагрева 30°C. Центрифугировали
пробирку в течение 10 мин при 10000 g. Отбирали
2.7 мл надосадочной жидкости в центрифужную
пробирку объемом 15 мл с завинчивающейся
крышкой, содержащей смесь солей и сорбентов:
350 мг сульфата магния, 200 мг силикагеля С18 и
100 мг PSA. Встряхивали на вортексе в течение 5 мин
при 2000 об/мин. Центрифугировали пробирку в
течение 10 мин при 10000 g. Отбирали 1.5 мл рас-
твора после твердофазной экстракции и перено-
сили в пробирку типа Эппендорф объемом 2 мл.
Упаривали досуха в центрифужном концентрато-
ре в течение 40 мин при 60°C. Добавляли в про-
бирку 150 мкл метанола, встряхивали на вортексе
в течение 2 мин при 2000 об./мин. Переносили

полученный раствор во вставку стеклянной виа-
лы объемом 2 мл. Выполняли ГХ-МС-анализ.

Для расчета концентрации CBZ и OXC в пече-
ни использовали градуировочный график, по-
строенный методом внутреннего стандарта с ис-
пользованием стандартных растворов исследуе-
мых веществ, которые добавляли к ткани печени,
не содержащей CBZ и OXC. Далее подготовку об-
разцов проводили, как описано выше. При дан-
ном способе определения потери аналита при
изолировании не влияют на результат анализа.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Идентификация продуктов деградации карбама-

зепина и окскарбазепина. Методом ГХ-МС уста-
новили продукты деградации, образующиеся в
процессе гидролиза и окисления. В табл. 2 пред-
ставлены структурные формулы продуктов дегра-
дации, их времена удерживания и масс-спектры.

На всех хроматограммах наблюдается интен-
сивный пик IM, его образование связано с термо-
деградацией CBZ в испарителе.

Найдено, что под действием 18%-ной HCl про-
исходит частичное разложение молекулы CBZ с
процентом деградации ~12% и образуются три ос-
новных продукта: IM, AI, АI-9-карбальдегид. От-
носительное содержание IM растет при увеличе-
нии продолжительности реакции. Относительное
содержание продукта 10,11-дигидрокарбамазепи-
на уменьшается с увеличением продолжительно-
сти реакции, так как при длительном воздействии
высокой температуры отщепляется CONH2-груп-
па и 10,11-дигидрокарбамазепин (№ 9, табл. 2) пе-
реходит в иминодибензил. Наличие пика АI-9-
карбальдегида свидетельствует об образовании
CBZ-EP, который в условиях хроматографического
определения перегруппировывается с отщеплени-
ем CONH2-группы. Хлорированные производные
CBZ и IM образуются через 10 мин после начала ре-
акции, при этом 10-хлор-CBZ (№ 11, табл. 2) с вре-
менем удерживания 13.08 мин оказывается неста-
бильным в условиях эксперимента и уже через
полчаса его не удалось идентифицировать.

Под действием 0.1 М раствора щелочи разло-
жение молекул CBZ практически не происходит.

Под действием окислителя (пероксид водоро-
да, подкисленный соляной кислотой) происхо-
дит частичное разложение CBZ (процент деграда-
ции ~82%) с образованием трех превалирующих
продуктов IM, AI, АI-9-карбальдегида, причем AI
образуется в значительно большем количестве,
чем IM. Продукт окисления АО и CBZ не удалось
разделить в данных условиях, на хроматограмме
они элюируются одним пиком, но в режиме SIM по
выбранным ионам 195 и 193 соответственно рассчи-
тали их относительные количества (табл. 3). Про-
дукт разложения 10,11-дигидрокарбамазепина и
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Таблица 2. Структурные формулы предполагаемых продуктов деградации карбамазепина и окскарбазепина, 
полученные в условиях кислотного и щелочного гидролиза и окисления

№ Название Способ получения 
продукта деградации

tR, мин
Молярная 

масса, 
г/моль

Структурная формула

1 Акридин (AI) Щелочной гидролиз, кис-
лотный гидролиз, окисление 9.8 179

2 10H-Феноксазин Окисление 10.1 183

3 Иминодибензил (ИДБ) Щелочной гидролиз, кис-
лотный гидролиз, окисление 10.5 195

4 Иминостильбен (AI) Щелочной гидролиз, кис-
лотный гидролиз, окисление 10.7 236

5 9-Хлоракридин (9-Cl-акридин) Окисление 10.8 213

6 Акридин-9-карбальдегид (АI-9-
карбальдегид)

Щелочной  гидролиз, кис-
лотный гидролиз, окисление 11.1 207

7 10-Хлор-5H-дибензо[b,f]азе-
пин (10-Cl-ИДБ)

Кислотный гидролиз, 
окисление 11.6 227

8 10H-Дибензо[b,f]азепин-10-он 
(О-ИДБ)

Щелочной гидролиз, кис-
лотный гидролиз, окисление 11.6 209

9 10,11-Дигидро-CBZ Щелочной гидролиз, кис-
лотный гидролиз, окисление 12.2 238

10 Акридин-9-он (АО) Окисление 12.4 195

N

NH

O

NH

NH

N

Cl

N

O

NH

Cl

NH

O

N

O
NH2

NH

O
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продукт окисления 10H-феноксазин оказались
нестабильными в условиях проведения экспери-
мента и идентифицируются только на хромато-
грамме, полученной при минимальном времени
гидролиза. Наоборот, хлорированные производ-
ные АО (9), 4-Cl-AO и 4,5-ди-Cl-АО образуются
только через 30 мин.

Окскарбазепин обладает скудным набором
стабильных во времени продуктов деградации.

Определение карбамазепина и окскарбазепина.
Известно, что терапевтический диапазон кон-

центраций CBZ и OXC в печени варьируется
от 200 нг/г до 2 мкг/г, а токсические концентра-
ции – от 2 мкг/г, содержания ниже 200 нг/г отно-
сят к следовым количествам. Чувствительность
метода ГХ-МС достаточна для обнаружения и
определения CBZ и OXC на таких уровнях без
предварительного концентрирования. Определе-
ние проводили с использованием AM в качестве
внутреннего стандарта (ВС).

Результаты жидкостной экстракции высоких
концентраций CBZ и OXC из модельных раство-

Условия: капиллярная колонка DB-5ms (25 м × 0.25 мм × 0.25 мкм), газ-носитель гелий, скорость потока 1 мл/мин, режим
SCAN.

11 10-Хлор-CBZ (10-Cl-CBZ) Кислотный гидролиз, 
окисление 13.1 270

12 4,5-Дихлоракридин-9-он (4,5-
ди-Cl-АО) Окисление 13.3 263

13 4-Хлоракридин-9-он (4-Cl-АО) Окисление 13.7 229

14 5H- Дибензо[b,f]азепин-10,11-
дион (2О-ИДБ) Окисление 13.7 223

№ Название Способ получения 
продукта деградации

tR, мин
Молярная 

масса, 
г/моль

Структурная формула

N

Cl

O
NH2

NH

O

Cl Cl

NH

O

Cl

NH

O O

Таблица 2. Окончание

Таблица 3. Средние относительные содержания продуктов деградации карбамазепина (%) в условиях окисле-
ния, рассчитанные методом внутренней нормализации (n = 3)

Время 
реакции, 

мин
IM AI ИДБ

АI-9-
Карбаль-

дегид

10,11-
Дигидро-

CBZ
9-Cl-AI 10-Cl-

ИДБ

10-
Хлор-
CBZ

АО 4-Cl-
AO

4,5-
Ди-Cl-

АО

10H-
Фенокса-

зин

10 3 73 0.2 7 0.1 2 0.03 0.2 2.5 – – 0.13
30 2 83 0.3 9 – 2 0.01 0.2 2.8 0.6 0.05 –
60 0.5 83 0.5 7 – 2 0.02 0.2 3.3 2.3 0.40 –
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ров оказались неудовлетворительными: интен-
сивность пиков CBZ в 50 раз меньше, чем при ис-
пользовании процедуры QUECHERS (рис. 3).
Большие потери аналита могут быть связаны с
образованием эмульсии и плохим разделением
слоев, а также с гидрофильностью определяемых
соединений. Выбранные ионы для идентифика-
ции и определения, а также времена удерживания
веществ приведены в табл. 4. Некоторые метро-
логические характеристики приведены в табл. 5.
В качестве аналитического сигнала использовали
отношение площади хроматографического пика,
соответствующего CBZ и OXC, к площади пика
внутреннего стандарта (Si/SBC).

Для CBZ предел обнаружения (cмин) рассчиты-
вали на основе соотношения сигнал/шум S/N = 3
для проб с низкими концентрациями. Предел об-

наружения исследуемых антиэпилептических
препаратов составил 0.1 мкг/г для образцов тка-
ни. Предел определения (cн) рассчитывали на ос-
нове соотношения S/N = 10; он составил 0.3 мкг/г
для образцов ткани. Правильность и воспроизво-
димость оценивали в ходе одного эксперимента
на трех уровнях концентраций CBZ и OXC –
нижнем, среднем и высоком. Получили удовле-
творительные результаты: значения для образцов
печени при разных концентрациях аналитов ни-
же 20%, что соответствует требованиям Руковод-
ства по валидации Российского центра судебно-
медицинской экспертизы [43].

На рис. 4 представлены хроматограммы двух
образцов печени человека (посмертные эксперт-
ные образцы ткани печени проанализированы в
Российском Центре судебно-медицинской экс-

Рис. 3. Хроматограммы модельных растворов гомогенизатов печени с добавлением 5 мкг/г карбамазепина: (а) экс-
тракция QUECHERS; (б) жидкостная экстракция. Капиллярная колонка DB-5ms (25 м × 0.25 мм × 0.25 мкм), газ-но-
ситель гелий, скорость потока 1 мл/мин, температура испарителя 250°С, режим SCAN.
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Таблица 4. Времена удерживания компонентов и ионы, выбранные для определения карбамазепина и окскарба-
зепина

Вещество Молекулярный ион (m/z) Ионы, выбранные для 
определения (m/z) Время удерживания, мин

CBZ 236 193 12.47

AM (ВС) 277 58 11.85

OXC 252 209 12.96
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пертизы). Содержание CBZ в образце 1 составило
1.1 мкг/г, в образце 2 – 1.7 мкг/г. Таким образом,
концентрации CBZ в обоих образцах лежат в те-
рапевтическом диапазоне, так что, по-видимому,
смерть наступила не по причине отравления CBZ.
Окскарбазепин и его метаболиты, а также про-
дукты деградации карбамазепина в образцах не
обнаружены.

* * *
Таким образом, разработан способ определе-

ния карбамазепина и окскарбазепина в тканях
печени (post moptem) методом газовой хроматогра-
фии с масс-спектрометрическим детектировани-
ем. В качестве внутреннего стандарта использо-
ван амитриптилин. Для пробоподготовки образ-
цов биоматериала предложена процедура
QUECHERS. Исследованы продукты деградации
карбамазепина и окскарбазепина в модельных
растворах при щелочном и кислотном гидролизе
и окислении. Предварительно идентифицирова-
ны 14 метаболитов и продуктов деградации. Уста-
новлено, что наибольшее их количество образу-

ется при окислении подкисленным до pH 1–2
3%-ным раствором пероксида водорода. Опреде-
лены основные аналитические характеристики
разработанного способа определения карбамазе-
пина и окскарбазепина в тканях печени. Предел
обнаружения составляет 0.1 мкг/г и 0.2 мкг/г для
CBZ и OXC соответственно. Установлено соот-
ветствие разработанного способа требованиям
Руководства по валидации Российского центра
судебно-медицинской экспертизы. Проведен
анализ двух образцов post mortem печени, опреде-
лены уровни концентраций карбамазепина. Най-
денные концентрации карбамазепина составля-
ют 1.1 мкг/г в образце 1 и 1.7 мкг/г в образце 2.

Исследование проводилось с использованием обо-
рудования ЦКП МГУ “Технологии получения новых
наноструктурированных материалов и их ком-
плексное исследование”, приобретенного МГУ по
программе обновления приборной базы в рамках на-
ционального проекта “Наука” и в рамках Програм-
мы развития МГУ.

Таблица 5. Метрологические характеристики способа определения карбамазепина и окскарбазепин в образцах
тканей печени методом ГХ-МС (n = 5, P = 0.95)

Соединение cмин, мкг/г cн, мкг/г Диапазон 
линейности, мкг/г

Уравнение градуировочной 
зависимости

sr

CBZ 0.1 0.3 0.3–5.0
r = 0.998  = 0.2942ci – 0.0136 0.08

OXC 0.2 0.5 0.5–5.00
r = 0.998  = 0.054ci – 0.008 0.09

i ВСS S

i ВСS S

Рис. 4. Хроматограммы образцов post mortem печени: (а) образец 1; (б) образец 2. Режим SIM. Условия анализа см. в
тексте.
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