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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность темы исследования. Несмотря на то, что химиотерапия 

является одним из наиболее эффективных методов консервативного лечения 

злокачественных новообразований [1], ее применение ограничивается серьезными 

побочными эффектами, причиной возникновения которых является 

неспецифическое воздействие химиотерапевтических агентов на здоровые клетки 

организма [2-4]. Одним из путей решения данной проблемы является 

использование систем доставки лекарственных средств (СДЛС), которые 

уменьшают число возникающих побочных эффектов за счет селективного 

накопления в опухоли [5-8]. Более того, высвобождение терапевтического агента в 

целевом участке может быть инициировано за счет воздействия таких факторов как 

температура, переменное магнитное поле или ультразвуковое (УЗ) излучение, что 

в свою очередь позволяет использовать индивидуальные режимы лечения [9, 10, 

11].  

Обладающие магнитными свойствами СДЛС могут быть использованы для 

магнитно-направленной доставки химиотерапевтических агентов, а также в 

качестве МРТ-контрастных средств [12]. Для этой цели применяют нано- и 

микрочастицы на основе Fe(0), Fe2O3, Fe3O4. При этом, микроразмерные частицы 

имеют ряд преимуществ по сравнению с наночастицами. Так, за счет 

положительного воздействия локальных неоднородностей магнитного поля 

микрочастицы обладают большей интенсивностью контрастирования и менее 

восприимчивы к экстравазации или неспецифическому поглощению 

эндотелиальными клетками [13]. Однако, предложенные в литературе методы 

получения магнитных частиц являются многостадийными и не позволяют достичь 

оптимальных параметров для разработки эффективной СДЛС вследствие 

полимодального распределения размеров получаемых частиц, низкой емкости 

загрузки химиотерапевтического агента и нестабильности конъюгатов при 

физиологических значениях рН. Таким образом, разработка новых методик синтеза 

магнитных микрочастиц, обладающих оптимальными параметрами для создания 
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эффективной системы доставки лекарственных средств на их основе, с 

возможностью ее применения в терапии и диагностике онкозаболеваний, является 

актуальной задачей. 

Степень разработанности темы. За последние годы опубликован ряд 

исследований, посвященных разработке и изучению систем доставки 

лекарственных средств на основе микроразмерных носителей, среди которых 

микрочастицы ноль-валентного железа представляют наибольший интерес [13, 14]. 

Однако, имеющиеся на сегодняшний день способы получения микрочастиц Fe(0) 

обладают рядом недостатков, основными из которых являются низкая 

экономическая эффективность и доступность методов, высокая токсичность 

используемых реактивов, а также широкий диапазон размеров получаемых частиц. 

Кроме того, в доступной литературе не представлены методики стандартизации 

гибридных СДЛС (металлическое ядро с органическим покрытием и 

терапевтическим агентом) с многокомпонентным составом.  

Цель исследования. Разработка однореакторного синтеза и методик 

контроля качества микроразмерной системы доставки доксорубицина на основе 

ноль-валентного железа (Fe-CS-ДОКС) для тераностики локализованных солидных 

опухолей. 

Задачи, которые необходимо решить для достижения поставленной 

цели: 

1. Установить степень влияния параметров синтеза микрочастиц железа и 

определить их оптимальные значения. 

2. Установить степень влияния параметров синтеза конъюгата с 

химиотерапевтическим агентом (Fe-CS-ДОКС) и определить их оптимальные 

значения. 

3. Изучить высвобождение доксорубицина (in vitro) из Fe-CS-ДОКС при 

воздействии стимулирующих факторов. 
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4. Изучить контрастные свойства (in vivo) полученного носителя (Fe-CS) 

в МРТ исследовании. 

5. Разработать и валидировать методики стандартизации для включения в 

проект НД на лиофилизат для приготовления суспензии для внутривенного 

введения «Коньюгат Fe-CS-ДОКС». 

Научная новизна:  

1. Впервые разработана методика однореакторного («single tube») синтеза 

носителя на основе микрочастиц Fe(0) с мономодальным распределением и 

возможностью контроля размеров.  

2. Установлено влияние параметров синтеза на размер микрочастиц 

Fe-COOH при восстановлении Fe3+ боргидридом натрия, с последующей 

стабилизацией 4-карбоксибензилдиазония тозилатом. 

3. Впервые изучено высвобождение доксорубицина из коньюгата Fe-CS-

ДОКС под воздействием внешних (ультразвуковое излучение) и внутренних (рН 

среды) факторов.  

4. Впервые исследованы in vivo МРТ-контрастные свойства полученного 

носителя Fe-CS.  

5. Впервые определены показатели качества лиофилизата микрочастиц 

Fe-CS-ДОКС. 

Научная новизна подтверждена патентом РФ на изобретение № 2696303 

«Способ получения микрочастиц ноль-валентного железа, иммобилизованных 

терапевтическим агентом» (опубл. 01.08.2019).  

Практическая значимость. Разработанный носитель на основе 

микрочастиц Fe(0) с мономодальным распределением (1-10 мкм) может быть 

использован в качестве контрастного агента для лучевой диагностики (МРТ), а 

также в качестве носителя химиотерапевтических лекарственных средств (ХТС), 

значительно повышая эффективность терапии онкологических заболеваний и 
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сниижая частоту возникновения побочных эффектов, за счет направленной 

доставки ХТС и его контролируемого высвобождения. Установленные 

закономерности получения микрочастиц Fe(0) могут быть использованы для 

создания на их основе ЛС для транскатетерной артериальной хемоэмболизации или 

систем таргетной доставки ХТС.  

На основе валидации разработанных методик стандартизации предложен 

проект нормативной документации на лекарственную форму «Коньюгат Fe-CS-

ДОКС» для внутривенного введения (Приложение 1). Результаты проведенных 

исследований внедрены в учебную работу кафедры фармацевтического анализа 

ФГБОУ ВО СибГМУ Минздрава России, кафедры фармацевтической химии 

ФГБОУ ВО НГМУ Минздрава России и кафедры фармацевтической химии с 

курсами аналитической и токсикологической химии ФГБОУ ВО БГМУ Минздрава 

России (Приложение 2). 

Степень достоверности и апробация результатов. Достоверность 

результатов диссертационного исследования основывается на значительном 

объеме экспериментальных данных, полученных с применением адекватных 

поставленным задачам методик на основе современных аналитических методов 

исследования. Полученные результаты обработаны соответствующими 

статистическими методами и представлены в виде рисунков и таблиц в тексте 

диссертации и в приложениях.  

Результаты диссертационной работы представлены на конференциях: 

Международной научно-практической конференции студентов и молодых ученых 

имени профессора Л.П. Кулёва (Томск, 2017, 2018); Всероссийской конференции 

молодых учёных-химиков с международным участием (Нижний Новгород, 2018); 

Всероссийской конференции с международным участием посвященной памяти 

академика А.Е. Фаворского: V научные чтения (Иркутск, 2017); Международной 

конференции «NANOCON: Conferenceon Nanomaterials» (Брно, 2017); 

Международной конференции «EFMC International Symposium on Medicinal 

Chemistry» (Любляна, 2018). 
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Основные положения, выносимые на защиту.  

1. Методика однореакторного синтеза носителя Fe-CS на основе 

микрочастиц Fe(0), позволяющая получить частицы с мономодальным 

распределением размеров. 

2. Методика однореакторного синтеза конъюгата Fe-CS-ДОКС. 

3. Результаты изучения (in vitro) высвобождения доксорубицина при 

воздействии ультразвукового излучения и при различных значениях рН среды. 

4. Результаты изучения (in vivo) МРТ-контрастных свойств носителя Fe-

CS. 

5. Стандартизация конъюгата Fe-CS-ДОКС и валидация разработанных 

методик контроля качества.  

Личный вклад автора в проведенное исследование и получение научных 

результатов. Автор принимал непосредственное участие в планировании, 

получении экспериментальных данных, их обработке и систематизации, 

обобщении и обсуждении результатов диссертационной работы, а также написании 

текста диссертационной работы и всех опубликованных работ по тематике 

исследования.  

Соответствие диссертации паспорту научной специальности. 

Диссертация соответствует паспорту специальности 14.04.02 Фармацевтическая 

химия, фармакогнозия, а именно, области исследований, соответствующей п. 2 – 

Формулирование и развитие принципов стандартизации и установление 

нормативов качества, обеспечивающих терапевтическую активность и 

безопасность лекарственных средств и п. 3 – Разработка новых, 

совершенствование, унификация и валидация существующих методов контроля 

качества лекарственных средств на этапах их разработки, производства и 

потребления. 
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Публикация материалов исследования. Основные результаты 

исследования легли в основу 12 работ, в том числе 3-ех статей в журналах из 

перечня ВАК, 1-го патента Российской Федерации и 8 тезисов докладов на 

международных и всероссийских конференциях.  

Благодарности. Автор выражает глубокую благодарность руководителю, 

д. фарм.н., профессору М.В. Белоусову, к.х.н. С.В. Кривощекову и д.х.н., 

профессору М.С. Юсубову за организацию и помощь в проведении исследований; 

к.х.н., доценту П.С. Постникову и PhD. А. Ди Мартино за консультативную 

помощь, и ценные рекомендации при изучении тераностических свойств 

разработанной системы, а также д.мед. наук, профессору В.Ю. Усову за проведение 

МРТ-исследования полученного носителя и анализ результатов. 

Структура и объем работы. Материалы диссертационного исследования 

представлены на 166 страницах. Диссертационная работа включает введение, 

литературный обзор (глава 1), материалы и методы исследования (глава 2), 

обсуждение собственных исследований (глава 3), изучение тераностических 

свойств разработанной системы (глава 4), заключение, список литературы, 

приложения. Диссертация содержит 28 таблиц и 34 рисунка. Список литературы 

состоит из 198 работ, 172 из них на иностранном языке. 
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ИСТОЧНИКОВ ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1. Химиотерапевтические средства в онкологии 

Химиотерапия представляет собой метод лечения онкологических 

заболеваний с использованием одного или нескольких цитотоксических агентов, 

нацеленных на быстро пролиферирующие раковые клетки [15]. На сегодняшний 

день существует множество классов ХТС, обладающих индивидуальным 

механизмом действия и характерными побочными эффектами, возникающими за 

счет отсутствия специфичности ХТС к опухоли [16-20]. Несмотря на то, что 

химиотерапия является одним из основных подходов к лечению злокачественных 

новообразований, ее возможности существенно ограничиваются низкой 

биодоступностью ХТС, их неоднородным распределением в целевом участке, а 

также многочисленными побочными эффектами [21-23]. Более того, для 

достижения максимальной эффективности лечения так же необходим мониторинг 

индивидуального терапевтического отклика, проведение которого осуществляется 

с использованием современных методов диагностики (УЗИ, КТ, МРТ). Однако, в 

связи с отсутствием контрастирующей активности у основных ХТС, для 

применения данного подхода требуется дополнительное использование 

визуализирующих агентов [24]. На сегодняшний день, существует несколько 

способов преодоления данных ограничений, наиболее эффективными из которых 

являются применение тераностических средств (ТС) и систем целевой доставки. 

Тераностика представляет собой комплексный подход к лечению 

онкозаболеваний, позволяющий в значительной степени повысить эффективность 

проводимой терапии и диагностики, за счет контрастных свойств ТС и их 

избирательного накопления в опухоли [25, 26]. 

Другой подход заключается в использовании систем доставки лекарственных 

средств (СДЛС), которые помимо снижения частоты возникновения побочных 

эффектов (за счет целевой доставки химиотерапевтического агента в опухоль), 

позволяют применять новые, более эффективные режимы лечения онкологических 

заболеваний (контролируемая динамика высвобождения ХТС) [27]. 
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1.2. Системы доставки лекарственных средств 

Разработка первых носителей лекарственных средств берет свое начало с 

середины 60 годов ХХ века (рисунок 1). Так, в 1965 году группой ученых, под 

руководством Бангама были разработаны наноразмерные липосомы на основе 

фосфолипидов [28]. В последующие годы, наблюдалось интенсивное развитие 

данной области, что привело к появлению новых типов носителей, таких как 

полимерные системы (1976), дендримеры (1978), а также ПЭГ-липосомы (1980) 

[29, 30]. 

 

Рисунок 1 – Развитие систем доставки химиотерапевтических средств [31] 

Первыми системами доставки, одобренными управлением по санитарному 

надзору за качеством пищевых продуктов и медикаментов США (FDA) стали 

препараты Doxil (1995) и Myocet (2000), являющиеся ПЭГ-модифицированными 

липосомами, загруженными доксорубицином, а также Abraxane (2005), 

представляющий собой конъюгат паклитаксела и наночастиц альбумина. 

Благодаря своей высокой эффективности, первые СДЛС нашли широкое 

применение в терапии многих видов злокачественных новообразований, таких как 

СПИД-ассоциированная саркома Капоши, рак яичников, молочной и 

поджелудочной железы, и т.д. [32-36].  

Таким образом, внедрение первого поколения СДЛС в медицинскую 

практику позволило значительно уменьшить число возникающих побочных 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click on image to zoom&p=PMC3&id=5562049_OR-38-02-0611-g00.jpg
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эффектов проводимой химиотерапии, однако, для достижения максимальной 

биодоступности и эффективности переносимых ХТС, необходимо применение 

систем, реализующих принцип активного нацеливания на опухоль.  

Второе поколение СДЛС характеризуется наличием специфических к 

определенному виду опухоли маркеров, что позволяет существенно повысить 

эффективность лечения, за счет избирательного накопления системы в целевом 

участке. Одной из таких СДЛС, одобренной в 2013 году для лечения HER-2-

позитивного рака молочной железы является конъюгат химиотерапевтического 

средства - мертансина и моноклонального антитела трастузумаба, благодаря 

которому обеспечивается целевая доставка ХТС непосредственно в опухоль [37]. 

В последние годы, значительные усилия исследователей направлены на 

создание СДЛС с возможностью контролируемого высвобождения 

терапевтического агента. Использование данных систем позволяет существенно 

повысить эффективность проводимой химиотерапии благодаря возможности 

изменения профиля высвобождения полезной загрузки в соответствии с 

индивидуальными особенностями пациента. Инициирование высвобождения, в 

свою очередь, может осуществляться под воздействием стимулирующих факторов, 

которые делятся на внешние (физические стимулы, включая свет, ультразвуковое 

излучение, электрическое и магнитное поле) и внутренние (изменение pH, 

температуры или окислительно-восстановительного состояния) [38] (рисунок 2). 

Стимулирующий потенциал внутренних факторов реализуется за счет 

существенных различий между физиологическими параметрами здоровых и 

опухолевых тканей, в результате чего, обеспечивается контролируемое 

высвобождение терапевтического агента непосредственно в опухоли. Среди 

стимулирующих факторов данной группы, наиболее часто используемым при 

создании СДЛС является разность значений рН между опухолевой и здоровой 

тканью. К преимуществам рН чувствительных систем относятся простота создания 

носителей, а также высокая интенсивность высвобождения полезной загрузки. 
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Рисунок 2 – Внутренние и внешние стимулирующие факторы 

Стимулирующие 

факторы 
Внутренние Внешние 

             Разность значений в опухолевых (6.5-6.9) 

.............и нормальных тканях (7.2-7.4) - эффект 

Варбурга [39-41]. Механизмы: Разрушение 

молекул задействованных в конъюгации 

(кросслинкеров) [42]; Протонирование 

функциональных групп [43]; Разрушение 

носителя [44]; Расщепление рН-лабильных связей 

между ЛС и носителем [31]. 

..............................  .... Механизм: Фотоизомеризация, фотоокисление, фототермическое 

воздействие [48, 49]. Преимущества: Простота, неинвазивность, регулировка интенсивности, 

длительности воздействия [50]. Недостатки: недостаточная безопасность и биоразлагаемость 

используемых компонентов, низкая глубина проникновения в ткани (УФ и видимой областях), риск 

повреждения тканей и фотодеструкции терапевтического агента [46, 48, 51]. 

рН 

             Разность температуры в опухолевых и 

.............здоровых тканей [45]. Механизм: 

Изменение структуры (от сжатой формы до 

набухшей и наоборот) и растворимости 

термочувствительных полимеров, входящих в 

состав носителя [46]. 

t0C 

                                       Разность окислительно-

восстановительных условий между здоровыми и 

раковыми клетками. Механизм: Разрушение 

конъюгата за счет восстановительного 

расщепления ковалентных (дисульфидных) 

связей, ОВ-чувствительных кросслинкеров [46, 

49]. 

ОВ потенциал 

Световое излучение 

                                                          Механизм: Электрохимическое окисление/восстановление 

компонентов, движение заряженных молекул под действием электрического поля, обратимое 

расщепление супрамолекул. Преимущества: Изменение режимов высвобождения ЛС (длительное, 

импульсное). [52, 53]. Недостатки: низкая глубина проникновения в ткани и риск их повреждения 

[51, 54]. 

Электрическое поле  

                                           Механизм: Эффект магнитного нагрева (увеличение скорости пассивной 

диффузии ЛС) [55], разрушение носителя и конформационные изменения компонентов [56, 57]. 

Преимущества: Минимальное воздействие на органы и ткани, различные профили высвобождения 

ЛС. Недостатки: Сложность настройки внешнего магнитного поля, для достижения адекватной 

фокусировки и глубины его проникновения в ткани [58, 59]. 

Магнитное поле  

      ююююююююююМеханизм: Термическое и механическое воздействие (растяжение и разрыв      

химических связей) [60, 61]. Преимущества: Неинвазивность, отсутствие ионизирующего 

излучения, простая регулировка глубины проникновения, облегчение диффузии ЛС (увеличению 

проницаемости биологических барьеров, за счет локального нагрева и образования кавитационных 

пузырьков) [62, 63]. Недостатки: Риск повреждения здоровых тканей [64]. 

УЗ излучение  
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Внешние стимулирующие факторы, в свою очередь, позволяют 

осуществлять более точный контроль высвобождения ЛС. Среди СДЛС, 

обладающих чувствительностью к факторам данной группы, системы 

доставки, с возможностью высвобождения полезной загрузки под 

воздействием магнитного и ультразвукового полей обладают значительными 

преимуществами, а именно возможностью их использования в качестве 

контрастных агентов при УЗ и МРТ исследованиях, а также интенсивным и 

прогнозируемым высвобождением терапевтического агента [65]. Однако, для 

обеспечения оптимального профиля высвобождения полезной загрузки, 

современные СДЛС должны обладать, чувствительностью как к внешним, так 

и внутренним стимулам. 

1.2.1. Классификация систем доставки ЛС 

Благодаря постоянным исследованиям в области целевой доставки 

лекарственных средств, с каждым годом появляются новые, более 

эффективные системы, способные значительно снизить частоту 

возникновения побочных эффектов, а также повысить эффективность 

проводимой химиотерапии, за счет возможности применения 

персонализированного подхода к лечению пациентов (контролируемое 

высвобождение, тераностика).  

Системы доставки (рисунок 3) могут быть классифицированы в 

соответствии с размером носителя (нано-, микро-), происхождением 

компонентов (фосфолипиды, полимеры, неорганические материалы и т.д.) и 

областью применения (терапия, тераностика). Каждый класс обладает 

характерными преимуществами и недостатками, а также чувствительностью к 

стимулирующим факторам. 

Таким образом, несмотря на имеющиеся недостатки, СДЛС позволяют 

существенно повысить эффективность химиотерапии за счет возможности 

контролируемого высвобождения ЛС, а также значительного снижения 

частоты возникновения побочных эффектов [92-94]. Однако, для достижения 

максимальной эффективности лечения, необходимо осуществление контроля 
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проводимой терапии посредством инструментальных методов диагностики 

(ультразвуковое исследование, магнитно-резонансная томография и др.). 

Такой подход позволит использовать индивидуально подобранные и наиболее 

эффективные режимы лечения для каждого пациента. В связи с этим, 

разработка тераностических СДЛС, которые одновременно сочетают в себе 

свойства как носителя ХТС, так и визуализирующего агента является 

актуальным направлением в области создания систем доставки. В то же время, 

особые свойства неорганических материалов (оптические, электрические и 

магнитные) делают их наиболее перспективной платформой для создания 

тераностических носителей лекарственных средств. 
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Рисунок 3 – Классы систем доставки лекарственных средств

Системы доставки лекарственных средств 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Липосомы 

Микро/наноразмерные сферы, 

состоящие из водного ядра, 

окруженного одним или 

несколькими слоями 

фосфолипидов и холестерола, 

образующими липидный 

бислой [66, 67]. Недостатки: 

Быстрый захват клетками 

ретикуло-эндотелиальной 

системы (РЭС) [68, 69]. 

Неорганические 

носители Неорганические материалы являются весьма 

перспективной платформой для создания СДЛС, 

благодаря своим уникальным оптическим, 

электрическим или магнитным свойствам [80]. 

Представителями данного класса являются микро- и 

наночастицы железа оксида [81, 82], квантовые точки 

[83], наночастицы золота [84] и кремния [85, 86], а так 

же углеродные нанотрубки [87]. Преимущества: 

Высокая биосовместимость и стабильность, 

возможность использования в тераностике, магнитно-

направленная доставка [88-90]. Недостатки: низкая 

стабильность и токсичность некоторых носителей 

(наночастицы золота) [91, 92], микроразмерные 

носители могут вызывать нецелевую эмболизацию в 

случае утечки из места введения, либо присутствия 

крупных фракций, в связи с чем, требуется тщательный 

контроль размеров частиц при их получении. 

Дендримеры. Глобулярные наноразмерные (1–100 нм) 

макромолекулы со сложной сферической структурой [70]. 

Характеризуются большим числом концевых функциональных групп 

[71, 72]. Недостатки: потенциальная токсичность из-за присутствия 

в структуре таких соединений как полиамидоамина, 

полипропиленимина и поли-L-лизина [73]. Мицеллярные 

наночастицы. Полимерные наночастицы, с уникальной структурой, 

состоящей из гидрофобной части (ядра), выступающей в качестве 

резервуара для лекарственного средства и гидрофильной оболочки, 

которая придает стерическую стабильность системе и обеспечивает 

увеличенное время циркуляции в системном кровотоке [74]. 

Недостатки: низкая емкость загрузки ЛС, низкая стабильность in vivo 

[75, 76]. Микрочастицы. Два основных типа: микрокапсулы (ядро с 

ЛС, окруженное полимерной оболочкой) и микросферы  

(лекарственное средство распределено по всему объему носителя) 

[77; 78]. Недостатки: затруднительный контроль и вариабельность 

дозы высвобождения ЛС, риск их утечки из места введения 

(нецелевая эмболизация), сложность изготовления, 

многокомпонентность состава [18, 79]. 

Полимерные 

платформы 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click on image to zoom&p=PMC3&id=5562049_OR-38-02-0611-g03.jpg
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1.2.2. Неорганические системы доставки лекарственных средств для 

терапиии диагностики 

Углеродные нанотрубки (УНТ), представляют собой аллотропную форму 

углерода с цилиндрической наноструктурой [95, 96]. Преимуществами их 

использования в качестве тераностических СДЛС являются высокая 

биосовместимость и большая площадь поверхности (благодаря внешней и 

внутренней поверхности трубки), которая обеспечивает высокую загрузку 

терапевтических и диагностических агентов. Более того, способность УНТ 

поглощать ближнее инфракрасное излучение делает их перспективными 

контрастными средствами для фотоакустической и термоакустической томографии 

[97], а также обеспечивает возможность их применения в качестве 

фототермического агента [98, 99]. 

Несмотря на то, что УНТ имеют большие перспективы в терапии и 

диагностике онкозаболеваний, их использование по-прежнему ограничивается 

такими недостатками как низкая растворимость в воде (затрудненная 

функционализация поверхности), высокая стоимость производства, а также 

высокая тенденция к агрегации [100-102]. 

Еще одной платформой для создания носителей лекарственных средств 

являются мезопористые наночастицы кремния (МНК). Данный материал обладает 

высокой площадью поверхности благодаря пористой структуре, в результате чего, 

системы доставки на основе МНК способны инкапсулировать относительно 

большие количества биологически активных молекул [103, 104]. Благодаря ряду 

преимуществ, таких как легко изменяемый размер частиц и размер пор, высокая 

стабильность (устойчивость к нагреву, гидролизу, воздействию рН и механическим 

воздействиям), жесткая основа, большая площадь поверхности и ее 

бифункциональность (наличие внутренней и внешней поверхности), а также 

простота методик изготовления МНК, обуславливается высокий интерес 

исследователей из различных областей (материаловедение, катализ и т.д.) [105, 

106]. Однако основными ограничениями их применения в клинической практике 
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являются, низкая специфичность платформ к опухолевым клеткам, токсичность 

компонентов носителя, сложность дозирования (т.к. доза для достижения 

терапевтического эффекта, как правило, намного выше дозы, требующейся для 

диагностики), а также подверженность агрегации in vivo, которая может приводить 

как к потере тераностической функциональности, так и к окклюзии капилляров 

печени, легких, почек и селезенки.  

Следующей платформой для создания тераностических носителей ХТС 

являются квантовые точки (КВТ), представляющие собой наноразмерные 

кристаллы (халькогениды металлов - CdSe, CdTe, CdS и др.), способные 

генерировать световое излучение, при воздействии на них света видимой области 

спектра [107]. Длина волны испускаемого света, в свою очередь, зависит как от 

размера КВТ, так и от их химического состава. Помимо эндогенного оптического 

контраста, КВТ также обладают большой функциональной поверхностью, которая 

может быть использована для загрузки терапевтического агента. Еще одно 

существенное преимущество использования КВТ, по сравнению с традиционными 

флюорофорами заключается в том, что они в меньшей степени подвержены 

фотообесцвечиванию (фотохимическому разрушению) [108, 109]. Однако, 

основным ограничением использования СДЛС данного класса является их 

токсичность, поскольку большинство тераностических КВТ содержат по меньшей 

мере, один токсичный неорганический элемент (Cd, Hg, As, Pb и др.) [110].  

Следующей широко используемой платформой для создания 

тераностических СДЛС являются микро- и наночастицы, на основе магнитных 

материалов. С химической точки зрения, материалы, используемые для создания 

ядра носителя, можно разделить на соединения железа (обычно оксиды), кобальта, 

никеля, а также на комплексные соединения, включающие в себя несколько 

металлов (меди, цинка, стронция и бария) [111, 112]. Размеры частиц могут 

варьироваться в диапазоне от 10 нм до 700 мкм, в зависимости от их конечного 

назначения. Для терапевтического применения, а также для повышения 

стабильности и биосовместимости магнитных частиц (МЧ), необходима их 
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поверхностная модификация, в ходе которой происходит присоединение 

терапевтических, таргетных и стабилизирующих агентов (рисунок 4). Более того, 

за счет магнитных свойств неорганического ядра, модифицированные частицы 

могут концентрироваться и высвобождать полезную загрузку в целевом участке 

под действием внешнего магнитного поля [113, 114]. 

Еще одним видом терапии злокачественных новообразований с применением 

МЧ, благодаря их магнитным свойствам, является локальная гипертермия. Данный 

метод основан на повышении температуры (42-43 °С) в области опухоли, под 

воздействием переменного магнитного поля и, в основном, используется в качестве 

дополнительной терапии, поскольку, неоднородность опухолевой ткани, 

неконтролируемый рост сосудов и инвазивный рост опухоли, а также 

некротические ядра, ограничивает доступ МЧ ко всем ее участкам [15, 115]. 

 

Рисунок 4 – Схематическое изображение функционализированной НМЧ 

[18] 

Использование МЧ в качестве контрастных агентов для МРТ-визуализации 

так же обуславливается их магнитными свойствами [15]. Эффективность 

контрастирования, в свою очередь, зависит от величины магнитного насыщения 

(магнитная сатурация) визуализирующего агента, в результате чего, магнитные 

материалы с высокими значениями данного параметра являются наиболее 
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перспективными платформами для создания магнитных систем доставки 

(таблица 1) [116]. 

Таблица 1 – Величины магнитного насыщения неорганических материалов [117]. 

Материал Магнитное насыщение, 

emu/g 

Fe (0) 212 

Fe3O4 100 

γ-Fe2O3 85 

MnFe2O4 110 

Co 160 

Таким образом, исходя из приведенных данных, наибольшей 

контрастирующей способностью обладает ноль-валентное железо, которое помимо 

высокой чувствительности к магнитному полю имеет низкую токсичность [118]. 

Другим важным параметром, оказывающим существенное влияние на 

эффективность контрастирования, является размер МЧ. На сегодняшний день, 

существует множество микро- и наноразмерных носителей на основе магнитных 

материалов, однако, микрочастицы имеют ряд преимуществ в МРТ-

контрастировании перед наноразмерными системами. Так, микроразмерность 

оказывает положительное влияние на локальную однородность магнитного поля и, 

соответственно, на обнаруживаемый контраст, распространяющийся на 

расстояние, примерно в 50 раз превышающее диаметр частицы. Более того, 

микроразмерные частицы, менее подвержены экстравазации и неспецифическому 

поглощению эндотелиальными клетками в отличие от нано частиц, что 

обуславливает предпочтительность их использования для создания таргетных 

контрастных агентов [12, 14]. Помимо использования в МРТ-контрастировании, 

магнитные нано- и микрочастицы находят широкое применение в качестве 

контрастного агента для ультразвуковой визуализации [119, 120]. 

Подводя итог вышесказанному, магнитные материалы являются одной из 

наиболее перспективных платформ для разработки тераностических систем 
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доставки. Среди них, наибольший интерес для создания МЧ представляет ноль-

валентное железо (Fe(0)), благодаря таким преимуществам, как доступность, 

низкая токсичность и высокое значение магнитной сатурации. В связи с тем, что на 

эффективность системы, помимо используемого материала, существенное влияние 

так же оказывает размер носителя, создание тераностических систем на основе 

микрочастиц Fe(0) является наиболее перспективным направлением в данной 

области. 

1.2.3. Способы получения нано- и микрочастиц ноль-валентного железа 

Существующие способы получения нано- и микроразмерных частиц ноль-

валентного железа, условно делятся на физические и химические (рисунок 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 5 – Способы получения микро- и наночастиц Fe(0) 

Механическое измельчение является общепринятым физическим методом 

уменьшения размера материалов с использованием тяжелых измельчающих сред, 

обычно металлических шаров [121]. Однако, высокая энергоемкость, низкая 

однородность размеров конечного продукта, необходимость использования 

дополнительного оборудования (для получения наночастиц), а также выделение 
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тепла во время процесса являются основными недостатками, ограничивающими 

его применение [122, 123]. 

Другой физический метод (метод газовой конденсации) основан на 

конденсации паров, содержащих атомы железа, с использованием жидкого азота в 

атмосфере инертного газа [124]. К его основным ограничениям относятся высокое 

потребление энергии, а также жесткие условия проведения синтеза (высокая 

температура, высокое давление и значительное охлаждение). Более того, выход 

конечного продукта крайне низок, что ограничивает применение данного метода в 

промышленном производстве [122]. 

Еще одним серьезным недостатком, ограничивающим использование 

физических методов является отсутствие возможности проведения модификации 

получаемых микро- и наночастиц Fe(0) в процессе их формирования. Проведение 

данного этапа необходимо для увеличения стабильности носителя (защита 

поверхности МЧ от окисления) и обеспечения возможности конъюгации ХТС. 

Помимо описанного преимущества, химические способы получения микро- и 

наночастиц Fe(0) так же обладают высокой доступностью и пригодностью 

использования как в промышленных так и в лабораторных условиях, в связи с чем, 

находят более широкое применение по сравнению с физическими методами. 

Основные способы данной группы заключаются в восстановлении водных 

растворов солей железа (II и III) с использованием различных восстанавливающих 

агентов, основными из которых являются натрия боргидрид (NaBH4), 

молекулярный водород, а так жеалюмогидриды щелочных металлов (NaAlH4, 

LiAlH4), однако, благодаря таким преимуществам, как мягкие условия и простота 

проведения реакции, а так же высокая однородность образующихся частиц, метод 

восстановления с использованием натрия борогидрида находит более широкое 

применение [125-127]. 

В основном, качестве железосодержащих реагентовиспользуют соли 

трехвалентного железа, что обусловлено высоким электродным потенциалом пары 

Fe3+/Fe0 (-0,037 В), по сравнению с Fe2+/Fe0 (-0,447 В), в результате чего 

обеспечивается более полное и прогнозируемое протекание реакции, даже в 
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присутствии низких концентраций восстановителя [128]. К основным недостаткам 

данного метода можно отнести токсичность восстановителя (натрия боргидрида), 

а также образующейся в ходе реакции борной кислоты (Н3ВО3) [122, 129]. 

Следующий способ синтеза заключается в термическом разложении 

металлоорганических молекул содержащих железо (Fe(CO)5), позволяющий 

получать сферические частицы сверхмалых (2 нм) и микронных размеров с 

высокой степенью однородности [130-131]. Тем не менее, данный метод также 

имеет некоторые недостатки, основными из которых являются высокая 

токсичность и нестабильность пентакарбонила железа (Fe(CO)5), высокая 

энергоемкость процесса, а также образование значительного количества 

токсичного и легковоспламеняющегося оксида углерода (СО) [122]. 

Другой альтернативой получения наноразмерных частиц Fe(0) является 

гидротермальный синтез. С использованием данного метода (рисунок 6), группой 

ученых, под руководством Wang были успешно получены наночастицы Fe(0) (~ 10 

нм), с их последующей инкапсуляцией в углеродные микросферы (6–8 мкм). 

Благодаря углеродной оболочке, образующиеся частицы обладают высокой 

стабильностью, однако, процессы получения и выделения конечного продукта 

являются относительно трудоемким [122, 132]. 

 

Рисунок 6 – Схематическое изображение получения наночастиц Fe(0) 

гидротермальным методом, с их последующей инкапсуляцией в углеродные 

микросферы [132] 

Следующим распространенным способом получения наночастиц Fe(0) 

является микроэмульсионный метод (обратных мицелл). Способ заключается во 
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введении Fe2+ в мицеллярный раствор, состоящий из цетилтриметиламмоний 

бромида (ЦТАБ) и бутанола, в качестве поверхностно-активных веществ, а также 

октана в качестве липофильной фазы. Далее, происходит восстановление Fe2+ до 

Fe(0) путем введения гидразина в систему. Данный метод позволяет осуществлять 

контроль за формой и размером образующихся наночастиц Fe(0), путем изменения 

количеств поверхностно-активных веществ. Тем не менее, полученные частицы 

имеют тенденцию к агрегации, вследствие их низкой стабильности [133]. 

Другим, более дешевым и простым способом получения наночастиц является 

электрохимический синтез (рисунок 7). Принцип данного метода заключается в 

восстановлении Fe3+ или Fe2+ до Fe(0) на катоде, и удаления полученного продукта 

из системы по мере его концентрирования. Диаметр образующихся частиц 

находится в диапазоне 1–20 нм, а удельная площадь поверхности может достигать 

более 25 м2/г. Однако, несмотря на простоту и дешевизну данного метода, готовый 

продукт обладает низкой стабильностью и имеет тенденцию к агрегации [134]. 

 

Рисунок 7 – Схематическое изображение процесса электрохимического 

получения наночастиц Fe(0) [134] 

Еще одним методом, в основе которого лежат электрохимические процессы, 

является плазменная генерация. Данный способ позволяет получать микро- и 

наночастицы Fe(0) путем восстановления ионов железа из раствора под действием 

высоковольтной плазмы. За счет таких преимуществ как низкая стоимость и 



25 
 

энергоемкость, метод плазменной генерации находит широкое применение в 

различных областях, однако, низкий выход и однородность конечного продукта, 

по-прежнему ограничивают его использование [135-137]. 

Метод водной атомизации так же находит широкое применение в области 

получения микро- и наноразмерных частиц, в частности ноль-валентного железа. 

Образование частиц происходит посредством распыления воды под высоким 

давлением (50-150 МПа) через поток расплавленного металла, тем самым образуя 

мелкодисперсный порошок [138, 139]. Основным преимуществом данного метода 

является возможность получения микро- и наночастиц сферической формы с 

мономодальным распределением ихразмеров [140]. Недостатком, 

ограничивающим повсеместное применение водной атомизации, является высокая 

стоимость оборудования, а также высокая энергоемкость процесса [141]. 

В последние годы, в связи с высоким уровнем загрязнения окружающей 

среды, многие исследователи сосредоточили свое внимание на экологически 

чистых методах синтеза. Так, в 2009 году группа ученых под руководством Hoag 

представила экологически чистый и одностадийный метод синтеза наночастиц 

Fe(0), заключающийся в восстановлении водных растворов солей железа (II и III) 

экстрактом зеленого чая [142]. Успех данной работы вдохновил многих 

последователей на получение наночастиц Fe(0) с использованием растительных 

экстрактовсодержащих восстановители, такие как полифенолы и кофеин [143]. 

Очевидно, что зеленый синтез (green synthesis) является экологически чистым, 

энергосберегающим и дешевым методом, однако восстановление ионов железа 

часто бывает неполным и, следовательно, приводит к образованию нескольких 

видов побочных продуктов, таких как оксиды железа. Более того, полученные с 

использованием данного метода частицы склонны к агломерации [122]. 

Таким образом, на сегодняшний день существуетширокий арсенал методов 

получения частиц Fe(0), каждый из которых характеризуется собственными 

преимуществами и недостатками. В свою очередь, метод получения микро- и 

наночастиц для создания тераностических СДЛС должен обладать высокой 

эффективностью (полнота протекания процессов, выход конечного продукта), 
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простотой осуществления, доступностью оборудования, а также обеспечивать 

получение частиц с высокой однородностью (размер, форма) и стабильностью. 

Более того, многие из имеющихся методов не пригодны для получения 

микроразмерных частиц. В связи с этим, разработка экспрессных, дешевых, 

отвечающих принципам «green chemistry» способов получения микрочастиц Fe(0) 

как платформы для тераностических систем доставки ХТС является актуальной 

задачей фармацевтической науки. 

1.3. Разработка системы доставки доксорубицина на основе микрочастиц 

Fe(0) 

Как отмеченов разделе 1.2.2, микрочастицы ноль-валентного железа 

являются одной из наиболее перспективных платформ для создания 

тераностических СДЛС, однако, их низкая стабильность (высокая скорость 

окисления), а также отсутствие функциональных групп, необходимых для 

связывания терапевтического агента, не позволяют использовать их в качестве 

носителей ХТС без предварительной модификации. Среди существующих на 

сегодняшний день способов модификации частиц (присоединение дисульфидов, 

аминов, фосфинов и солей диазония), одним из основных и наиболее эффективных 

является функционализация поверхности с использованием солей диазония. 

Данный подход обладает рядом преимуществ, таких как простота приготовления 

солей, возможность введения в их структуру различных функциональных групп, а 

также способность к образованию стабильной ковалентной связи с поверхностью 

металла [144-149].  

Второй этап модификации проводится с целью увеличения емкости загрузки 

(DLC) терапевтического агента. Образование конъюгата ХТС и носителя 

осуществляется благодаря электростатическим взаимодействиям между 

функциональными группами обоих компонентов, в связи с чем, для достижения 

максимального значения DLC, используемый модифицирующий агент должен 

существенно увеличивать их число на поверхности СДЛС. На сегодняшний день 

существует множество различных модификаторов, среди которых, наиболее часто 
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используемыми являются амфифильные полипептиды [150], олигонуклеотиды 

[151], а также аминополисахариды, основным представителем которых является 

хитозан. В свою очередь, благодаря высокой доступности, биосовместимости и 

биоразлагаемости, а также отсутствию токсичности (в частности и для продуктов 

их разложения) и устойчивости к воздействию кислот, аминополисахариды 

представляют больший интерес в качестве модификаторов при создании носителей 

ХТС [152]. Осуществление данного этапа заключается в образовании амидной 

связи между аминогруппами хитозана и карбоксильными группами остатков 

бензойной кислоты, располагающихся на поверхности железного ядра. Однако, для 

взаимодействия данных компонентов, необходима предварительная активация 

карбоксильных групп. Среди существующих методов активации (образование 

хлорангидридов, ангидридов, азидов кислот и т.д.), наиболее часто используемым 

активации является синтез производных N-гидроксисукцинимида (NHS), через 

предварительную модификацию карбоксильных групп 1-этил-3-(3-

диметиламинопропил) карбодиимида гидрохлоридом (EDC) [153, 154]. 

Преимуществами данного подхода являются возможность образования 

стабильных и реакционноспособных производных, мягкие условия модификации, 

отличная биосовместимость и несущественное влияние на биологическую 

активность [155].  

В качестве типовой модели ХТС для апробации исследуемой системы 

доставки выбран доксорубицин (ДОКС), который представляет собой 

противоопухолевый антибиотик антрациклинового ряда. Поскольку в структуре 

ДОКС и хитозана присутствуют положительно заряженные аминогруппы, 

образование электростатических взаимодействий между данными компонентами 

возможно при введении в состав СДЛС сшивающего агента (кросслинкера) 

анионного типа. Кросслинкеры анионного типа, в зависимости от происхождения 

делятся на полимерные (пектин, желатин, натрия альгинат) и низкомолекулярные 

(натрия трифосфат, натрия сульфат, лимонная кислота). Использование 

полимерных кросслинкеров при создании СДЛС, с одной стороны, приводит 

кснижению скорости высвобождения терапевтического агента, а с другой 
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значительно уменьшает чувствительность системы к низким значениям рН 

(выступают в качестве буферной системы). В связи с этим, наиболее 

предпочтительным является использование низкомолекулярных сшивающих 

агентов, среди которых, больший интерес представляет натрия трифосфат, за счет 

его низкой токсичности, высокой доступности и возможности легко 

контролировать степень конъюгации ХТС путем изменения значений рН [156, 157]. 

В результате, разрабатываемая СДЛС представляет собой микрочастицы 

ноль-валентного железа, к поверхности которых, ковалентно присоединены 

остатки бензойной кислоты и молекулы хитозана, которые в свою очередь, 

посредством электростатических взаимодействий связаны со сшивающим агентом, 

натрия трифосфатом и химиотерапевтическим средством доксорубицином. 

1.4. Стандартизация разрабатываемой СДЛС 

Рекомендации к разработке, контролю качества и процедуре регистрации 

лекарственных средств в Российской Федерации изложены в Федеральном законе 

№ 61 «Об обращении лекарственных средств», Государственной Фармакопее (ГФ) 

XIV, а также руководствах ФГБУ «Научный центр экспертизы средств 

медицинского применения» Минздрава России [158]. Перечисленные документы 

подробно описывают подходы к стандартизации лекарственного растительного 

сырья, а также фармацевтических субстанций синтетического и биологического 

происхождения, включая препараты на их основе. Тем не менее, ГФ ХIV не 

содержит рекомендаций для проведения стандартизации тераностическихсистем 

доставки ЛС на основе неорганических материалов. Таким образом, в связи с 

постоянным развитием данной группы лекарственных препаратов, разработка 

подходов к их стандартизации является актуальным направлением. Для 

обеспечения максимальной безопасности и эффективности применения систем на 

основе неорганических микро- и наночастиц критическими параметрами являются 

размер носителя, содержание действующего вещества, вспомогательных 

компонентов, а также примесей активной субстанции [159, 160]. В свою очередь, 

системы доставки характеризуются многокомпонентным составом 
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(неорганическое ядро, стабилизатор, связывающий агент, лекарственное средство 

и т.д.), что затрудняет количественное определение данных компонентов при 

совместном присутствии [161]. Таким образом, разрабатываемые методики 

количественного определения, должны обладать высокой специфичностью по 

отношению к анализируемым компонентам исследуемого конъюгата в 

присутствии сопутствующих веществ, оказывающих мешающее влияние.  

Для оценки количественного содержания Fe(0), входящего в состав 

разрабатываемой системы доставки могут быть использованы следующие группы 

методов: титриметрические (перманганатометрия, комплексонометрия), 

гравиметрические и физико-химические (вольтамперометрия, спектрофотометрия) 

[162-165]. Однако, для экспрессной и точной оценки количественного содержания 

железа в присутствии мешающих компонентов, рациональным является 

использование гравиметрии, несмотря на все преимущества титриметрических 

(дешевизна, экспрессность, точность) и физико-химических (экспрессность, 

простота проведения анализа) методов [166, 167]. Химизм основных этапов 

гравиметрического определения Fe(0) в составе разрабатываемой системы , 

включающих в себя растворение, окисление, осаждение и термическую обработку 

представлен уравнениями 1-4 [168]:  

 

Оценка количественного содержания натрия трифосфата (ТФН) в составе 

исследуемого конъюгата может осуществляться с использованием спектральных 

(ИК- и УФ-спектроскопия), хроматографических (ионообменная хроматография) и 

титриметрических (обратное титрование фосфат-ионов с использованием ЭДТА) 

методы [169-172], среди которых, спектроскопический анализ находит более 

широкое применение, благодаря своей простоте, экспрессности и доступности 
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оборудования. Спектрофотометрическое определение трифосфат-иона включает в 

себя стадию его перевода в PO4-форму посредством кислотного гидролиза [173] и 

дальнейшее получение фосфорномолибденовых кислот с их последующим 

восстановлением и определением, согласно ОФС 1.2.3.0020.15 

«Спектрофотометрическое определение фосфора» [158]. 

Количественное определение хитозана и бензойной кислоты проводят с 

использованием титриметрических и физико-химических методов анализа, 

основными из которых являются спектрофотометрия в УФ-области, а также 

хроматографические методы [174-178]. Для количественного определения 

доксорубицина так же могут быть использованы методы высокоэффективной 

жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) и спектрофотометрия в видимой области 

[179, 180]. Поскольку использование титриметрических и 

спектрофотометрических методов ограничивается мешающим влиянием 

сопутствующих компонентов конъюгата, наиболее рациональным является 

использование метода ВЭЖХ с УФ детектированием. Благодаря возможности 

разделения смеси анализируемых компонентов, а также высокой скорости, 

точности, чувствительности, автономности и универсальности (возможности 

применения метода для анализа объектов различного происхождения), 

хроматографические методы находят широкое применение в анализе 

многокомпонентных смесей [181-182]. Таким образом, описанные преимущества 

данного метода позволяют разработать единую методику определения 

количественного содержания хитозана, бензойной кислоты и доксорубицина в 

условиях совместного присутствия. 

Основной особенностью пробоподготовки исследуемой СДЛС для 

количественного анализа компонентов является стадия гидролиза. Данный этап 

проводится с целью выделения анализируемых веществ в свободном виде, за счет 

разрушения ковалентных и электростатических взаимодействийв системе. В свою 

очередь, количественное определение хитозана, с использованием метода ВЭЖХ-

УФ, возможно только после его предварительной конверсии до глюкозамина 

(путем кислотного гидролиза) с последующей дериватизацией последнего. В 
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литературе описаны методы дериватизации, включающие в себя образование 

комплексов глюкозамина с фенилизотиоцианатом, орто-фталевым альдегидом, 3-

меркаптопропионовой кислотой, фенилтиомочевиной и 9-

флуоренилметоксикарбонил гидрохлоридом (FMOC-Cl), среди которых, в виду 

доступности и стабильности деривативов, использование FMOC-Cl является 

наиболее рациональным [183-186]. Поскольку принцип дериватизации с 

использованием FMOC-Cl заключается в его ковалентном связывании с 

аминогруппами глюкозамина, одновременноеприсутствие доксорубицина может 

оказывать мешающее воздействие, за счет наличия в его структуре аминосахара 

(даунозамина), что необходимо учитывать при проведении процесса. 

Следующей особенностью стадии гидролиза является образование солей 

железа в анализируемой смеси, вследствие растворения металлического ядра 

носителя. Доксорубицин, в свою очередь, образует стабильные комплексы с 

ионами Fe2+ и Fe3+, что может оказывать существенное влияние на правильность и 

точность количественного анализа, в связи с чем, проведение дополнительных 

мероприятий по устранению мешающего воздействия ионов железа является 

обязательным этапом пробоподготовки [187, 188]. 

Следующим этапом стандартизации СДЛС на основе микро- и наночастиц 

является определение их размеров. Исходя из литературных данных, а также в 

соответствии с ГФ XIV, для определения размеров частиц рекомендованы методы 

оптической микроскопии (ОФС.1.2.1.0009.15) и лазерной дифракции 

(ОФС.1.2.1.0008.15) [158, 189, 190]. Однако, несмотря на высокую точность 

микроскопического анализа, метод лазерной дифракции находит более широкое 

применение в фармации, за счет простоты и быстроты проведения измерений, 

высокой воспроизводимости результатов, широкому диапазону определяемых 

размеров и отсутствию необходимости использования калибровочных образцов 

[191-193].  

На сегодняшний день, существует широкий арсенал методов, позволяющих 

осуществлять стандартизацию СДЛС, однако, для получения достоверных и 

точных результатов, необходимы методики, обладающие высокой правильностью 
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и специфичностью при анализе многокомпонентных составов. В связи с этим, 

разработка методик количественного определения компонентов разрабатываемого 

конъюгата, удовлетворяющих всем описанным выше требованиям, является 

актуальной  задачей. 
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Выводы по главе 1 

В настоящем обзоре отражены имеющиеся на сегодняшний день классы 

химиотерапевтических средств применяемых для лечения онкологических 

заболеваний, представлены основные типы систем доставки 

химиотерапевтических агентов (включая теранотические СДЛС), основные 

физические и химические способы получения микро- и наноразмерных частиц 

Fe(0) с их преимуществами и недостатками, а также приведено описание 

компонентов, входящих в состав разрабатываемой СДЛС и методик их 

количественного определения. 

Среди существующих носителей ХТС, наибольший интерес для создания 

тераностических систем доставки представляют микро- и наночастицы на основе 

ноль-валентного железа (Fe(0)), благодаря таким преимуществам как высокая 

доступность и низкая токсичность материала, а так же высокое значение магнитной 

сатурации. Однако, в связи с существенным влиянием размера на эффективность 

СДЛС, создание тераностических систем на основе микрочастиц Fe(0) является 

наиболее перспективным направлением в данной области. 

Среди представленных в литературе способов получения микрочастиц Fe(0), 

химические методы находят более широкое применение, однако, в связи с высокой 

токсичностью реагентов, а также низкой степенью изученности влияния 

параметров синтеза на размер частиц, разработка однореакторных способов, 

обладающих высокой экологичностью и экономической эффективностью, по-

прежнему остается актуальным вопросом, требующим дальнейшего решения. 

Стандартизация тераностических СДЛС так же является нетривиальной 

задачей, поскольку для получения достоверных и точных результатов, 

используемые методики должныобладать высокой правильностью и 

специфичностью при анализе многокомпонентных составов. В связи с этим, 

разработка методик количественного определения, в условиях совместного 

присутствия анализируемых компонентов является перспективной областью для 

дальнейшего изучения. 
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ, АППАРАТУРА И МЕТОДЫ 

ИССЛЕДОВАНИЯ 

2.1. Описание реактивов и оборудования 

Таблица 2 – Используемые реактивы и растворители 

Название Чистота Производитель 

Реактивы 

Железа (III) хлорид гексагидрат 99 ХПК ГРУПП 

Натрия боргидрид 99 Sigma-Aldrich 

4-карбоксибензилдиазония тозилат 98 Fluka 

N-гидроксисукцинимид 98 Sigma-Aldrich 

1-этил-3-(3-диметиламинопропил) 

карбодиимидагидрохлорид 

99 Sigma-Aldrich 

Хитозан 50-190 98 Sigma-Aldrich 

Хитозан 190-310 98 Sigma-Aldrich 

Хитозан 310-375 98 Sigma-Aldrich 

Хитозан 95 Wilke Resources 

Глюкозамин 95 Sigma-Aldrich 

Доксорубицин, USP стандарт 99  Sigma-Aldrich 

Доксорубицин 98 Sigma-Aldrich 

Натрия трифосфат 99 Sigma-Aldrich 

Соляная кислота хч ЛенРеактив 

Азотная кислота 65 ЛенРеактив 

Нитрат аммония 98 ЛенРеактив 

Серебра нитрат 98 ЛенРеактив 

Аскорбиновая кислота 99 ЛенРеактив 

Аммоний молибдат 99 Sigma-Aldrich 

Калия дигидрофосфат хч Sigma-Aldrich 

Натрия дигидрофосфат моногидрат хч Sigma-Aldrich 

Динатрия гидрофосфат хч Sigma-Aldrich 

Динатрия гидрофосфат гептагидрат хч Sigma-Aldrich 

Фосфорная кислота 87 ЛенРеактив 

Динатрия гидрофосфат гептагидрат хч Sigma-Aldrich 

Натрия дигидрофосфат хч Sigma-Aldrich 

Трифторуксусная кислота 99 ЛенРеактив 

Гидроксид аммония 99 ЛенРеактив 

Натрия ацетат 99 ЛенРеактив 

Серная кислота хч ЛенРеактив 

Натрия тетраборат 98 ЛенРеактив 

Натрия гидроксид 98 ЛенРеактив 

9-флуоренилметоксикарбонила 

гидрохлорида 

99 Sigma-Aldrich 



35 
 

Название Чистота Производитель 

Этилендиаминтетрауксусная 

кислота 

98 Sigma-Aldrich 

Натрия хлорид 98 ЛенРеактив 

Растворители 

Этанол 96 Essentica 

Ацетон хч Компонент реактив 

Ацетонитрил HPLC-g Sigma-Aldrich 

Уксусная кислота хч ЛенРеактив 

Инертная среда 

Гексафторид серы 99 Галополимер Кирово – 

Чепецк 

Азот 99 М-газ 

Аргон 99 М-газ 
 

Оборудование: 

Перестальтический насос BT100J (Longer, Китай) 

Centrifuge 5702 (Eppendorf, Германия) 

Магнитные мешалки C-MAGHS 7 (IKA, Германия) 

УФ спектрофотометр Unico 2800 (United products & Instruments, США) 

Лиофильнаясушка FD 8518 (IlShin, Корея) 

ИК-спектрометр Nicolet iS5 Infrared Spectrometer iD5 ATR с кристаллом ZnSe 

(Thermo, США) 

Mastersizer 3000 с автоматическим диспергатором HydroMV (Malvern, 

Великобритания) 

Термостат лабораторный ТС-1/20 (СКТБ СПУ, Россия) 

Аналитическая ВЭЖХ-система на базе хроматографа Ultimate 3000 (Thermo, 

США), оснащенного градиентным насосом, термостатом колонок, диодно-

матричным детектором с возможностью сканирования 190-900 нм. 

Аналитическая колонка LunaC18(2), 250×4,6 мм, 5 мкм  

Муфельный шкаф ЭКСП-10 (ОАО «Электроприбор», Россия) 

Инкубатор Stuart SI 500 (Stuart, Великобритания). 

Ультразвуковая ванна Elmasonic S10H (Elma, Германия). 

Магниторезонансный томограф Toshiba Vantage Titan 1,5Т (Toshiba, Япония). 
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2.2. Методики анализа микрочастиц 

ИК спектроскопия микрочастиц Fe-COOH и Fe-CS. Для подтверждения 

модификации поверхности микрочастиц ноль-валентного железа использовали 

метод ИК-спектроскопии с Фурье-преобразованием [11]. Навеску исследуемых 

микрочастиц массой 10 мг помещали на предметный столик прибора и равномерно 

распределяли порошок по всей площади кристалла. Далее, образец фиксировали на 

кристалле и проводили запись спектров в режиме ATR, разрешение 4 см-1, 

количество сканов – 64. 

Определение размеров частиц методом лазерной дифракции. Навеску 

анализируемых микрочастиц (Fe-CS или Fe-CS-ДОКС) массой 50 мг 

суспендировали в 50 мл дистиллированной воды в течение 5 минут, далее, аликвоту 

полученной суспензии объемом 1,0 мл переносили в диспергатор лазерного 

дифрактометра для проведения измерений [194].  

Параметры проведения анализа:  

- обсчет данных с использованием теории Ми для несферических частиц и 

универсальной модели анализа; 

- показатель преломления материала (n=2,86); 

- дисперсант: вода (n=1,33); 

- длительность измерений: красный и синий свет – Фон: 10 секунд; Образец: 

10 секунд; 

- количество измерений: 5; 

- ослабление сигнала лазера 5-7 %. 

2.3. Определение содержания железа 

Точную навеску образца 0,3 г помещали в химический стакан на 50 мл. Далее, 

добавляли 20 мл концентрированной (~ 12 М) HCl. Полученную смесь нагревали 

до 70 оС при постоянном перемешивании до полного растворения навески. Далее, 

добавляли 5 мл 6 М HNO3 и продолжали нагревание еще 10 минут. По окончании 

процесса, смесь охлаждали до комнатной температуры, переносилив стакан на 400 

мл, прибавляли 100 мл воды очищенной и добавляли 3 М раствор NH4OH при 
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постоянном перемешивании до достижения рН 7,5-7,9 (потенциометрически) и 

снова нагревали смесь в течение 5 минут. После, осадок отфильтровывали через 

беззольный фильтр (синяя лента), промывая стакан и осадок на фильтре горячим 

1 % раствором NH4NO3. Промывку осадка осуществляли до отрицательной пробы 

на хлорид-ион с использованием 0,1 М AgNO3. По окончании процесса, фильтр с 

осадком переносили в тигель, предварительно доведенный до постоянной массы. 

Далее, тигель с осадком помещали в муфельный шкаф и выдерживали при 

температуре 110 оС в течение 30 минут, затем температуру увеличивали до 900 оС 

и производили сжигание образца в течение 1 часа. По окончании процесса, тигель 

извлекали из муфельного шкафа и охлаждали на воздухе в течение 30 минут, затем 

переносили в эксикатор для полного остывания [168]. Полученный осадок 

взвешивали на аналитических весах, а расчет количества Fe(0) производили по 

следующей формуле: 

%𝐹𝑒(0) в образце =
(

112∗𝑚(осадка,г)

160
)

𝑚(навески)
× 100% , где.......................(5) 

112 – удвоенная молекулярная масса Fe0 в соответствии с уравнением 4; 

160 – молекулярная масса Fe2O3; 

m (осадка) – масса образовавшегося осадка Fe2O3, грамм; 

m (навески) – масса навески Fe-CS-ДОКС; 

2.4. Дериватизация глюкозамина 

Аликвоту раствора глюкозамина (1,0 мл), образовавшегося в ходе гидролиза 

хитозана (рисунок 8), приливали к раствору 9-флуоренилметоксикарбонила 

гидрохлорида (FMOC-Cl) в ацетонитриле (1,0 мл) с концентрацией 10 мг/мл. 

Образовавшуюся смесь оставляли без перемешивания на 4 часа при комнатной 

[176]. 
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Рисунок 8 – Структурная формула хитозана 

2.5. Определение емкости загрузки доксорубицина 

Навеску полученных микрочастиц Fe-CS массой 10 мг суспендировали в 

10 мл фосфатного буферного раствора с рН 5,5. К полученной суспензии 

прибавляли раствор натрия трифосфата (рисунок 9 Б.) с концентрацией 1 мг/мл 

объемом 10 мл в фосфатном буфере (рН 5,5). Образовавшуюся смесь 

перемешивали в течение 15 минут, затем добавляли 10 мл водного раствора 

доксорубицина (рисунок 9 А.) с концентрацией 1 мг/мл и осуществляли 

конъюгацию в течение еще 15 минут. Далее, полученную реакционную массу 

центрифугировали при 2000 об/мин в течение 5 минут.  

Полученный супернатант, фотометрировали при длине волны 480 нм [195]. 

Для расчета концентрации использовали калибровочную зависимость, 

построенную по стандартным растворам доксорубицина в диапазоне концентраций 

от 3,75 до 60,0 мкг/мл. Приготовление буферных растворов осуществляли в 

соответствии с ОФС.1.3.0003.15 «Буферные растворы» ГФ XIV [158]. Количество 

доксорубицина инкапсулированное носителем Fe-CS рассчитывали по формулам 6 

и 7, соответственно:  

𝑚 (инкапсулированного ДОКС), мг =  𝑚(ДОКС начальная) − 𝑚 (ДОКС в супернатанте) (6) 

𝐷𝐿𝐶, мг
мг⁄ =

𝑚 (инкапсулированного ДОКС)

𝑚 (носителя 𝐹𝑒−𝐶𝑆)
                                      (7) 
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Рисунок 9 – Структурные формулы А) Доксорубицина гидрохлорида; Б) Натрия 

трифосфата 

2.6. Изучение высвобождения доксорубицина при различных значениях 

рН среды 

В три отдельные пробирки помещали навески конъюнгата Fe-CS-ДОКС 

массой 10 мг, далее в каждую пробирку добавляли по 20 мл фосфатного буферного 

раствора с соответствующим значением рН (3,3; 5,5; 7,4). Плотно закрытые 

пробирки помещали в инкубатор и проводили процесс при постоянном 

перемешивании 100 об/мин и температуре 37 0С в течение 12 часов. Через 

установленные промежутки времени отбирали пробы среды высвобождения в 

объеме 2,0 мл. Отобранный объем среды замещали эквивалентным объемом 

свежего фосфатного буферного раствора с соответствующим значением рН и 

продолжали процесс [196]. Образец предварительно центрифугировали при 

2000 об/мин в течение 5 минут. Концентрацию высвободившегося доксорубицина 

в пробе определяли по калибровочному графику методом УФ-спектроскопии при 

длине волны 480 нм. Приготовление буферных растворов осуществляли в 

соответствии с ОФС.1.3.0003.15 «Буферные растворы» ГФ XIV [158]. 

2.7. Определение оптимальных параметров синтеза микрочастиц Fe-CS 

Навески железа (III) хлорида гексагидрата и натрия боргидрида по 

отдельности растворяли в 10 мл дистиллированной воды для получения растворов 

с концентрациями С (FeCl3) и С (NaBH4). Затем, раствор железа (III) хлорида 

перемещали в трехгорлую колбу и добавляли раствор NaBH4 со скоростью 

V (NaBH4) с использованием перестальтического насоса. Синтез осуществляли в 
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среде инертного газа (азота, аргона или гексафторида серы), который непрерывно 

подавали из баллона в реакционную массу. Образовавшуюся смесь перемешивали 

в течение tcин. (время синтеза) с использованием магнитной мешалки. Затем, к 

полученным микрочастицам Fe(0) приливали 20 мл водного раствора 4-КБДТ с 

концентрацией С (4-КБДТ). Полученную смесь интенсивно перемешивали в 

течение tстаб. (время стабилизации), затем, центрифугировали при 2000 об/мин в 

течение 5 минут. Супернатант декантировали, а осадок промывали путем 

последовательного суспендирования в воде, этаноле и ацетоне с повторным 

центрифугированием и декантацией супернатанта.  

На следующем этапе, полученный полупродукт − микрочастицы (Fe-COOH) 

суспендировали в 20 мл этанола при интенсивном перемешивании. К полученной 

суспензии приливали этанольный раствор (10 мл) с исследуемыми 

концентрациями N-(3-диметиламинопропил)-N’-этилкарбодиимида гидрохлорида 

(С (EDC)) и N-гидроксисукцинимида (C (NHS)). Активацию проводили при 

постоянном перемешивании в течение tакт. (время активации). Параллельно 

готовили раствор хитозана (50 мл) в 1 % (об/об) уксусной кислоте с молекулярной 

массой Mw CS и концентрацией C (CS). Затем, полученную суспензию Fe-COOH 

по истечении tакт центрифугировали при 2000 об/мин, супернатант отбрасывали, а 

образзовавшийся осадок повторно суспендировали в 50 мл воды и 

центрифугировали при тех же условиях. Образовавшийся осадок активированных 

микрочастиц Fe-COOH смешивали с 20 мл воды очищеной и приливали 

полученную суспензию к раствору хитозана. Реакцию проводили в течение tприс. 

(время присоединения) при интенсивном перемешивании. Далее, полученные 

микрочастицы Fe-CS извлекали из реакционной массы путем центрифугирования 

при 2500 об/мин в течение 10 минут. Надосадочную жидкость отделяли, а осадок 

смешивали с 50 мл дистиллированной воды и повторно центрифугировали при тех 

же условиях. Очищенные микрочастицы Fe-CS высушивали лиофильно. 

Исследуемые параметры синтеза Fe-CS приведены в разделе 3.1. 
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2.8. Определение оптимальных параметров конъюгирования 

Навеску микрочастиц Fe-CS массой 10 мг суспендировали в 10 мл 

фосфатного буферного раствора. К полученной суспензии прибавляли раствор 

натрия трифосфата с концентрацией С (ТФН), затем, образовавшуюся смесь 

перемешивали в течение t ТФН и добавляли раствор доксорубицинав фосфатном 

буфере с концентрацией С (ДОКС), и осуществляли конъюгацию в течение 

исследуемого времени t ДОКС. Далее, полученный конъюгат центрифугировали при 

2000 об/мин в течение 5 минут. Образовавшийся в результате осадок Fe-CS-ДОКС 

лиофильно высушивали, а супернатант анализировали методом УФ-спектроскопии 

при длине волны 480 нм. Расчет емкости загрузки доксорубицина проводили в 

соответствии с методикой, описанной в разделе 2.5. Значения параметров 

конъюгирования приведены в таблице 3. Приготовление буферных растворов 

осуществляют в соответствии с ОФС.1.3.0003.15 «Буферные растворы» ГФ XIV 

[158]. 

Таблица 3 – Параметрыполучения конъюгата Fe-CS-ДОКС 

Исследуемые 

параметры 

конъюгирования 

Значения параметров конъюгирования 

С (ТФН), 

мг/мл 

С (ДОКС), 

мг/мл 

t ТФН,мин. t ДОКС,мин. рН среды 

С (ТФН), мг/мл 0,5-2,0 1,0 15 15 5,5 

С (ДОКС), мг/мл 1,0 0,5-2,0 15 15 5,5 

t ТФН,мин. 1,0 1,0 15-60 15 5,5 

t ДОКС, мин. 1,0 1,0 30 15-60 5,5 

рН среды 1,0 1,0 30 30 3,3-7,4 

2.9. Изучение контрастных свойств носителя Fe-CS 

Навеску микрочастиц Fe-CS массой 40 мг суспендировали в 10 мл 

физиологического раствора натрия хлорида, далее, образец полученной суспензии 

в объеме 200 мкл вводили в хвостовую вену экспериментальных животных (мыши 

гибридной линии (F1 C57B2/6 XDBA) с перевитой саркомой Льюиса). Животных 

наркотизировали путем внутримышечного введения препарата «Телазол». В 
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эксперименте использовали 8 мышей, массой до 50-65 г. Масса опухоли составляла 

5-7 г и во всех случаях располагалась на задней лапке мыши. Условия МРТ-

анализа: МРТ-томографию в Т1- взвешенном спин-эхо режиме проводили при 

величинах TR=710 мс, TE=10 мс в сагиттальных, аксиальных и фронтальных 

плоскостях. Исследование в Т2-режиме проводили при величинах TR=2000 мс, 

TE=105 мс. Толщина срезов составляет 3-5 мм, матрица 256х256, поле зрения 

200х200 мм. Поглощение микрочастиц тканями оценивали визуально как 

изменение интенсивности Т1 и Т2-сигнала МРТ, и также количественно, с 

расчетом индекса усиления (ИУ) Т1/Т2- взв. МРТ, как отношение интенсивности 

на элемент изображения (уравнение 8): 

ИУ =  
(Средн.Инт.

𝑇1

Т2
−взв.МРТ)𝐹𝑒(0)

(Средн.Инт.
𝑇1

Т2
−взв.МРТ)исходн.

                                             (8) 

2.10. Методы статистической обработки результатов 

Статистическую обработку экспериментально полученных 

данныхпроводили с использованием программного обеспечения Statistica 8.0, 

Microsoft Excel, в соответствии с требованиями ОФС.1.1.0013.15 «Статистическая 

обработка результатов химического эксперимента» с использованием критерия 

Стьюдента [158].  

Статистическую обработку результатов биологического эксперимента 

проводили с использованием параметрических (Стьюдента) и непараметрических 

(Манна-Уитни) критериев с помощью пакета Statistica 8.0, Microsoft Excel. 
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Глава 3. РАЗРАБОТКА МЕТОДИК ПОЛУЧЕНИЯ И СТАНДАРТИЗАЦИИ 

МИКРОЧАСТИЦ Fe-CS И КОНЪЮГАТА Fе-CS-ДОКС 

3.1. Синтез микрочастиц Fe-CS и конъюгата Fe-CS-ДОКС 

Как описано вразделах 1.2.3 и 1.3., методики, используемые присоздании 

систем доставки лекарственных средств на основе неорганических материалов 

должны обеспечивать получение носителя с высокой стабильностью, 

мономодальным распределением размеров и наличием функциональных групп на 

поверхности для инкапсуляции ХТС. Однако, помимо описанных требований, не 

менее важными аспектами так же остаются низкая токсичность (уменьшение 

количеств используемых реагентов и растворителей, а также токсичных отходов) и 

высокая экономическая эффективность данных методов (минимальное количество 

стадий, а также затрат труда и времени), в связи с этим, разработка однореакторных 

способов получения СДЛС является актуальным направлением в данной области. 

Более того, разработка методик стандартизации многокомпонентных СДЛС, с 

целью обеспечения их безопасного и эффективного применения в медицинской 

практике так же является обязательной и нетривиальной задачей. 

3.1.1. Разработка методики получения микрочастиц Fe-CS с заданными 

размерами 

Микрочастицы Fe-CS получали путем восстановления соли FeCl3 с 

использованием NaBH4 (уравнение 9), с последующей ступенчатой модификацией 

поверхности образовавшихся частиц 4-карбоксибензилдиазония тозилатом и 

хитозаном (рисунки 10, 11), проводимой с целью повышения стабильности 

носителя, а также для увеличения емкости загрузки ХТС. 

2FeCl3 + 6NaBH4 +18H2O →2Fe0+ 6NaCl + 6B(OH)3 + 21H2          (9) 



44 
 

 

Рисунок 10 – Получение и модификация поверхности микрочастиц Fe(0) с 

использованием 4-карбоксибензилдиазония тозилата (4-КБДТ) 

 

Рисунок 11 – Ковалентное присоединение хитозана к поверхности микрочастиц 

Fe-COOH 

Метод получения микрочастиц для доставки ЛС должен обеспечивать 

мономодальное распределение их размеров в диапазоне от 1 до 10 мкм, так как 

системное введение более крупных частиц (10-25 мкм) характеризуется риском 

нецелевой эмболизации с последующим повреждением здоровых органов и тканей, 

а введение частиц крупнее 25 мкм существенно увеличивает вероятность ее 

возникновения. Таким образом, проведена оценка влияния параметров синтеза и 

модификации микрочастиц Fe(0) на их размер. В ходе отработки параметров 

получали 3 серии экспериментальных образцов (1-45) при одинаковых условиях. 

Синтез микрочастиц Fe-COOH на данном этапе осуществляли в соответствии с 

методикой, описанной в разделе 2.7. 

3.1.1.1. Определение оптимальной концентрации Fe3+ 

Исходные параметры синтеза микрочастиц и результаты проведенных 

экспериментов отражены в таблице 4. Графики распределения размеров 

представлены на рисунке 12. 
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Рисунок 12 – Распределение размеров микрочастиц Fe-COOH в зависимости от 

начальной концентрации FeCl3. 

Таблица 4 – Влияние начальной концентрации FeCl3на размер образующихся 

микрочастиц Fe-COOH 

 

Среди полученных образцов микрочастиц Fe-COOH наибольшее содержание 

целевой фракции (1-10 мкм) достигнуто при начальной концентрации ионов Fe3+ 

равной 0,15 моль/л, а увеличение или уменьшение начальной концентрации 

приводит к росту размеров частиц и, соответственно, к снижению содержания 

Исходные параметры синтеза микрочастиц 

Концентрация NaBH4, моль/л 0,45 

Скорость подачи раствора NaBH4, мл/мин 15,0 

Концентрация 4-КБДТ, ммоль/л 47,0 

Время синтеза микрочастиц, мин 10,0 

Время стабилизации микрочастиц, мин 40,0 

Результаты определения оптимальной концентрации FeCl3 

Образец, 

№ 

С (FeCl3), моль/л Содержание фракции 

1-10 мкм, % 

1 0,20 89,7±0,2 

2 0,18 86,1±0,2 

3 0,15 95,3±0,3 

4 0,12 84,6±0,4 
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целевой фракции. Таким образом, для дальнейшей работы выбрана начальная 

концентрация FeCl3, равная 0,15 моль/л. 

3.1.1.2. Определение оптимальной концентрации NaBH4 

Исходные параметры синтеза и результаты проведенных экспериментов 

отражены в таблице 5. Графики распределения размеров представлены на 

рисунке 13. 

Таблица 5 – Влияние начальной концентрации NaBH4 на размер 

образующихся микрочастиц Fe-COOH 

 

 

Рисунок 13 – Распределение размеров микрочастиц Fe-COOH в зависимости от 

концентрации NaBH4. 

Исходные параметры синтеза микрочастиц 

Концентрация FeCl3, моль/л 0,15 

Скорость подачи раствора NaBH4, мл/мин 15,0 

Концентрация 4-КБДТ, ммоль/л 47,0 

Время синтеза микрочастиц, мин 10,0 

Время стабилизации микрочастиц, мин 40,0 

Результаты определения оптимальной концентрации NaBH4 

Образец, 

№ 

C (NaBH4), моль/л Содержание фракции 1-

10 мкм, % 

5 0,60 84,0±0,2 

6 0,54 84,3±0,3 

7 0,45 95,3±0,3 

8 0,36 82,7±0,4 
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Исходя из результатов эксперимента, наибольшее содержание целевой 

фракции микрочастиц достигается при использовании концентрации NaBH4 

равной 0,45 моль/л. Как и на предыдущем этапе, увеличение или уменьшение 

начальной концентрации приводит к значительному снижению содержания 

целевой фракции, более того, при низкой концентрации NaBH4, происходит 

окисление образующихся частиц, о чем свидетельствует изменение окраски 

реакционной смеси с черной на светло-коричневую. Таким образом, в ходе 

проведенных экспериментов установлено, что использование стехиометрических 

соотношений FeCl3 и NaBH4 (0,15 и 0,45 моль/л исходя из уравнения 9) является 

наиболее оптимальным, поскольку позволяет достичь максимального содержания 

целевой фракции. 

3.1.1.4. Определение оптимальной скорости подачи раствора NaBH4 

Полученные результаты экспериментов, а также исходные параметры 

синтеза микрочастиц Fe-COOH представлены в таблице 6. 

Таблица 6 – Влияние скорости подачи раствора NaBH4 на содержание 

фракции 1-10 мкм 

 

 

 

Исходя из полученных результатов, скорость подачи восстанавливающего 

агента 15 мл/мин обеспечивает наиболее узкий диапазон распределения размеров. 

Снижение или увеличение скорости подачи NaBH4, в свою очередь, приводит к 

значительному укрупнению микрочастиц и, как следствие, к снижению 

Исходные параметры синтеза микрочастиц 

Концентрация FeCl3, моль/л 0,15 

Концентрация NaBH4, моль/л 0,45 

Концентрация 4-КБДТ, ммоль/л 47,0 

Время синтеза микрочастиц, мин 10,0 

Время стабилизации микрочастиц, мин 40,0 

Результаты определения оптимальной скорости подачи 

NaBH4 

Образец, 

№ 

V (NaBH4), мл/мин Содержание фракции 

1-10 мкм, % 

9 20 89,3±0,3 

10 15 95,0±0,2 

11 8,6 83,0±0,2 
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содержания целевой фракции, вследствие неадекватного содержания NaBH4 в 

реакционной смеси (нарушение баланса между процессами синтеза частиц и их 

укрупнения).  

3.1.1.2. Определение оптимальной начальной концентрации 4-

карбоксибензилдиазоний тозилата и времени стабилизации микрочастиц Fe-

COOH 

Графики распределения размеров представлены на рисунках 14 и 15. 

Полученные в ходе проведения эксперимента результаты, а также исходные 

параметры синтеза отражены в таблице 7. 

 

Рисунок 14 – Распределение размеров микрочастиц Fe-COOH в зависимости от 

начальной концентрации 4-КБДТ. 

 

Рисунок 15 – Распределение размеров микрочастиц Fe-COOH в зависимости от 

времени их модификации. 
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Таблица 7 – Результаты оценки влияния концентрации 4-КБДТ и времени 

стабилизациимикрочастиц Fe-COOH на содержание фракции 1-10 мкм. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Исходя из результатов эксперимента, наиболее однородное распределение 

размеров достигается при использовании начальной концентрации 4-КБДТ равной 

47 ммоль/л и стабилизацииобразующихся частиц в течение 40 минут. Изменение 

начальной концентрации диазониевой соли или времени стабилизации 

микрочастиц, вызывает значительное увеличение содержания более крупных 

фракций. Данное явление объясняется исходя из механизма стабилизации. В 

водных растворах 4-КБДТ (рисунок 16) склонен к образованию 

карбоксифенильных радикалов, которые, в свою очередь, образуют ковалентную 

связь, с поверхностью микрочастиц Fe(0), формируя органический слой 

(рисунок 17А). Повышение концентрации радикалов в реакционной смеси 

вследствие увеличения начальной концентрации 4-КБДТ, приводит к росту 

органического слоя, за счет их взаимодействия с остатками бензойной кислоты на 

поверхности микрочастиц Fe(0) (рисунок 17В). Снижение начальной 

Исходные параметры синтеза микрочастиц 

Концентрация FeCl3, моль/л 0,15 

Концентрация NaBH4, моль/л 0,45 

Скорость подачи раствора NaBH4, мл/мин 15,0 

Время синтеза микрочастиц, мин 10,0 

Результаты определения оптимальной начальной концентрации 

4-КБДТ и времени стабилизации микрочастиц 

Образец, 

№ 

Параметры Значения Содержание 

фракции 1-10 

мкм, % 

Время стабилизации – 40 мин 

12  

С (4-КБДТ), ммоль/л 

 

31 83,5±0,4 

13 47 95,6±0,4 

14 62 76,3±0,3 

15 78 69,8±0,2 

Начальная концентрация 4-КБДТ – 47 ммоль/л 

16  

tстаб., мин 

20 75,4±0,4 

17 30 70,4±0,4 

18 50 93,9±0,3 
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концентрации, напротив, приводит к образованию тонкого и неравномерного 

органического слоя, что в свою очередь приводит к значительному снижению 

стабильности микрочастиц Fe(0) и их укрупнению, вследствие интенсификации 

процесса агрегации [148]. 

 

Рисунок 16 – Структурная формула 4-карбоксибензилдиазония тозилата 

 

Рисунок 17 – Модификация поверхности микрочастиц Fe(0) (А) и рост 

органического слоя (В) 

Помимо начальной концентрации 4-КБДТ, в ходе эксперимента установлено 

влияние времени стабилизации микрочастиц на однородность распределения их 

размеров. Как и при высоких концентрациях стабилизирующего агента, 

увеличение времени взаимодействия карбоксифенильных радикалов с 

поверхностью частиц так же приводит к их укрупнению вследствие роста 

органического слоя, тогда как уменьшение времени стабилизации, приводит к 

формированию тонкого и неоднородного органического слоя не позволяющего 

обеспечить достаточную степень стабилизации. Более того, о низкой стабильности 

образующихся при данных условиях микрочастиц так же свидетельствует их 
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интенсивное окисление при хранении в водной среде при комнатной температуре 

в течение 30 минут (изменение окраски суспензии с черной на светло-коричневую).  

Подтверждение ковалентного присоединения бензойной кислоты 

осуществляли методом ИК-спектроскопии с Фурье-преобразованием (рисунок 18) 

по методике, описанной в разделе 2.2. 

 

Рисунок 18 – ИК-спектры бензойной кислоты и микрочастиц Fe-COOH 

При сравнении спектров поглощения микрочастиц Fe-COOH и бензойной 

кислоты наблюдаются общие полосы поглощения в диапазоне -ОН 3200-2500 см-1 

и С=О 1689 см-1, указывающие на присутствие карбоксильной группы (-COOH). 

Более того, полоса поглощения С-С 1603 см-1, свидетельствует о присутствии 

бензольного кольца. Таким образом, полученные результаты могут подтверждать 

присоединение карбоксифенильных радикалов к поверхности микрочастиц. 

3.1.1.3. Определение оптимального времени синтеза микрочастиц 

Результаты экспериментов по определению оптимального времени синтеза 

микрочастиц Fe-COOH отражены в таблице 8. Графики распределения размеров 

представлены на рисунке 19. 
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Рисунок 19 – Распределение размеров микрочастиц Fe-COOH в зависимости от 

времени их синтеза 

 

Таблица 8 – Влияние времени синтеза микрочастиц Fe-COOH на содержание 

фракции 1-10 мкм.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Как показали результаты экспериментов, при синтезе частиц в течение 

5 минут (19) наблюдалось самое низкое содержание целевой фракции, тогда как 

Исходные параметры синтеза микрочастиц 

Концентрация FeCl3, моль/л 0,15 

Концентрация NaBH4, моль/л 0,45 

Концентрация 4-КБДТ, ммоль/л 47,0 

Скорость подачи раствора NaBH4, мл/мин 15,0 

Время стабилизации микрочастиц, мин 40,0 

Результаты определения оптимального времени 

синтеза микрочастиц Fe-COOH 

Образец, 

№ 

tсинт., мин. Содержание фракции 1-

10 мкм, % 

19 5 43,2±0,4 

20 10 95,0±0,3 

21 15 87,0±0,3 

22 20 83,4±0,5 
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серия образцов, полученная при времени образования равном 10 минутам (20), 

напротив, характеризуется самым высоким ее содержанием. При проведении 

синтеза микрочастиц в течение 15 и 20 минут, происходит значительное 

расширение диапазона их размеров и, соответственно, снижение содержания 

целевой фракции. 

Столь существенное влияние данного параметра на размер микрочастиц 

объясняется особенностью процесса их синтеза. На начальном этапе, 

образуютсянаноразмерные частицы железа, затем, происходит их постепенное 

укрупнение до микроразмеров, вследствие агломерации и формирования 

дополнительных слоев Fe(0) вокруг наноразмерных ядер. Последующее 

укрупнение частиц до 50 и более микрометров, происходит в ходе 

продолжающегося процесса агломерации. Введение стабилизатора на 

определенном этапе синтеза предотвращает протекание данных процессов, что 

приводит к прекращению укрупнения частиц и, тем самым, к преобладанию 

определенных фракций. 

Таким образом, в ходе всех проведенных экспериментов установлены 

оптимальные значения параметров синтеза микрочастиц Fe-COOH (таблица 9), 

позволяющие достичь высокого содержания целевой фракции - не менее 95%. 

Таблица 9 – Оптимальные параметры синтеза микрочастиц Fe-COOH 

Параметр Значение 

Начальная концентрация FeCl3, моль/л 0,15 

Начальная концентрация NaBH4, моль/л 0,45 

Начальная концентрация 4-КБДТ, ммоль/л 47 

Время стабилизации, мин 40 

Время синтеза частиц, мин 10 

Скорость подачи NaBH4, мл/мин 15 

На следующем этапе, осуществляли синтез носителя Fe-CS, путем 

ковалентного присоединения хитозана к поверхности полученных микрочастиц Fe-

COOH с целью достижения максимальной значения емкости загрузки 
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доксорубицина (DLC) и повышения стабильности системы. Синтез проводили в 

соответствии с методикой, описанной в разделе 2.7. 

Как отмечено в разделе 1.3., для ковалентного присоединения хитозана к 

поверхности микрочастиц, необходима предварительная активация карбоксильных 

группс использованием N-гидроксисукцинимида (NHS) и 1-этил-3-(3-

диметиламинопропил) карбодиимида гидрохлорида (EDC). В связи с этим, изучено 

влияния таких параметров, как начальные концентрации EDC, NHS и CS, 

молекулярная масса CS, а также время проведения модификации микрочастиц на 

емкость загрузки доксорубицина. Оценку емкости загрузки получаемых 

микрочастиц, в свою очередь, осуществляли в соответствии с методикой, 

описанной в разделе 2.8., с использованием параметров конъюгации, 

представленных в таблице 10.  

Таблица 10 – Параметры конъюгации микрочастиц Fe-CS с доксорубицином 

Параметры конъюгации Значения 

Концентрация доксорубицина, мг/мл 1,0 

Концентрация натрия трифосфата, мг/мл 1,0 

Время конъюгации Fe-CS и ТФН, мин. 15,0 

Время конъюгации Fe-CS-ТФН и ДОКС, мин. 15,0 

рН среды 5,5 
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3.1.1.5. Определение оптимальной концентрации EDC 

Результаты проведенных экспериментов, а также исходные параметры 

синтеза микрочастиц Fe-CS и представлены в таблице 11. 

Таблица 11 – Результаты оценки влияния начальной концентрации EDC на 

емкость загрузки ДОКС 

Исходные параметры синтеза микрочастиц 

Концентрация NHS, моль/л 0,07 

Концентрация хитозана, мг/мл 1,0 

Время активации микрочастиц, час 1,0 

Молекулярная масса хитозана, кДа 190-310 

Время присоединения хитозана, час. 12,0 

Результаты определения оптимальной концентрации EDC 

Образец, 

№ 

C (EDC), моль/л DLC, мг/мг 

доксорубицина 

23 0,070 0,41±0,03 

24 0,140 0,56±0,04 

25 0,280 0,61±0,01 

26 0,560 0,63±0,02 

Среди полученных серий образцов микрочастиц Fe-CS рациональным 

является использование начальной концентрации EDC равной 0,280 моль/л. 

Снижение концентрации, в свою очередь, приводит к существенному уменьшению 

емкости загрузки, тогда как ее увеличение не способствует значительному 

повышению DLC. Это связано с уменьшением числа модифицированных 

карбоксильных групп, в результате чего, происходит снижение количества 

ковалентно-связанного хитозана, который в свою очередь участвует в конъюгации 

доксорубицина. Более того, рост значения DLC при высоких концентрациях EDC 

объясняется увеличением скорости реакции, поскольку величина данного 

параметра изменяется прямо пропорционально в зависимости от мольного 

соотношения реагентов EDC/NHS к карбоксигруппам. 
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3.1.1.6. Определение оптимальной концентрации NHS и времени 

проведения активации 

Результаты оценки влияния параметров синтеза микрочастиц Fe-CS на 

емкость загрузки доксорубицина, а также исходные параметры их получения 

представлены в таблице 12. 

Таблица 12 – Результаты оценки влияния параметров синтеза микрочастиц 

Fe-CS на емкость загрузки доксорубицина 

Исходные параметры синтеза микрочастиц 

Концентрация EDC, моль/л 0,28 

Концентрация хитозана, мг/мл 1,0 

Молекулярная масса хитозана, кДа 190-310 

Время присоединения хитозана, час 12,0 

Результаты определения оптимальной концентрации NHS и времени 

активации 

Образец, № Параметры Значения DLC, мг/мг 

доксорубицина 

Время активации – 1 час 

27  

C (NHS), моль/л 

0,070 0,63±0,01 

28 0,140 0,68±0,03 

29 0,560 0,72±0,02 

Концентрация NHS– 0,280 моль/л 

30  

tакт., час 

 

0,5 0,65±0,04 

31 1,0 0,71±0,03 

32 3,0 0,72±0,02 

Наиболее высокая емкость загрузки доксорубицина наблюдалась при 

проведении активации в течение 1 часа с использованием начальных концентраций 

NHS равных 0,280 и 0,560 моль/л. Снижение концентрации модифицирующего 

агента, напротив, приводило к уменьшению содержания ДОКС в конъюгате Fe-CS-

ДОКС, что объясняется зависимостью скорости протекания реакции модификации 

от соотношения концентраций EDC/NHS и карбоксильных групп. Более того, при 

низких концентрациях, происходит снижение полноты функционализации, что 

обуславливает уменьшение количества присоединившегося хитозана и, как 

следствие, уменьшение содержание терапевтического агента в конъюгате. 

Присоединения хитозана к поверхности микрочастиц Fe-COOH проводится в 
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водной среде при рН равной 7,0-7,4, в связи с чем, для достижения максимальной 

полноты ее протекания, необходимо получение устойчивых к гидролизу 

активированных производных. В свою очередь, модификация с использованием 

NHS позволяет получить соединения с высокой реакционной способностью и 

стабильностью в водных средах, по сравнению с EDC-производными, которые в 

высокой степени подвержены гидролизу. Таким образом, использование высоких 

начальных концентраций исследуемого реагента способствует увеличению 

содержания NHS-модифицированных карбоксильных групп на поверхности 

носителя Fe-COOH, что оказывает положительное влияние на полноту 

присоединения хитозана и, как следствие, на емкость загрузки доксорубицина. 

При исследовании влияния времени модификации установлено, что 

проведение реакции в течение 1 часа (31) обеспечивает достижение высокой 

емкости загрузки доксорубицина. Дальнейшее увеличение времени модификации 

не приводит к существенному повышению DLC, что свидетельствует о достижении 

максимальной степени модификации микрочастиц. Уменьшение времени реакции, 

в свою очередь, способствует неполной функционализации карбоксильных групп, 

что приводит к снижению содержания хитозана на поверхности микрочастиц и, 

соответственно, емкости загрузки доксорубицина. 

3.1.1.7. Определение оптимальной концентрации и времени 

присоединения хитозана 

Полученные в ходе проведенных экспериментов результаты, а также 

исходные параметры синтеза микрочастиц Fe-CS представлены в таблице 13. 
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Таблица 13 – Результаты оценки влияния начальной концентрации и времени 

присоединения CS на емкость загрузки ДОКС 

Исходные параметры синтеза микрочастиц 

Концентрация EDC, моль/л 0,28 

Концентрация NHS, моль/л 0,28 

Молекулярная масса хитозана, кДа 190-310 

Время активации микрочастиц, час 1,0 

Результаты определения оптимальной концентрации CS и времени 

активации 

Образец, № Параметры Значения DLC, мг/мг 

доксорубицина 

Время присоединения CS– 12 часов 

33  

С(CS), мг/мл 

0,25 0,63±0,03 

34 0,5 0,65±0,02 

35 1,0 0,71±0,02 

36 2,0 0,72±0,04 

Концентрация CS– 1,0 мг/мл 

37  

tприс., ч. 

3 0,44±0,04 

38 6 0,59±0,05 

39 24 0,73±0,02 

Исходя из полученных данных, проведение реакции в течение 12 часов и 

начальной концентрации CS равной 1,0 мг/мл (35) позволяет достичь высокой 

емкости загрузки доксорубицина и является наиболее оптимальным. Дальнейшее 

повышение концентрации хитозана и времени его присоединения не приводит к 

существенному повышению DLC, что свидетельствует о максимальной полноте 

прохождения данной модификации. Снижение начальных значений исследуемых 

параметров, напротив, способствует значительному уменьшению содержания 

доксорубицина в конъюгате, что объясняется образованием более тонкого и менее 

равномерного слоя хитозана вокруг поверхности Fe-COOH. Подтверждение 

ковалентного присоединения хитозана к микрочастицам Fe-COOH осуществляли 

методом ИК-спектроскопии (рисунок 20). 
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Рисунок 20 – ИК-спектры микрочастиц Fe-CS и чистого хитозана 

Спектры микрочастиц Fe-CS и хитозана характеризуется наличием общих 

полос поглощения при длинах волн 3350 см-1 (OH) и 2870 см-1 (CH). Увеличение 

интенсивности полосы поглощения при 1650 см-1 (CONH-) в спектре Fe-CS 

указывает на присутствие амидной связи, которая свидетельствует о ковалентном 

присоединении хитозана. 

3.1.1.8. Определение влияния молекулярной массы CS на емкость 

загрузки ДОКС 

Исходные параметры синтеза микрочастиц Fe-CS, а также результаты 

проведенных экспериментов представлены в таблице 14. 

Таблица 14 – Результаты оценки влияния молекулярной массы CS на емкость 

загрузки ДОКС 

Исходные параметры синтеза микрочастиц 

Концентрация EDC, моль/л 0,28 

Концентрация хитозана, мг/мл 1,0 

Время активации микрочастиц, час 1,0 

Концентрация NHS, моль/л 0,28 

Время присоединения хитозана, час. 12,0 

Результаты определения оптимальной молекулярной массы хитозана 

Образец, № Параметры Значения DLC, мг/мг доксорубицина 

40  

Mw CS, кДа 

50-190 0,60±0,02 

41 190-310 0,71±0,03 

42 310-375 0,70±0,03 
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Исходя из полученных данных, значительное снижение емкости загрузки 

доксорубицина наблюдается при проведении модификации с использованием 

низкомолекулярного хитозана, что объясняется меньшим числом аминогрупп в его 

структуре (по сравнению с хитозаном средней и высокой молекулярной массы), 

необходимых для образования конъюгата с ТФН и ДОКС. Использование хитозана 

со средней и высокой молекулярной массой позволяет значительно увеличить 

емкость загрузки, однако, в связи с высокой стоимостью и низкой скоростью 

растворения CS с высокой Mw, применение среднемолекулярного хитозана 

является наиболее рациональным для проведения модификации микрочастиц. 

По окончании эксперимента, проводили определение размеров микрочастиц 

Fe-CS полученных с использованием установленных параметров. В результате, 

подтверждено незначительное влияние хитозанового покрытия на значение 

данного параметра, а количественное содержание основной фракции (1-10 мкм) 

составляло 93,5±0,3 %. 

В результате проведенных экспериментов предложен оптимальный алгоритм 

получения носителя Fe-CS, с содержанием фракции 1-10 мкм не менее 93 %. 

3.1.2. Синтез конъюгата Fe-CS с ДОКС 

На данном этапе проведено изучение влияния параметров конъюгирования 

Fe-CS и ДОКС (начальные концентрации ТФН и ДОКС, рН, время проведения 

конъюгации) на емкость загрузки доксорубицина, а также разработана 

однореакторная методика получения конъюгата Fe-CS-ДОКС. В ходе отработки 

параметров синтеза получали 3 серии экспериментальных образцов (43-59) по 

методике, описанной в разделе 2.8., с использованием исходных параметров 

конъюгирования, представленых в таблице 3. 

3.1.2.1. Определение влияния концентрации ТФН на емкость загрузки 

ДОКС 

Результаты оценки влияния исследуемого параметра на емкость загрузки 

доксорубицина представлены в таблице 15. 
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Таблица 15 – Результаты оценки влияния начальной концентрации ТФН на 

емкость загрузки ДОКС 

Образец, 

№ 

Параметры Значения DLC, мг/мг 

доксорубицина 

43  

C(ТФН), мг/мл 

0,5 0,38±0,02 

44 0,75 0,57±0,03 

45 1,0 0,71±0,02 

46 2,0 0,73±0,05 

В ходе экспериментов установлено оптимальное значение начальной 

концентрации ТФН, равное 1,0 мг/мл (45). Дальнейшее повышение концентрации 

ТФН не приводит к существенному увеличению содержания ДОКС в конъюгате, 

тогда как ее уменьшение способствует значительному снижению количества 

конъюгированного ХТС. Полученные результаты свидетельствуют о прямо 

пропорциональной зависимости величины емкости загрузки доксорубицина от 

содержания ТФН в конъюгате Fe-CS-ТФН. При низких начальных концентрациях 

трифосфата натрия происходит недостаточное насыщение активных центров 

(амоногрупп) хитозана и, как следствие уменьшение его содержание в конъюгате 

Fe-CS-ТФН, что приводит кснижению конъюгирующей способности носителя в 

отношении ХТС. Использование избыточных количеств ТФН так же не приводит 

к значительному увеличению конъюгирующей способности носителя, в связи с 

ограниченным числом свободных аминогрупп в структуре хитозана. 

3.1.2.2. Определение оптимальной концентрации доксорубицина 

Результаты проведенных экспериментов по определению оптимальной 

концентрации доксорубицина для получения конъюгата Fe-CS-ДОКС 

представлены в таблице 16. 
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Таблица 16 – Результаты определения оптимальной концентрации ДОКС 

Образец, 

№ 

Параметры Значения DLC, мг/мг 

доксорубицина 

47  

C(ДОКС), мг/мл 

0,5 0,44±0,03 

48 0,75 0,63±0,02 

49 1,0 0,72±0,02 

50 2,0 0,73±0,03 

В ходе экспериментов установлено оптимальное значение начальной 

концентрации ДОКС, равное 1 мг/мл (49). Дальнейшее увеличение концентрации 

не приводит к существенному повышению содержания доксорубицина, в связи с 

прямой зависимостью конъюгирующей способности Fe-CS-ТФН от количества 

остатков -CS-ТФН, обеспечивающих электростатическое связывание ДОКС. 

Таким образом, в ходе эксперимента установлены оптимальные условия 

конъюгирования доксорубицина, при которых обеспечивается максимальная 

емкость его загрузки. 

3.1.2.3. Определение оптимального времени конъюгации Fe-CS и ТФН 

Результаты оценки влияния времени конъюгации микрочастиц Fe-CS и ТФН 

на емкость загрузки доксорубицина представлены в таблице 17. 

Таблица 17 – Результаты определения оптимального времени конъюгации 

Fe-CSи ТФН 

Образец, 

№ 

Параметр Значения DLC, мг/мг 

доксорубицина 

51  

tТФН, мин 

15 0,70±0,03 

52 30 0,79±0,03 

53 60 0,80±0,02 

В ходе эксперимента установлено, что серии конъюгатов Fe-CS-ТФН 

полученные при проведении реакции в течение 30 и 60 минут обладают большей 

емкостью загрузки доксорубицина, что объясняется зависимостью полноты 

протекания данного процесса от времени его проведения. Исходя из полученных 

данных, оптимальным является проведение конъюгации в течение 30 минут, так 
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как дальнейшее увеличение времени реакции (53) не приводит к значимому росту 

емкости загрузки доксорубицина. Снижение времени проведения процесса 

конъюгации, оказывало значительное влияние на содержание доксорубицина в 

составе Fe-CS-ДОКС (51), что так же подтверждает зависимость полноты 

протекания данного процесса от времени его прохождения. 

3.1.2.4. Определение оптимального времени конъюгации Fe-CS-ТФН и 

ДОКС 

Результаты оценки влияния исследуемого параметра на емкость загрузки 

доксорубицина представлены в таблице 18. 

Таблица 18 – Результаты определения оптимального времени конъюгации 

Fe-CS-ТФН и ДОКС 

Образец, 

№ 

Параметр Значения DLC, мг/мг 

доксорубицина 

54  

tДОКС, мин 

15 0,78±0,04 

55 30 0,90±0,03 

56 60 0,91±0,04 

В ходе проведенных экспериментов установлено, что серии конъюгатов Fe-

CS-ДОКС полученные при проведении реакции в течение 30 и 60 минут 

характеризуются большим содержанием доксорубицина, что, так же как и в 

предыдущем эксперименте обусловлено различной полнотой протекания реакции. 

Исходя из полученных данных, оптимальным является конъюгирование в течение 

30 минут, так как дальнейшее увеличение времени реакции не приводит к 

значимому изменению емкости загрузки доксорубицина (55, 56). 
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3.1.2.5. Изучение влияния рН среды на содержание доксорубицина в 

конъюгате Fe-CS-ДОКС 

Результаты экспериментов по определению оптимального значения рН среды 

для синтеза конъюгата Fe-CS-ДОКС представлены в таблице 19. 

Таблица 19 – Результаты изучения влияния рН на емкость загрузки ДОКС 

Образец, 

№ 

Параметр Значения DLC, мг/мг 

доксорубицина 

57  

Значение рН 

3,3 0,81±0,03 

58 5,5 0,90±0,03 

59 7,4 0,34±0,02 

Исходя из полученных данных, кислотность среды оказывает существенное 

влияние на емкость загрузки доксорубицина, что объясняется зависимостью 

прочности электростатических взаимодействий от величины электрического 

заряда каждого из компонентов системы (ДОКС, ТФН, хитозан) вследствие 

протонирования и депротонирования их функциональных групп при различных 

значениях рН. 

Таким образом, в ходе проведенных экспериментов разработан 

однореакторный метод получения конъюгата Fe-CS-ДОКС с мономодальным 

распределением размеров и емкостью загрузки доксорубицина не менее 0,9 мг/мг. 

Схема получения конъюгата Fe-CS-ДОКС представлена на рисунке 21, химическая 

схема получения представлена на рисунке 22.  
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Рисунок 21 – Схема получения конъюгата Fe-CS-ДОКС 

 

Рисунок 22 – Схема однореакторного синтеза конъюгата Fe-CS-ДОКС 

Навески FeCl3×6H2O (406 мг; 1,5 ммоль) и NaBH4 (171 мг; 2,25 ммоль) по 

отдельности растворяют в 10 мл дистиллированной воды для приготовления 

растворов с концентрациями 0,15 и 0,45 моль/л, соответственно. Затем, раствор 

FeCl3 переносят в трехгорлую колбу и приливают раствор NaBH4 со скоростью 

15 мл/мин с использованием перестальтического насоса. Синтез проводят при 

непрерывном барботировании реакционной смеси инертным газом, подаваемым из 

баллона (азотом, аргоном илигексафторидом серы). Перемешивание осуществляют 

с использованием магнитной мешалки в течение 10 минут. Затем, к 

образовавшимся частицам железа приливают 20 мл водного раствора 4-КБДТ с 
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концентрацией 47 ммоль/л. Полученную смесь оставляют при интенсивном 

перемешивании в течение 40 минут. Далее, смесь центрифугирую со скоростью 

2000 об/мин в течение 5 минут. Супернатант декантируют, а осадок отмывают 

путем последовательного суспендирования в воде, этаноле и ацетоне.  

Далее, полученные частицы Fe-COOH суспендируют в 20 мл этанола с 

использованием магнитной мешалки. К полученной суспензии добавляют 10 мл 

раствора, содержащего N-(3-диметиламинопропил)-N’-этилкарбодиимида 

гидрохлорид и N-гидроксисукцинимид в концентрациях 0,28 моль/л каждого 

компонента, соответственно, смесь перемешивают в течение 1 часа. Параллельно 

готовят раствор хитозана (Mw 190-310) с концентрацией 1,0 мг/мл объемом 50 мл 

в 1% (об/об) уксусной кислоте. Затем, суспензию Fe-COOH по истечении времени 

модификации центрифугируют при 2000 об/мин., супернатант отбрасывают, а 

осадок повторно суспендируют в 50 мл воды и центрифугируют при тех же 

условиях. Далее, полученные после центрифугирования микрочастицы смешивают 

с 20 мл воды, приливают к раствору хитозана и оставляют при постоянном 

перемешивании в течение 12 часов. По завершении модификации, полученную 

суспензию микрочастиц Fe-CS центрифугируют при 2500 об/мин. в течение 10 

минут, супернатант отделяют, а осадок повторно суспендируют в 50 мл 

дистиллированной воды и центрифугирую при тех же условиях.  

Далее, полученные микрочастицы Fe-CS суспендировуют в 200 мл 

фосфатного буферного раствора (рН 5,5) с использованием магнитной мешалки. К 

полученной суспензии прибавляют раствор натрия трифосфата с концентрацией 

1,0 мг/мл объемом 200 мл в фосфатном буферном растворе с рН 7,4 

(ОФС.1.3.0003.15 «Буферные растворы»). Образовавшуюся смесь интенсивно 

перемешивают в течение 30 минут на магнитной мешалке, затем, добавляют 

водный раствор доксорубицина (1,0 мг/мл; 200 мл) и осуществляют конъюгацию в 

течение еще 30 минут. Далее, полученную реакционную массу центрифугируют 

при 2000 об/мин. в течение 5 минут. Образовавшийся супернатант отбрасывают, а 

полученный конъюгат Fe-CS-ДОКС лиофильно высушивают. Структурные 
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формулы носителя Fe-CS и конъюгата Fe-CS-ДОКС приведены на рисунке 23 (А, 

Б). 

 

Рисунок 23 – Структурные формулы носителя Fe-CS (А) и конъюгата Fe-CS-

ДОКС (Б)  

3.2. Стандартизация микрочастиц Fe-CS и Fe-CS-ДОКС 

Для стандартизации микрочастиц Fe-CS и конъюгата Fe-CS-ДОКС 

разработаны методики определения: размеров частиц методом лазерной 

дифракции, содержания железа методом гравиметрии, натрия трифосфата методом 

спектрофотометрии и бензойной кислоты, хитозана, доксорубицина методом 

ВЭЖХ. 

3.2.1. Определение содержания Fe(0) 

Определение содержания железа в конъюгате Fe-CS-ДОКС проводили 

гравиметрическим методом, описанным в разделе 2.3.1. В ходе проведенных 

экспериментов проанализировано три серии образцов конъюгата. Полученные 

данные представлены в таблице 20.  
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Таблица 20 – Результаты гравиметрического определения содержания железа 

в конъюгате Fe-CS-ДОКС 

Серия, № % Fe(0) 

1 16,71 

2 16,68 

3 16,69 

Среднее значение 16,69 

Доверительный интервал 0,04 

Таким образом, установлено количественное содержание железа в системе 

Fe-CS-ДОКС, которое составило 16,69±0,04%. 

3.2.2. Определение содержания трифосфата натрия 

Для разработки методики количественного определения трифосфата взяли за 

основу ОФС 1.2.2.0008.15 «Спектрофотометрическое определение фосфора» ГФ 

XIV [158]. Указанная статья содержит 3 методики количественного определения 

фосфора в минеральных объектах, основанных на образовании 

фосфорномолибденовых кислот с последующим восстановлением (аскорбиновой 

кислотой, гидразина сульфатом и гидрохиноном). В виду доступности и 

относительной стабильности аскорбиновой кислоты в работе использовали 

методику А.  

Трифосфат-ион не вступает в реакцию с молибдатами, поэтому основной 

задачей разработки методики являлся подбор условий кислотного гидролиза и 

перевода в PO4-форму. Для отработки условий использовали раствор трифосфата 

натрия (20 мкг/мл) и трифторуксусную кислоту 4 М в соотношении 1:1 при 

нагревании (90 и 100 0С). Время гидролиза составляло от 0,2 до 10 минут. 

Результаты представлены в таблице 21. 
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Таблица 21 – Результаты определения оптимальных параметров гидролиза 

натрия трифосфата  

  

PO4 20 

мкг/мл P3O10 20 мкг/мл 

Т, °С - - 90 90 100 100 100 100 100 

t, мин - - 0,2 1 1 2 5 10 10 

А, mAU 0,068 0,001 0,003 0,007 0,011 0,014 0,085 0,160 0,159 

Показано, что 10-минутное нагревание на кипящей водяной бане приводит к 

полному переходу трифосфат-иона в форму фосфата. Правильность методики 

проверена методом введено-найдено (таблица 22). Калибровочный график 

представлен на рисунке 24.  

Таблица 22 – Результаты оценки правильности методики количественного 

натрия трифосфата (n=6) 

Исходная 

концентрация 

ТФН, мг/мл 

Введено, 

мг/мл 

Найдено, 

мг/мл 
Ɵi, мг/мл ti tтабл ∆𝑐,𝑖

∗  

0 

0,15 0,142±0,03 0,008 1,44 

2,57 

0,011 

0,1 0,091±0,02 0,009 2,15 0,007 

0,05 0,042±0,007 0,008 1,98 0,009 

Ɵ – значение смещения; 

ti – критерий Стьюдента; 

∆𝑐,𝑖
∗  - критерий правильности; 

Таким образом, для исследуемых концентраций ti≤tтабл, следовательно, 

оценка смещения незначима на фоне случайного разброса, в результате чего, 

подтверждено отсутствие систематической погрешности, при использовании 

предложенной методики. 
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Рисунок 24 – График зависимости величины оптической плотности 

анализируемых растворов ТФН от его содержания 

Таким образом, разработана методика количественного определения натрия 

трифосфата, а также продемонстрирована возможность ее применения для анализа 

микрочастиц Fe-CS-ДОКС:  

Суспензию микрочастиц Fe-CS объемом 5 мл с концентрацией 1 мг/мл 

помещают в ампулу и добавляют 5 мл 4 М трифторуксусной кислоты. Далее, 

ампулу запаивают и проводят гидролиз в термостате при температуре 100 0С в 

течение 10 минут. Смесь переносят в центрифужную пробирку и центрифугируют 

при 2000 об/мин в течение 5 минут.  

Далее, 2,0 мл полученного супернатанта помещают в мерную колбу на 25 мл 

и добавляют 10 мл ацетатного буферного раствора (рН 4,1), 2,5 мл 1 % раствора 

аммония молибдата в серной кислоте и 2,5 мл 1 % раствора аскорбиновой кислоты. 

Смесь доводят до метки ацетатным буферным раствором и интенсивно 

перемешивают. Через 10 минут проводят измерение оптической плотности 

раствора относительно контрольного раствора при длине волны 740 нм. Расчет 

концентрации осуществляют с использованием калибровочного графика, для 

построения которого готовят серию из 6 растворов натрия трифосфата с 

концентрациями 0,01; 0,1; 0,2; 0,25; 0,35; 0,4 мг/мл и проводят пробоподготовку в 

соответствии с описанной методикой. Приготовление контрольного раствора и 

раствора аммония молибдата осуществляют в соответствии с ОФС 1.2.2.0008.15 
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«Спектрофотометрическое определение фосфора» ГФ XIV [158]. Результаты 

анализа представлены в таблице 23. 

Таблица 23 – Результаты определения содержания натрия трифосфта в 

конъюгате Fe-CS-ДОКС 

Серия, № %  

1 19,20 

2 19,15 

3 19,13 

Среднее значение 19,16 

Доверительный интервал 0,09 

Таким образом, в ходе эксперимента установлено количественное 

содержание натрия трифосфата в составе конъюгата Fe-CS-ДОКС − 19,15±0,09%. 

3.2.3. Определение содержания доксорубицина, хитозана и бензойной 

кислоты 

На данном этапе, разработана хроматографическая методика и определены 

условия пробоподготовки, позволяющие проводить количественное определение 

доксорубицина, хитозана и бензойной кислоты в условиях одновременного 

присутствия ионов Fe3+. Пробоподготовка включает в себя кислотный гидролиз 

хитозана, в связи с чем, проведено изучение возможности применения 

концентрированной трифторуксусной кислоты и ее смеси с соляной кислотой, для 

интенсификации процесса. Для устранения мешающего влияния Fe3+ в гидролизат 

предложено делать добавку 10 эквивалентов ЭДТА для комплексообразования. В 

эксперименте использовали соляную и трифторуксусную кислоту (ТФУ) в объеме 

10 мл, соответственно, и смесь HCl+ТФУ, объемом 10 мл в соотношении 1:1. 

Результаты эксперимента представлены в таблице 24. 
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Таблица 24 – Определение оптимальных параметров гидролиза хитозана 

 

CS2 

 

T,час 

HCl, моль/л ТФУ, моль/л HСl (10М)+ТФУ, 

моль/л 

8 10 12 2 4 6 2 4 6 

 

GC, % 

2 22 58 99 - 5 7 64 81 87 

4 56 93 80 - 7 8 94 95 95 

6 79 95 50 - 8 8 95 95 95 

GC-степень гидролиза;  

Исходя из полученных данных, наиболее оптимальными условиями 

проведения процесса является использование смеси HСl (10М) + ТФУ (4М) в 

объемном соотношении 1:1. Гидролиз с использованием концентрированной 

соляной кислоты (10М) так же позволяет достичь максимальной степени конверсии 

хитозана, однако, необходимо увеличение времени проведения процесса. 

Использование соляной кислоты с концентрацией 12 М приводит к разложению 

глюкозамина при данных условиях, о чем свидетельствует снижение концентрации 

глюкозамина в гидролизате. Экспериментальные данные, полученные при 

использовании ТФУ с концентрациями 2-6 М без добавки HCl, свидетельствуют о 

незначительном протекании гидролиза вне зависимости от времени проведения 

процесса.  

Следующим задачей являлась оптимизация элюирования в условиях 

градиентного режима для одновременного определения трех аналитов. Для 

решения поставленной хроматографической задачи использована система 

подвижной фазы на основе водно-ацетонитрильного градиента с добавлением 

трифторуксусной кислоты, которая является общепринятой при определении 

аналитов, как показано в литературе. Однако в представленных источниках 

решаются частные задачи разделения аналитов без совместного присутствия. 

В работе использовано 4 градиентных режима, отличающихся профилем 

возрастания содержания органической фазы (рисунок 25). В качестве элюента B 



73 
 

использован ацетонитрил, в качестве фазы D – 0,1 % уксусная кислота в воде 

деионизированной. 

 

Рисунок 25 – Профили градиентного элюирования при отработке ВЭЖХ 

параметров 

Используемые градиентные режимы отличались как по крутизне возрастания 

содержания органического модификатора, так и по абсолютному его значению (от 

75 до 90 % «В»), что позволило оценить влияние данных параметров на 

хроматографические параметры аналитического сигнала аналитов (ДОКС-АГ, 

GluN-FMOC и BA), представленные в таблице 25. 
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Таблица 25 – Хроматографические параметры пиков при различных 

градиентах элюирования 

Градиент Аналит tR Rs As 

G1 

ДОКС-АГ 13,116 3,98 1,83 

αGluN-FMOC 10,089 
2,11 

1,24 

βGluN-FMOC 10,298 1,45 

BA 10,470 0,86 1,54 

G2 

ДОКС-АГ н/о н/о н/о 

αGluN-FMOC 12,267 
2,71 

1,66 

βGluN-FMOC 12,580 1,53 

BA 12,277 н/о 1,66 

G3 

ДОКС-АГ 12,010 1,66 2,08 

αGluN-FMOC 9,378 
1,79 

1,24 

βGluN-FMOC 9,556 1,36 

BA 9,797 1,21 2,00 

G4 

ДОКС-АГ 10,936 3,41 1,13 

αGluN-FMOC 8,117 
1,34 

1,14 

βGluN-FMOC 8,244 1,18 

BA 9,127 2,08 1,38 

Из представленных данных видно, что снижение скорости подъема 

органического модификатора (градиент G2) приводит к ухудшению разделения 

пиков аналитов, снижая разрешение между пиками бензойной кислоты и 

производных глюкозамина до нуля, к тому же пик доксорубицинона (ДОКС-АГ) 

сливается с пиком остаточного FMOC-Cl (рисунок 26), что делает градиент G2 не 

пригодным для одновременного определения всех трех компонентов пробы.  
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Рисунок 26 – Хроматограмма стандартного раствора ДОКС-АГ в режиме 

элюирования G2 (λ = 240 нм) 

В свою очередь абсолютное максимальное содержание органического 

модификатора, как и увеличение скорости подъема приводит к снижению времен 

удерживания и асимметрии пиков аналитов, тем самым достигается оптимум 

времени, затрачиваемого на анализ. Поэтому в дальнейшей работе использовали 

режим элюирования G4 градиента (рисунок 27). 
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Рисунок 27 – Хроматограмма стандартного раствора ДОКС-АГ в режиме 

элюирования G4 (λ = 240 нм) 

Для определения аналитической области построены калибровочные 

зависимости для каждого аналита (рисунки 28-30), причем для производного GluN-

FMOC зависимость строили по сумме площадей пиков двух аномеров (рисунок 28). 

 

Рисунок 28 – Калибровочный график глюкозамина в диапазоне концентраций 0,5 

– 0,01 мг/мл 
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Рисунок 29 – Калибровочный график доксорубицина в диапазоне концентраций 

0,5 – 0,01 мг/мл 

 

Рисунок 30 – Калибровочный график бензойной кислоты в диапазоне 

концентраций 0,1 – 0,002 мг/мл 

Таким образом, показана аналитическая область методики для бензойной 

кислоты – 0,002-0,1 мг/мл; для доксорубицина и глюкозамина – 0,01-0,5 мг/мл. 

Основные валидационные характеристики методики количественного определения 

хитозана, доксорубицина и бензойной кислоты методом ВЭЖХ-УФ с 

предколоночной дериватизацией (таблица 26) установлены в соответствии с 
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ГФ XIV [158] по разработанной ранее схеме валидации [197], протокол валидации 

представлен в Приложении 3. 

Таблица 26 – Результаты валидации методики количественного определения 

хитозана, доксорубицина и бензойной кислоты 

Показатель 
Значение валидационного параметра для аналита 

Бензойная кислота Доксорубицин Глюкозамин 

Специфичность да да да 

Линейность 0,002-0,1 мг/мл 0,01-0,5 мг/мл 0,01-0,5 мг/мл 

Повторяемость 0,96 – 1,78 % 0,60 – 3,19 % 2,41 – 3,12 % 

Воспроизводимость 0,93 – 1,55 % 0,51 – 2,38 % 2,02 – 2,95 % 

Правильность 99,10 – 99,36 % 97,53 – 99,48 % 98,17– 99,37% 

В результате проведенных экспериментов определены оптимальные 

параметры гидролиза хитозана, при которых достигается полная конверсия до 

глюкозамина при меньшем времени проведения процесса в сравнении с методикой, 

предложенной в литературе, а также высвобождение связанных бензойной кислоты 

и доксорубицина, что позволяет предложить единую хроматографическую 

методику для их одновременного определения: 

Навеску хитозана (CS2), массой 50 мг помещают в ампулу, содержащую 

10 мл смеси соляной (10 М) и трифторуксусной (4 М) кислот (1:1). Далее, 

запаянную ампулу помещают в термостат при температуре 105 0С на 4 часа. Затем, 

полученную смесь остужают до комнатной температуры. Аликвоту в объеме 1 мл 

помещают в мерную колбу на 50 мл и добавляют 30 мл водного раствора натрия 

тетрабората с концентрацией 12,6 %. Значение рН полученного раствора доводят 

до 7,0 с использованием 10 М соляной кислоты. Полученную смесь доводят до 

метки с использованием боратного буферного раствора. Далее, для проведения 

хроматографического анализа, осуществляют дериватизацию образовавшегося 

глюкозамина по методике, описанной в пункте 2.4. 
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Для определения доксорубицина, бензойной кислоты и хитозана в конъюгате 

Fe-CS-ДОКС при их совместном присутствии навеску конъюгата, массой 600 мг 

помещают в ампулу и смешивают с 10 мл раствора, соляной (10М) и 

трифторуксусной кислот (4М) в соотношении 1:1. Далее, запаянную ампулу 

помещают в термостат при температуре 105 0С и проводят растворение в течение 4 

часов. Затем, полученную смесь остужают до комнатной температуры. Аликвоту в 

объеме 3 мл помещают в мерную колбу на 50 мл, добавляют 30 мл водного раствора 

натрия тетрабората с концентрацией 12,6 % и 3 мл раствора 2М ЭДТА. Значение 

рН полученного раствора доводят до 7,0 с использованием 10М соляной кислоты. 

Полученную смесь доводят до 50 мл с использованием боратного буферного 

раствора. 

Для дериватизации глюкозамина в гидролизате, аликвоту объемом 1 мл 

смешивают с 10 мл раствора 9-флуоренилметоксикарбонила гидрохлорида в 

ацетонитриле с концентрацией 10 мг/мл. Полученную смесь оставляют при 

комнатной температуре в течение 4 часов без перемешивания. Затем, в образец 

вносят 3 мл подвижной фазы (0,05 % ТФУ/АЦН, 1:1) и проводят 

хроматографический анализ. Результаты анализа представлены в таблице 27. 

Расчет концентрации хитозана проводили по формуле [176]: 

𝐶(%) =
𝑚(𝑔𝑙𝑎)

215.7×𝑚(0)
[161.2 + 𝐷𝐴 × 43 + (1 − 𝐷𝐴) × 𝑀𝐴] × 100%              (10) 

C(%) – содержание хитозана, %; 

m(gla) – количество глюкозамина, определенное ВЭЖХ-УФ, мг; 

215.7 – молекулярная масса глюкозамина (HCl); 

m(0) – масса образца для анализа, мг; 

161.2 – молекулярная масса остатков глюкозамина в молекуле хитозана; 

DA – степень ацетилированности хитозана;  

43 – молекулярная масса одной ацетильной группы; 

MA – молекулярная масса кислоты, образующей противоион. 
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Таблица 27 – Результаты определения содержания доксорубицина, 

бензойной кислоты и хитозана в конъюгате Fe-CS-ДОКС 

Доксорубицин Бензойная кислота Хитозан 

Серия, № %  % % 

1 38,54 17,58 8,43 

2 38,11 17,39 8,33 

3 38,25 17,59 8,26 

Среднее значение 38,30 17,52 8,34 

Доверительный интервал 0,54 0,28 0,21 

Таким образом, на данном этапе работы разработана методика 

стандартизации конъюгата Fe-CS-ДОКС и определено количественное содержание 

доксорубицина, хитозанаи бензойной кислоты в конъюгате Fe-CS-ДОКС. 

3.2.4 Определение размеров частиц носителя Fe-CS и конъюгата Fe-CS-

ДОКС 

Определение размеров частиц полученного носителя (Fe-CS) и конъюгата 

(Fe-CS-ДОКС) проводили методом лазерной дифракции по методике, описанной в 

разделе 2.2. В ходе анализа установлено количественное содержание основной 

фракции (1-10 мкм) в образцах Fe-CS и Fe-CS-ДОКС, которое составило 93,2 ± 0,22 

и 91,80 ± 0,29 %, соответственно. 
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Выводы по главе 3 

1. Проведено изучение влияния параметров синтеза на размер микрочастиц 

Fе-COOH, а также разработана методика получения магнитного носителя 

лекарственных средств Fe-CS и его конъюгата с доксорубицином (Fe-CS-ДОКС) с 

мономодальным распределением размеров частиц (содержание целевой фракции 1-

10 мкм не менее 91%).  

2. Установлено, что существенное влияние на размер микрочастиц Fe-COOH 

оказывают такие параметры, как начальные концентрации реагентов, а также 

скорость подачи восстанавливающего агента (NaBH4). При отклонении начальных 

концентраций от стехиометрии и уменьшении скорости подачи NaBH4 (до 

8,6 мл/мин) происходит снижение содержания целевой фракции Fe-COOH (1-

10 мкм) до 82,7±0,4% и 83,0±0,2%, соответственно. 

3. Определена емкость загрузки доксорубицина – 0,9 мг/мг Fe-CS, размер 

частиц конъюгата Fe-CS-ДОКС (91,8±0,29 %), разработаны и валидированы 

методики количественного определения натрия трифосфата (спектрофотометрия в 

видимой области), а также бензойной кислоты, хитозана и доксорубицина (ВЭЖХ-

УФ) при их совместном присутствии. Установлено количественное содержание 

всех компонентов конъюгата: железо- 16,69 ± 0,04; доксорубицин – 38,30 ± 0,54; 

бензойная кислота – 17,52 ± 0,28; натрия трифосфат – 19,16 ± 0,09; хитозан –

8,34 ± 0,21. 

4. Определены показатели качества лиофилизата для приготовления 

суспензии для внутривенного введения «Конъюгат Fe-CS-ДОКС», которые 

включены в проект НД. 
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ГЛАВА 4. ИЗУЧЕНИЕ ТЕРАНОСТИЧЕСКИХ СВОЙСТВ МИРОКЧАСТИЦ 

Fe-CS-ДОКС 

Как отмечено в пункте 1.1. литературного обзора, для применения системы 

доставки в терапии и диагностике, необходимо, чтобы носитель, помимо 

способности связывать и переносить лекарственное средство, обладал 

контрастирующей активностью. Помимо этого, для достижения максимальной 

эффективности необходима, чувствительность используемой СДЛС как к 

внутренним, так и к внешним стимулам. В данной главе представлены результаты 

изучения контрастных свойств разработанного носителя Fe-CS в МРТ 

исследовании, а также результаты изучения высвобождения доксорубицина из 

конъюгата Fe-CS-ДОКС под воздействием различных стимулов (рН и УЗ 

излучение). 

4.1. Высвобождение доксорубицина под воздействием внешних и внутренних 

факторов среды 

4.1.1. Влияние рН среды на высвобождение доксорубицина 

Изучение кинетики высвобождения ДОКС проводили при значениях рН 

равных 3,3; 5,5 и 7,4 по методике, описанной в разделе 2.6. (рисунок 31).  

 

Рисунок 31 – График высвобождения доксорубицина из конъюгата Fe-CS-ДОКС 
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При значении рН равном 3,3 более 50% полезной загрузки высвобождалось 

через 3 часа, затем, следовало значительное снижение интенсивности данного 

процесса (67% через 6 часов), вызванное постепенным уменьшением разности 

концентраций доксорубицина в системе Fe-CS-ДОКС и среде высвобождения, а 

максимальное количество высвободившегося ЛС составляло 80% за 12 часов. При 

увеличении рН до 5,5 наблюдалось снижение интенсивности высвобождения 

терапевтического агента. В результате, через 3 часа, количество высвободившегося 

доксорубицина составило 30,5 %. Далее, как и при более низком значении рН 

наблюдалось характерное снижение скорости высвобождения терапевтического 

агента (45 % через 6 часов). По завершении эксперимента, суммарное количество 

высвободившегося доксорубицина составило 61 %. Дальнейшее увеличение рН до 

7,4 приводило к существенному снижению интенсивности высвобождения (10,5 % 

полезной загрузки за 3 часа), что в свою очередь подтверждает высокую 

стабильность разработанной системы. Максимальное количество 

высвободившегося при данных условиях доксорубицина составляло 21 % за 

12 часов.  

Столь существенное влияние данного параметра на интенсивность 

высвобождения доксорубицина может быть вызвано ослаблением 

электростатических взаимодействий между компонентами системы Fe-CS-ДОКС. 

Молекулы хитозана, благодаря наличию свободных аминогрупп, несут 

положительный заряд, вследствие чего, обеспечивается их взаимодействие с 

отрицательно-заряженными трифосфат-ионами. Таким образом, конъюгация 

ДОКС осуществляется в ходе его взаимодействия с образовавшимся отрицательно 

заряженным комплексом Fe-CS-ТФН. 

При рН 3,3 происходит протонирование остатков трифосфорной кислоты, 

что приводит к их переходу из ионизированного состояния в нейтральное и, 

предположительно, вызывает ослабление электростатических взаимодействий 

между компонентами системы с последующим высвобождением полезной 

загрузки. Снижение интенсивности высвобождения доксорубицина при более 

высоких значениях рН (5,5), в свою очередь, обуславливается более низкой 
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степенью протонирования остатков трифосфорной кислоты при данных условиях. 

Таким образом, предложенный механизм высвобождения ЛС обуславливает 

высокую стабильность конъюгата при нейтральных значениях рН (7,4). 

4.1.2. Влияние УЗ излучения низкой частоты на высвобождение 

доксорубицина 

Изучение кинетики высвобождения доксорубицина под воздействием 

низкочастотного УЗ излучения так же проводили при значениях рН равных 3,3; 5,5 

и 7,4 по модифицированной методике [195]: В три отдельные пробирки помещали 

навески конъюнгата Fe-CS-ДОКС массой 10 мг, далее в каждую пробирку 

добавляли по 20 мл фосфатного буферного раствора с соответствующим значением 

рН (3,3; 5,5; 7,4). Плотно закрытые пробирки помещали в инкубатор и проводили 

процесс при постоянном перемешивании 100 об/мин и температуре 37 0С в течение 

12 часов. Через установленные промежутки времени каждый образец вносили в 

ультразвуковую ванну и подвергали воздействию УЗ поля с частотой 75 кГц и 

удельной мощностью 2 Вт/см2 в течение 30 секунд. Далее, образцы 

центрифугировали при 2000 об/мин в течение 5 минут и отбирали пробы среды 

высвобождения в объеме 2,0 мл. Отобранный объем среды замещали 

эквивалентным объемом свежего фосфатного буферного раствора с 

соответствующим значением рН и продолжали процесс. Концентрацию 

высвободившегося доксорубицина в пробе определяли по калибровочному 

графику методом УФ-спектроскопии при длине волны 480 нм. График 

высвобождения представлен на рисунке 32. 
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Рисунок 32 – График высвобождения доксорубицина из конъюгата Fe-CS-ДОКС 

В ходе эксперимента установлено существенное влияние данного стимула на 

интенсивность высвобождения ДОКС вне зависимости от рН среды. Так, при рН 

равных 3,3 и 5,5 показано значительное увеличение интенсивности 

высвобождения, в результате чего, общее количество высвободившегося 

доксорубицина через 12 часов составляло 98 и 86 %, соответственно. В обоих 

случаях, наибольшее воздействие УЗ излучения на кинетику высвобождения 

ДОКС наблюдалось после значительного снижения его содержания в исследуемом 

конъюгате. Ультразвуковое излучение так же оказывало стимулирующее 

воздействие на интенсивность высвобождения полезной загрузки при нейтральном 

значении рН (7,4), однако, при данных условиях, наблюдался плавный профиль 

уменьшения содержания доксорубицина в конъюгате Fe-CS-ДОКС, что 

свидетельствует о высокой стабильности разработанной системы. 

Увеличение интенсивности высвобождения доксорубицина под 

воздействием УЗ поля можно объяснить за счет растяжения полимерной цепи 

хитозана, вызванного возникающим градиентом сдвига за счет образования 

кавитационных пузырьков, что в свою очередь облегчает взаимодействие 

загруженного доксорубицина с окружающей средой и, соответственно, усиливает 

его высвобождение.  

Помимо воздействия ультразвука на ковалентно-присоединенную часть 

конъюгата (хитозан), он также оказывает влияние на электростатически связанные 

компоненты (ДОКС, ТФН). Поскольку электростатические связи обладают 

меньшей прочностью по сравнению с ковалентными, они в большей степени 

подвержены растяжению и разрыву под воздействием возникающего градиента 

сдвига, что в свою очередь, приводит к интенсивному высвобождению полезной 

загрузки.  

Таким образом, полученные в ходе проведенных экспериментов результаты 

подтверждают чувствительность разработанной системы Fe-CS-ДОКС к 

воздействию внешних (УЗ-излучение) и внутренних (рН) стимулов. 
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4.2. Изучение контрастных свойств микрочастиц Fe-CS 

Определение контрастных свойств полученной системы проводили в МРТ-

исследовании с использованием Т1 и Т2 последовательностей, с использованием 

принципов, описанных в работе [198] (рисунок 33-34). Результаты оценки 

контрастных свойств носителя Fe-CS представлены в таблице 28. 

Таблица 28 – Результаты экспериментов по оценке контрастных свойств 

носителя Fe-CS в Т1 и Т2 режимах. 

Исследуемая 

область/орган 

Индекс усиления Т1 и Т2-взв. МРТ - изображения, как  

среднее ± ошибка среднего 

Т1-последовательность Т2-последовательность 

Периферия опухоли 1,39 ± 0,06 

(p<0,01) 

0,65  ± 0,07 

(p<0,005) 

Паренхима печени 2,07 ± 0,21 

(p<0,001) 

0,32  ±  0,09 

(p<0,0002) 

Паренхима селезенки 1,78 ± 0,17 

(p<0,001) 

0,81  ±  0,04  

(p<0,05) 

Достоверность изменения p – по сравнению с исходным «доконтрастным» 

значением. 

В ходе эксперимента в Т1-взвешенном режиме с подавлением изображения 

жировой ткани, установлено выраженное усиление изображения в печени и 

селезенке, а также по периферии перевитой опухоли. При исследовании 

контрастных свойств микрочастиц Fe-CS в Т2-взвешенном режиме наблюдалось 

выраженное подавление изображения в области печени, селезенки иопухоли, что 

так же подтверждает накопление микрочастиц в этих органах.  
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Рисунок 33 – Т1-взвешенное изображение до и после введения микрочастиц Fe-

CS. Фронтальный срез. 

 

Рисунок 34 – Т2-взвешенное изображение до и после введения микрочастиц Fe-

CS. Фронтальный срез. 

Таким образом, в ходе проведенных экспериментов, подтверждены 

контрастные свойства разработанных микрочастиц Fe-CS, а также их 

избирательное накопление в опухоли, печени и селезенке.  
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Выводы по главе 4 

1. Изучено влияние рН среды, на интенсивность высвобождения 

доксорубицина из конъюгата Fe-CS-ДОКС. Установлено, что исследуемая система 

обладает высокой стабильностью при нейтральном значении рН (21 % за 12 часов), 

а также возможностью интенсивноговысвобождения полезной загрузки при рН 3,3 

(80 % за 12 часов) и 5,5 (61 % за 12 часов). 

2. Подтверждена высокая чувствительность исследуемой системы к 

ультразвуковому излучению низкой частоты. При воздействии ультразвука 

наблюдалось существенное увеличение количества высвобождаемого 

доксорубицина при «кислых значениях» рН (98 и 86 % при рН 3,3 и 5,5, 

соответственно).  

3. При изучении контрастных свойств носителя Fe-CS в МРТ-исследовании, 

установлено выраженное усиление изображения в Т1 и подавление в Т2 

взвешенных режимах в области печени и селезенки, а также по периферии опухоли, 

что так же свидетельствует об избирательном накопление микрочастиц в данных 

органах.  
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ВЫВОДЫ 

1. Установлены оптимальные параметры синтеза микрочастиц железа 

ноль-валентного: концентрация FeCl3 – 0,15 моль/л; NaBH4 – 0,45моль/л; 4-КБДТ –

47 ммоль/л; время стабилизации, 40 минут; время образования частиц 10 минут; 

скорость подачи NaBH4 – 15 мл/мин. 

2. Определены оптимальные параметры модификации микрочастиц Fe0 и 

синтеза конъюгата Fe-CS-ДОКС: концентрация EDC и NHS – 0,28 моль/л; 

концентрация CS – 1,0 мг/мл; время модификации – 1,0 час; время присоединения 

хитозана – 12 часов; молекулярная масса хитозана – 190-310 кДа; концентрация 

ТФН и ДОКС – 1,0 мг/мл; время конъюгации ТФН и ДОКС – 30 минут; значение 

рН – 5,5. 

3. Определено влияние параметров (рН среды и ультразвукового 

излучения) на скорость и степень высвобождения доксорубицина из системы Fe-

CS-ДОКС. Подтверждена высокая стабильность исследуемой системы при 

нейтральном значении рН (21 % за 12 часов), а также возможность интенсивного 

высвобождения полезной загрузки при рН 3,3 (80 % за 12 часов) и 5,5 (61 % за 

12 часов). Ультразвуковое излучение низкой частоты оказывает существенное 

влияние на конъюгат, значительно увеличивая высвобождение доксорубицина при 

кислых значениях рН (98 и 86 % при рН 3,3 и 5,5, соответственно за 12 часов).  

4. Полученные микрочастицы проявляют выраженные контрастные 

свойства при МРТ исследовании в Т1 и Т2-взвешенных режимах, а также 

специфически накапливаются в области печени (ИУ(Т1/Т2) = 2,07± 0,21 / 0,32± 0,09), 

селезенки (ИУ(Т1/Т2) = 1,78 ± 0,17 / 0,81±0,04) и по периферии опухоли (ИУ(Т1/Т2) = 

1,39 ±0,06 / 0,65±0,07), что обуславливает возможность их применения в качестве 

МРТ-контрастного средства при диагностике солидных опухолей.  

5. Разработан алгоритм подготовки проб для количественного 

определения железа методом гравиметрии, натрия трифосфата методом 

спектрофотометрии, а также доксорубицина, бензойной кислоты и хитозана 

методом ВЭЖХ-УФ при совместном присутствии всех компонентов конъюгата. По 

разработанным методикам установлено количественное содержание всех 
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компонентов в составе конъюгата Fe-CS-ДОКС (Fe – 16,69±0,04%; натрия 

трифосфат – 19,15±0,09%; доксорубицин – 38,30±0,29%; бензойная кислота – 

17,52±0,14%; хитозан – 8,34±0,21%). Проведена валидация разработанной ВЭЖХ 

методики количественного определения доксорубицина, хитозана и бензойной 

кислоты в образцах лекарственного средства (лиофилизат для приготовления 

суспензии для внутривенного введения), результаты которой подтверждают 

возможность ее применения в фармацевтическом анализе разработанной СДЛС. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В имеющейся на сегодняшний день литературе, представлено множество 

способов синтеза микро- и наночастиц ноль-валентного железа для создания 

тераностических СДЛС на их основе. Однако, высокая токсичность реагентов и 

побочных продуктов синтеза, остаются основными недостатками данной группы 

методов. Более того, разработка методик контроля качества, для обеспечения 

безопасного и эффективного применения СДЛС в клинической практике так же 

является актуальной задачей. 

Таким образом, представленный в диссертационном исследовании метод 

однореакторного синтеза СДЛС на основе микрочастиц ноль-валентного железа 

(Fe-CS-ДОКС), а также разработанные методики анализа представляют 

несомненный научно-практический интерес и могут найти применение при 

разработке, производстве и контроле качества новых тераностических СДЛС. 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ И УСЛОВНЫХ ОБОЗНАЧЕНИЙ 

СДЛС – система доставки лекарственных средств; 

УЗ – ультразвуковое излучение; 

МРТ – магнитно-резонансная томография; 

ХТС – химиотерапевтические лекарственные средства; 

КТ – компьютерная томография; 

ТС – тераностическое средство; 

УФ – ультрафиолетовое излучение; 

ИК – инфракрасное излучение; 

ЛС – лекарственное средство; 

УНТ – углеродные нанотрубки; 

МНК – мезопористые наночастицы кремния; 

КВТ – квантовые точки; 

МЧ – магнитные частицы; 

ЦТАБ – цетилтриметиламмоний бромид; 

DLC – емкости загрузки терапевтического агента; 

ГФ – государственная фармакопея; 

ВЭЖХ - высокоэффективная жидкостная хроматография; 

4-КБДТ – 4-карбоксибензилдиазонеия тозилат; 

NHS – N-гидроксисукцинимид; 

EDC – 1-этил-3-(3-диметиламинопропил) карбодиимида гидрохлорид; 

CS – хитозан; 

ДОКС – доксорубицин; 

ТФН – натрия трифосфат; 

ТФУ – трифторуксусная кислота; 

ФМОК (FMOC-Cl) – 9-флуоренилметоксикарбонила гидрохлорид; 

ДОКС-АГ – доксорубицинон; 

αGluN (βGluN) – глюкозамин; 

ЭДТУК – этилендиаминтетрауксусная кислота; 

BA – бензойная кислота; 
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АЦН – ацетонитрил; 

ИУ – индекс усиления; 
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Приложение 1 

МИНИСТЕРСТВО ЗДРАВООХРАНЕНИЯ РОССИЙСКОЙ ФЕДЕРАЦИИ 
 

 

Регистрационное удостоверение № ____________ 

Дата регистрации «___» ____________ 20___ г. 

 

ФГБОУ ВО СибГМУ Минздрава России 

634050, Томская область, г. Томск, Московский тракт, д. 2 

(наименование юридического лица, на имя которого выдано регистрационное удостоверение, адрес) 

 

 

 

ПРОЕКТ 

НОРМАТИВНАЯ ДОКУМЕНТАЦИЯ 
_______________________________(номер) 

Конъюгат Fe-CS-ДОКС 
торговое наименование лекарственного средства 

 

международное непатентованное наименование 

лиофилизат для приготовления суспензии для внутривенного введения, 100 мг 

лекарственная форма, дозировка 

 

 

 

ПРОИЗВОДИТЕЛЬ 

ФГБОУ ВО СибГМУ, Россия 

 

ФАСОВЩИК (ПЕРВИЧНАЯ УПАКОВКА) 

ФГБОУ ВО СибГМУ, Россия 

 

УПАКОВЩИК (ВТОРИЧНАЯ (ПОТРЕБИТЕЛЬСКАЯ) УПАКОВКА) 

ФГБОУ ВО СибГМУ, Россия 

 

ВЫПУСКАЮЩИЙ КОНТРОЛЬ КАЧЕСТВА 

ФГБОУ ВО СибГМУ, Россия 
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СПЕЦИФИКАЦИЯ 

на препарат «Конъюгат Fe-CS-DOX»,  

лиофилизат для приготовления раствора для инъекций 100 мг,  

ФГБОУ ВО СибГМУ Минздрава России 

 

Показатели Методы Нормы 

1 2 3 

Описание Визуальный 

По внешнему виду препарат должен 

соответствовать требованиям ГФ XIV, ОФС 

.1.4.1.0007.15 «Лекарственные формы для 

парентерального применения». Порошок 

черного цвета или почти черного цвета. 

Подлинность ВЭЖХ 

Время удерживания основного пика на 

хроматограмме испытуемого раствора 

должно соответствовать времени 

удерживания основного пика на 

хроматограмме раствора СО 

доксорубицина (раздел «Количественное 

определение») 

Бактериальные 

эндотоксины  
ГФ XIV, метод В Не более 175 ЕЭ/г 

Стерильность ГФ XIV Препарат должен быть стерильным 

Размер частиц 
ГФ XIV, метод 

лазерной дифракции 

Фракции 1,0-10,0 мкм не менее 90 %; не 

должно быть частиц более 15 мкм 

Количественное 

определение 
 

-железо  ГФ XIV, гравиметрия 15,85 – 17,52 мг 

- бензойная кислота ВЭЖХ 16,62 – 18,38 мг 

- хитозан ВЭЖХ 7,88 – 8,72 мг 

-натрия трифосфат 
ГФ XIV, 

спектрофотометрия 
18,20 – 20,12 мг 

- доксорубицин ВЭЖХ 36,38 – 40,22 мг 

Упаковка 

По 100 мг препарата в пенициллиновые флаконы. 

По 5 флаконов в упаковку контурную пластиковую (поддон). 

По 1, 2 контурные ячейковые упаковки вместе с инструкцией по 

применению помещают в пачку из картона. 

Маркировка В соответствии с требованиями НД 
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Хранение В сухом  защищенном  от света месте при температуре не выше 8 ˚С 

Срок годности 2 года 

 

Состав на 1 мл 

Действующее вещество: 

Доксорубицин – 38,30 мг  

 

Вспомогательные вещества: 

Железо - 16,685 мг  

Натрия трифосфат – 19,16 мг 

Бензойная кислота – 17,50 мг 

Хитозан – 8,30 мг 

 

Описание. По внешнему виду препарат должен соответствовать требованиям ГФ XIV, 

ОФС .1.4.1.0007.15 «Лекарственные формы для парентерального применения». Порошок 

черного цвета или почти черного цвета. 

Подлинность. Время удерживания основного пика на хроматограмме испытуемого 

раствора должно соответствовать времени удерживания основного пика на хроматограмме 

раствора СО доксорубицина (раздел «Количественное определение») 

Бактериальные эндотоксины. Предельное содержание бактериальных эндотоксинов не 

более 175 ЕЭ/мл. Испытание проводят в соответствии с ОФС.1.2.4.0006.15 «Бактериальные 

эндотоксины», методом В. Максимальное разведение (МДР) – 1:5000. 

Стерильность. Препарат должен быть стерильным. Испытание проводят в соответствии 

с требованиями ГФ XIV, ОФС.1.2.4.0003.15 «Стерильность».  

Размер частиц (посторонние примеси). 

Испытание проводят в соответствии с ГФ XIV, методом лазерной дифракции. Навеску 

анализируемых микрочастиц массой 50 мг суспендировать в 50 мл дистиллированной воды в 

течение 5 минут, далее, аликвоту полученной суспензии объемом 1,0 мл перенести в диспергатор 

лазерного дифрактометра для проведения измерений. 

Настройка параметров системы: 

- обсчет данных с использованием теории Ми для несферических частиц и универсальной 

модели анализа; 

- показатель преломления материала (n=2,86); 

- дисперсант: вода (n=1,33); 
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- длительность измерений: красный и синий свет – Фон: 10 секунд; Образец: 10 секунд; 

- количество измерений: 5; 

- ослабление сигнала лазера 10 %. 

 

Количественное определение.  

Железо. 

Точную навеску образца 0,3 г помещают в химический стакан на 50 мл. Далее, добавляют 

20 мл концентрированной (~ 12 М) HCl. Полученную смесь нагревают до 70 оС при постоянном 

перемешивании до полного растворения навески. Далее, добавляют 5 мл 6 М HNO3 и 

продолжают нагревание еще 10 минут. По окончании процесса, смесь охлаждают до комнатной 

температуры, переносят в стакан на 400 мл, прибавляют 100 мл воды очищенной и добавляют 

3 М раствор NH4OH при постоянном перемешивании до достижения рН 7,5-7,9 

(потенциометрически) и снова нагревают смесь в течение 5 минут. После, осадок 

отфильтровывают через беззольный фильтр (синяя лента), промывая стакан и осадок на фильтре 

горячим 1 % раствором NH4NO3. Промывку осадка осуществляют до отрицательной пробы на 

хлорид-ион с использованием 0,1 М AgNO3.По окончании процесса, фильтр с осадком переносят 

в тигель, предварительно доведенный до постоянной массы. Далее, тигель с осадком помещают 

в муфельный шкаф и сжигают образец в течение 1 часа при температуре 900 оС. По окончании 

процесса, тигель извлекают из муфельного шкафа и охлаждают на воздухе в течение 30 минут, 

затем переносят в эксикатор для полного остывания. Полученный осадок взвешивают на 

аналитических весах, расчет количества Fe(0) производят по следующей формуле: 

%𝐹𝑒(0) в образце =
(

112∗𝑚(осадка,г)

160
)

𝑚(навески)
× 100% 

112 – удвоенная молекулярная масса Fe0; 

160 – молекулярная масса Fe2O3; 

m (осадка) – масса образовавшегося осадка Fe2O3, грамм; 

m (навески) – масса навески Fe-CS-ДОКС; 

Бензойная кислота. 

Определение проводят методом ВЭЖХ, как описано в разделе «Доксорубицин». Расчет 

содержания бензойной кислоты (мг) проводят по формуле: 

𝐵𝐴 =
𝑆𝑥 × 𝑚0

𝑆1
 

где, 𝑆𝑥 – площадь пика бензойной кислоты на хроматограмме испытуемого раствора; 

𝑆1 – площадь пика на хроматограмме стандартного раствора бензойной кислоты; 

𝑚0 – масса бензойной кислоты, взятой для приготовления стандартного раствора. 
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Хитозан 

Определение проводят методом ВЭЖХ, как описано в разделе «Доксорубицин». Расчет 

содержания хитозана проводят по формуле: 

𝐶𝑆 =
𝑆𝑦 × 𝑚1

𝑆2
 

где, 𝑆𝑦 – сумма площадей пиков FMOC-производных глюкозамина на хроматограмме 

испытуемого раствора; 

𝑆2 – площадь пика на хроматограмме стандартного раствора хитозана; 

𝑚0 – масса хитозана, взятого для приготовления стандартного раствора. 

Доксорубицин 

Хроматографические условия 

Объем вводимой пробы: 20 мкл 

После выхода хроматографа на режим, хроматографируют растворы в указанной 

последовательности: 

Образец Количество инжекций 

Растворитель 1 раз 

Раствор стандартного образца доксорубицина 3 раза 

Раствор стандартного образца бензойной кислоты 3 раза 

Раствор стандартного образца хитозана 3 раза 

Испытуемый раствор 2 раза 

На хроматограммах испытуемого раствора и растворов стандартных образцов 

интегрируют основной пик. 

Относительное от заявленного содержание доксорубицина в препарате рассчитывают по 

формуле: 

𝐷𝑂𝑋 =
𝑆 × 𝑚2

𝑆3
 

𝑆  – площадь пика FMOC-производного доксорубицина на хроматограмме испытуемого 

раствора; 

𝑆3 – площадь пика на хроматограмме стандартного раствора доксорубицина; 

𝑚0 – масса доксорубицина, взятого для приготовления стандартного раствора. 

Проверка пригодности хроматографической системы. Хроматографируют раствор для 

пригодности хроматографической системы и раствора стандартного образца доксорубицина, 

получая не менее 5 хроматограмм. 

 Результаты считаются достоверными при выполнении всех нижеперечисленных условий: 
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- относительное стандартное отклонение площади основного пика (доксорубицина) на 

хроматограммах раствора стандартного образца составляет не более 2,0 %; 

- относительное стандартное отклонение времени удерживания основного пика на 

хроматограммах раствора стандартного образца составляет не более 2,0 %; 

- эффективность колонки, рассчитанная по пику доксорубицина на хроматограмме 

раствора стандартного образца доксорубицина, составляет не менее 3 000 теоретических тарелок; 

- фактор асимметрии пика доксорубицина на хроматограмме раствора стандартного 

образца доксорубицина не менее 0,6 и не более 2,5. 

- разрешение между пиками на хроматограмме для проверки пригодности 

хромтаографической системы не менее 2. 

Содержание доксорубицина должно быть от 95 до 105 % от заявленного. 

 

Натрия трифосфат 

Приготовление испытуемого раствора. Суспензию микрочастиц объемом 5 мл с 

концентрацией 1 мг/мл помещают в ампулу и добавляют 5 мл 4 М трифторуксусной кислоты. 

Далее, ампулу запаивали и проводили гидролиз в термостате при температуре 100-105  0С в 

течение 10 минут. Смесь переносят в центрифужную пробирку и центрифугируют при  об/мин в 

течение 5 минут. Далее, 2,0 мл полученного супернатанта помещают в мерную колбу на 25 мл и 

добавляют 10 мл ацетатного буферного раствора (рН 4,1), 2,5 мл 1 % раствора аммония 

молибдата в серной кислоте и 2,5 мл 1 % раствора аскорбиновой кислоты. Смесь доводят до 

метки ацетатным буферным раствором и интенсивно перемешивают. Через 10 минут проводят 

измерение оптической плотности раствора относительно контрольного раствора при длине 

волны 740 нм. Расчет концентрации осуществляют с использованием калибровочного графика, 

построенного по стандартным растворам фосфат-ионов. 

 

Упаковка. По 100 мг препарата в пенициллиновые флаконы. 

По 5 флаконов в упаковку контурную пластиковую (поддон). 

По 1, 2 контурные ячейковые упаковки вместе с инструкцией по применению помещают 

в пачку из картона. 

Групповая упаковка и транспортная тара в соответствии с ГОСТ 17768-90. 

Маркировка. 1) Первичная упаковка. На флаконе способом глубокой печати или 

способом струйной, или электрокаплеструйной печати указывают наименование препарата, 

массу в миллиграммах, номер серии, срок годности: «до хх хх»; или на флакон наклеивают 

самоклеящуюся этикетку. 
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На этикетке, наклеиваемой на флакон, указывают наименование предприятия-

производителя, его товарный знак, наименование препарата, массу в миллиграммах, номер 

серии, срок годности: «до хх хх». 

2) Вторичная упаковка. На фольге контурной ячейковой упаковки указывают 

наименование предприятия-производителя, его товарный знак, наименование препарата, 

лекарственную форму, массу в миллиграммах, номер серии, строк годности. 

На этикетке групповой упаковки в пачке указывают наименование предприятия-

производителя, его товарный знак и адрес, телефон, факс, электронный адрес, наименование 

препарата, международное непатентованное наименование, лекарственную форму, массу в 

миллиграммах, состав, количество флаконов в упаковке, «Стерильно», условия отпуска, условия 

хранения, «Применять по назначению врача», «Хранить в недоступном для детей месте», 

«Противоопухолевый препарат», номер регистрационного удостоверения, номер серии, срок 

годности, штриховой код. 

На этикетке групповой упаковки дополнительно указывают количество упаковок в 

групповой таре. 

Хранение. В защищенном от света месте при температуре не выше 8 ˚С 

Срок годности. 2 года. 

 



123 
 

Приложение 2 
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Приложение 3 
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1.Нормативные документы 

ГОСТ ИСО/МЭК 17025-2009 Общие требования компетентности испытательных и 

калибровочных лабораторий 

ГОСТ Р 8.563-2009 Государственная система обеспечения единства измерений. Методики 

(методы) измерений 

РМГ 76-2004 Государственная система обеспечения единства измерений. Внутренний контроль 

качества результатов количественного химического анализа. 

РМГ 29-99 Государственная система обеспечения единства измерений. Метрология. Основные 

термины и определения. 

ГОСТ Р 52361-2005 Контроль объекта аналитический. Термины и определения. 

ISO 3534-1:1993 Statistics-Vocabulary and symbol – Part 1: Statistical methods. Terms and 

definitions. 

ГОСТ Р ИСО 5725-1 Точность (правильность и прецизионность) методов и результатов 

измерений. Часть 1. Основные положения и определения 

ОФС.1.1.0012.15 «Валидация аналитических методик» 
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2. Термины и определения 

Валидация - документированное подтверждение соответствия оборудования, условий 

производства, технологического процесса, качества полупродукта и готового продукта 

действующим регламентам и/или требованиям нормативной документации. 

Воспроизводимость – прецизионность в условиях воспроизводимости. 

Методика аналитического контроля – документированная совокупность операций и правил 

проведения аналитического контроля конкретных объектов. 

Повторяемость результатов измерений – прецизионность в условиях повторяемости. 

Правильность – степень близости среднего значения, полученного на основании большой серии 

результатов измерений, к принятому опорному значению 

Предел обнаружения – наименьшее содержание аналита, при котором он может быть обнаружен 

по данной методике анализа вещества или материала с заданной доверительной вероятностью. 

Предел определения – наименьшее содержание аналита, которое может быть количественно 

определено с помощью данной методики анализа вещества или материала с установленным 

значением характеристик погрешности или неопределенности. 

Прецизионность – степень близости друг к другу независимых результатов единичного анализа 

(результатов анализа), полученных в конкретных установленных условиях. 

Средство измерений – техническое средство, предназначенное для измерений, имеющее 

нормированные метрологические характеристики, воспроизводящее и (или) хранящее единицу 

физической величины, размер которой принимают неизменным (в пределах установленной 

погрешности) в течение известного интервала времени. 

Условия воспроизводимости – условия, при которых результаты измерений получают одним и 

тем же методом, на идентичных объектах испытаний, в разных лабораториях, разными 

операторами с использованием различного оборудования. 

Условия повторяемости – условия, при которых независимые результаты измерений получают 

одним и тем же методом на идентичных объектах испытаний, в одной и той же лаборатории, 

одним и тем же оператором, с использованием одного и того же оборудования, в пределах 

короткого промежутка времени. 
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3. Порядок проведения валидации 

3.1. Условия получения экспериментальных данных: 

- средства измерений, используемые для проведения измерений, должны быть поверены в 

установленном порядке; 

- измерения проводятся в соответствии с предварительно разработанной документированной 

процедурой анализа (методикой). 

3.2. Оценка селективности 

Производится анализ 6 проб матрицы (различных проб растворителя) в соответствии с 

документированной процедурой анализа. Методика считается селективной, если аналитический 

сигнал от матрицы, полученный на времени выхода аналита, не превышает  аналитический 

сигнал аналита, полученного для предела определения (LOD). 

3.3. Определение линейности градуировочной зависимости 

В соответствии с документированной процедурой осуществляется анализ (определение 

аналитического сигнала) образцов для градуировки. Каждый градуировочный образец 

анализируется не менее 3 раз. 

После получения результатов, градуировочная зависимость интерполируется уравнением 

прямой, с помощью линейного метода наименьших квадратов (МНК). Приводятся параметры 

линейной зависимости и коэффициент аппроксимации.  

Приводят расчетное значение концентраций для градуировочных растворов, полученное путем 

подстановки среднего значения хроматографического пика для каждого раствора в уравнение 

градуировочной зависимости. Данные приводят по форме таблицы 1. 

Таблица 1 – Форма представления результатов эксперимента для оценки показателя линейности 

Концентрация, 

мг/мл 

Среднее значение 

сигнала, ед.изм. 

  

 

Методика считается удовлетворяющей требованиям линейности, если для не менее чем 75 % 

градуировочных образцов, величина относительного расхождения расчетной и заложенной 

концентрации, не превышает 15 % (20% для LQC). Не удовлетворяющие условию 

градуировочные образцы должны быть исключены из расчета, а уравнение градуировочной 

зависимости перерассчитано.  

3.4. Определение предела обнаружения 

В качестве предела обнаружения (LOD) принимают значение равное 3×β, где β – отношение 

сигнал/шум на хроматограмме холостого образца. 

3.5. Установление показателей прецизионности  



130 
 

Для определения используется не менее 4 образцов для валидации.  

В качестве характеристики повторяемости принимается коэффициент вариации (КВ) результатов 

измерений, полученных в условия повторяемости (σr). Критерий приемлемости 5 %. 

В качестве характеристики воспроизводимости принимается коэффициент вариации результатов 

измерений, полученных в условиях воспроизводимости (σR). Критерий приемлемости 10 %. 

В качестве характеристики точности принимается относительное отклонение полученного 

результата от номинального значения, выраженное в процентах. Критерий приемлемости 95 – 

105 %. 
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4. Методика хроматографического определения показателей качества 

4.1. Перечень СИ: 

 Жидкостной хроматограф Ultimate 3000 (Thermo, США) (или аналогичный), 

оснащенный ультрафиолетовым детектором  

 Весы аналитические GR-120 (или аналогичные) с пределом погрешности 

взвешивания 0,1 мг 

4.2. Приготовление калибровочных растворов 

4.2.1. Приготовление калибровочных растворов доксорубицина 

Для построения градуировочного графика готовят серию из 6 растворов доксорубицина с 

концентрациями 0,01; 0,02 0,05; 0,1; 0,2; 0,5 мг/мл и проводят пробоподготовку в соответствии с 

методикой. 

 Калибровочный раствор 1 (КР1). Навеску доксорубицина массой 50,0 мг 

помещают в мерную колбу вместимостью 50 мл и растворяют в смеси соляной (10 М) и 

трифторуксусной кислот (4 М) в соотношении 1:1. Полученный раствор доводят до метки тем же 

растворителем. (СДОКС = 0,5 мг/мл). 

 Калибровочный раствор 2 (КР2). Аликвоту раствора КР1 объемом 

20,0 мл  помещают в мерную колбу вместимостью 50 мл и доводят до метки смесью соляной 

(10 М) и трифторуксусной кислот (4 М) в соотношении 1:1. (СДОКС = 0,2 мг/мл). 

 Калибровочный раствор 3 (КР3). Аликвоту раствора КР2 объемом 

25,0 мл  помещают в мерную колбу вместимостью 50 мл и доводят до метки смесью соляной 

(10 М) и трифторуксусной кислот (4 М) в соотношении 1:1. (СДОКС = 0,1 мг/мл). 

 Калибровочный раствор 4 (КР4). Аликвоту раствора КР3 объемом 

25,0 мл  помещают в мерную колбу вместимостью 50 мл и доводят до метки смесью соляной 

(10 М) и трифторуксусной кислот (4 М) в соотношении 1:1. (СДОКС = 0,05 мг/мл). 

 Калибровочный раствор 5 (КР5). Аликвоту раствора КР4 объемом 

20,0 мл  помещают в мерную колбу вместимостью 50 мл и доводят до метки смесью соляной 

(10 М) и трифторуксусной кислот (4 М) в соотношении 1:1. (СДОКС = 0,02 мг/мл). 

 Калибровочный раствор 6 (КР6). Аликвоту раствора КР5 объемом 

25,0 мл  помещают в мерную колбу вместимостью 50 мл и доводят до метки смесью соляной 

(10 М) и трифторуксусной кислот (4 М) в соотношении 1:1. (СДОКС = 0,01 мг/мл). 
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4.2.2. Приготовление калибровочных растворов глюкозамина  

Для построения градуировочного графика готовят серию из 5 растворов глюкозамина с 

концентрациями 0,01; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5 мг/мл и проводят пробоподготовку в соответствии с 

методикой. 

Калибровочный раствор 1 (КР1). Навеску глюкозамина массой 50,0 мг помещают в 

мерную колбу вместимостью 50 мл и растворяют в смеси соляной (10 М) и трифторуксусной 

кислот (4 М) в соотношении 1:1. Полученный раствор доводят до метки тем же растворителем. 

(СГА = 0,5 мг/мл). 

 Калибровочный раствор 2 (КР2). Аликвоту раствора КР1 объемом 

20,0 мл  помещают в мерную колбу вместимостью 50 мл и доводят до метки смесью соляной 

(10 М) и трифторуксусной кислот (4 М) в соотношении 1:1. (СГА = 0,2 мг/мл). 

 Калибровочный раствор 3 (КР3). Аликвоту раствора КР2 объемом 

25,0 мл  помещают в мерную колбу вместимостью 50 мл и доводят до метки смесью соляной 

(10 М) и трифторуксусной кислот (4 М) в соотношении 1:1. (СГА = 0,1 мг/мл). 

 Калибровочный раствор 4 (КР4). Аликвоту раствора КР3 объемом 

25,0 мл  помещают в мерную колбу вместимостью 50 мл и доводят до метки смесью соляной 

(10 М) и трифторуксусной кислот (4 М) в соотношении 1:1. (СГА = 0,05 мг/мл). 

 Калибровочный раствор 5 (КР5). Аликвоту раствора КР4 объемом 

20,0 мл  помещают в мерную колбу вместимостью 50 мл и доводят до метки смесью соляной 

(10 М) и трифторуксусной кислот (4 М) в соотношении 1:1. (СГА = 0,02 мг/мл). 

 Калибровочный раствор 6 (КР6). Аликвоту раствора КР5 объемом 

25,0 мл  помещают в мерную колбу вместимостью 50 мл и доводят до метки смесью соляной 

(10 М) и трифторуксусной кислот (4 М) в соотношении 1:1. (СГА = 0,01 мг/мл). 

4.2.3. Приготовление калибровочных растворов бензойной кислоты  

Для построения градуировочного графика готовят серию из 6 растворов бензойной 

кислоты с концентрациями 0,002; 0,008; 0,01; 0,04; 0,08; 0,1 мг/мл и проводят пробоподготовку в 

соответствии с описанной методикой. 

 Калибровочный раствор 1 (КР1). Навеску бензойной кислоты массой 25,0 мг 

помещают в мерную колбу на 250 мл и растворяют в подвижной фазе. Полученный раствор 

доводят до метки тем же растворителем (СБК = 0,1 мг/мл). 

 Калибровочный раствор 2 (КР2). Аликвоту раствора КР1 объемом 40,0 мл 

помещают в мерную колбу вместимостью 50 мл и доводят до метки подвижной фазе. 

(СБК=0,08 мг/мл).  
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 Калибровочный раствор 3 (КР3). Аликвоту раствора КР2 объемом 25,0 мл 

помещают в мерную колбу вместимостью 50 мл и доводят до метки подвижной фазе. 

(СБК=0,04 мг/мл).  

 Калибровочный раствор 4 (КР4). Аликвоту раствора КР3 объемом 25,0 мл 

помещают в мерную колбу вместимостью 100 мл и доводят до метки подвижной фазе. 

(СБК=0,01 мг/мл).  

 Калибровочный раствор 5 (КР5). Аликвоту раствора КР4 объемом 40,0 мл 

помещают в мерную колбу вместимостью 50 мл и доводят до метки подвижной фазе. 

(СБК=0,008 мг/мл).  

 Калибровочный раствор 6 (КР6). Аликвоту раствора КР5 объемом 12,5 мл 

помещают в мерную колбу вместимостью 50 мл и доводят до метки подвижной фазе. 

(СБК=0,002 мг/мл).  

4.3. Методика подготовки проб  

Навеску конъюгата, массой 600 мг помещают в ампулу и смешивают с 10 мл раствора 

соляной (10 М) и трифторуксусной кислот (4 М) в соотношении 1:1. Далее, запаянную ампулу 

помещают в термостат при температуре 105 0С и проводят растворение в течение 4 часов. Затем, 

полученную смесь остужают до комнатной температуры. Аликвоту в объеме 3 мл помещают в 

мерную колбу на 50 мл, добавляют 30 мл водного раствора натрия тетрабората с концентрацией 

12,6 % и 3 мл раствора 2 М ЭДТА. Полученный раствор до метки с использованием боратного 

буфера рН 7,0. Для дериватизации аликвоту гидролизата объемом 1,0 мл смешивают с 10 мл 

раствора 9-флуоренилметоксикарбонила гидрохлорида в ацетонитриле с концентрацией 10 

мг/мл. Полученную смесь оставляют при комнатной температуре на 4 часа без перемешивания. 

Затем, в образец вносят 3 мл подвижной фазы (0,05 % ТФУ/АЦН, 1:1) и проводят 

хроматографический анализ. 

При подготовке калибровочных образцов в ампулу помещают аликвоту 10 мл 

калибровочного раствора, а далее поступают так же, как с испытуемым раствором.  
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4.4. Проведение анализа 

Хроматографические условия 

Колонка: 25 × 0,46 см, LunaC18(2), 5 мкм, Phenomex  

Допускается использование альтернативной колонки, удовлетворяющей 

требованиям пригодности хроматографической системы. 

ПФ Элюент А: 0,05 % ТФУ в воде. Элюент Б: 0,05 % ТФУ в ацетонитриле 

Скорость потока:  1,0 мл/мин. 

Температура колонки + 40 °С 

Детектор: УФ-спектрофотометрический или диодно-матричный, 265 нм. 

Объем пробы:  20 мкл 

Время регистрации хроматограмм: 30 мин. 

4.5. Линейность 

 

Рисунок 1 – График зависимости площади пика доксорубицинона от его концентраций в 

анализируемых растворах  

Из графика зависимости следует, что методика обладает линейностью в исследуемом 

диапазоне 0,1 – 0,5 мг/мл и характеризуется коэффициентом корреляции R2 = 0,997 
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Рисунок 2 – График зависимости площади пика глюкозамина от его концентраций в 

анализируемых растворах  

Из графика зависимости следует, что методика обладает линейностью в исследуемом 

диапазоне 0,1 – 0,5 мг/мл и характеризуется коэффициентом корреляции R2 = 0,999 

 

Рисунок 3 – График зависимости площади пика бензойной кислоты от его концентраций в 

анализируемых растворах  

Из графика зависимости следует, что методика обладает линейностью в исследуемом 

диапазоне 0,002 – 0,1 мг/мл и характеризуется коэффициентом корреляции R2 = 0,999 
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Таблица 2 – Таблица данных по определению линейности  

Концентрация, 

мг/мл 

Площадь пика 

анализируемого 

компонента 

Площадь пика 

анализируемого 

компонента 

Площадь пика 

анализируемого 

компонента 

Среднее 

значение 

площадей 

пиков 

Доксорубицин 

0,01 1,11 1,19 1,27 1,19 

0,02 1,81 1,79 1,65 1,75 

0,05 2,85 2,75 2,77 2,79 

0,1 6,22 6,15 6,14 6,17 

0,2 12,77 12,82 12,96 12,85 

0,5 28,89 28,71 28,68 28,76 

Глюкозамин 

0,01 3,66 3,41 3,46 3,51 

0,02 7,16 6,98 7,01 7,05 

0,05 17,95 18,18 18,32 18,15 

0,1 39,45 39,77 39,64 39,62 

0,2 69,15 68,95 68,30 68,8 

0,5 180,62 180,81 180,94 180,79 

Бензойная кислота 

0,002 0,42 0,35 0,28 0,35 

0,008 1,89 1,81 1,91 1,87 

0,01 3,05 3,14 3,17 3,12 

0,04 14,14 14,39 14,49 14,34 

0,08 28,49 28,28 28,4 28,39 

0,1 34,78 35,11 35,23 35,04 

 

4.6. Селективность 

Для подтверждения специфичности методики проводили хроматографический анализ 3 

серий образцов микрочастиц ноль-валентного железа без поверхностной модификации (Fe(0)), 

Fe-COOH и Fe-CS (не содержащих доксорубицин). Полученные результаты (рисунок 3, 4, 5) 

подтверждают специфичность методики при количественном определении доксорубицина, 

хитозана и бензойной кислоты.  
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Рисунок 3 – Хроматограмма микрочастиц Fe(0) без поверхностной модификации  

 

 
Рисунок 4 – Хроматограмма микрочастиц Fe-COOH 
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Рисунок 5 – Хроматограмма микрочастиц Fe-CS 
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4.7. Прецизионность методики 

Прецизионность в условиях повторяемости 

Таблица 3 –  Статистическая обработка результатов прецизионности в условиях повторяемости 

на уровне содержания доксорубицина 80 % 
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Si, mAU*min – величина площади пика на i-ой хроматограмме; 

Ci, мкг/мл – найденная концентрация из калибровочной зависимости;  

Ccp, мкг/мл – среднее значение концентрации, найденное в образцах; 

Sх – среднеквадратичное отклонение, вычисляемое 𝑆х = √
𝛴(Сi − Сcp )2

𝑛(𝑛−1)
; 

Δ – доверительный интервал; 

Сходимость, % - степень близости полученных результатов друг к другу; 

σr = 3,19% 

Δ = 0,002554 мг/мл 
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Таблица 4 –  Статистическая обработка результатов прецизионности в условиях повторяемости 

на уровне содержания доксорубицина 100 % 
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σr = 0,60% 

Δ = 0,000626 мг/мл 
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Таблица 5 –  Статистическая обработка результатов прецизионности в условиях повторяемости 

на уровне содержания доксорубицина 120 % 
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σr = 2,30% 

Δ = 0,002893 мг/мл 
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Таблица 6 –  Статистическая обработка результатов прецизионности в условиях повторяемости 

на уровне содержания глюкозамина 80 % 
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σr = 3,12% 

Δ = 0,000522 мг/мл 
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Таблица 7 –  Статистическая обработка результатов прецизионности в условиях повторяемости 

на уровне содержания глюкозамина 100 % 
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σr = 2,57% 

Δ = 0,000522 мг/мл 
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Таблица 8 –  Статистическая обработка результатов прецизионности в условиях повторяемости 

на уровне содержания глюкозамина 120 % 
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σr = 2,41% 

Δ = 0,0006 мг/мл 
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Таблица 9 –  Статистическая обработка результатов прецизионности в условиях повторяемости 

на уровне содержания бензойной кислоты 80 % 
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2
,1

×
1
0

-6
 

0
,0

0
0
2

6
5

8
9
 

0
,0

0
0
6

8
3
 

1
,7

8
 

2 

1
3

,8
1
7
 

0
,0

3
7
1

8
8

 

0
,0

0
0
5

8
7

9
7

 

3
,4

6
×

1
0

-7
 

3 

1
3

,3
9
5
 

0
,0

3
6
0

1
1
 

0
,0

0
0
5

8
9

2
9
 

3
,4

7
×

1
0

-7
 

4 

1
3

,4
5
5
 

0
,0

3
6
1

7
8
 

0
,0

0
0
4

2
1

9
1
 

1
,7

8
×

1
0

-7
 

5 

1
3

,4
1
2
 

0
,0

3
6
0

5
8
 

0
,0

0
0
5

4
1

8
6

 

2
,9

4
×

1
0

-7
 

6 

1
3

,6
6
4
 

0
,0

3
6
7

6
1
 

0
,0

0
0
1

6
1

1
5
 

2
,6

0
×

1
0

-8
 

 

σr = 1,78% 

Δ = 0,000683 мг/мл 
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Таблица 10 –  Статистическая обработка результатов прецизионности в условиях 

повторяемости на уровне содержания бензойной кислоты 100 % 

N S
i 

C
н

о
м

и
н

ал
, 

м
г/

м
л

 

C
i, 

м
г/

м
л
 

C
cp

, 
м

г/
м

л
 

|С
i -

 С
cp

| 

(С
i -

 С
cp

 )
2
 

Σ
(С

i -
 С

cp
 )

2
 

S
х
 

Δ
 

С
х

о
д

и
м

о
ст

ь
 

(σ
r)

, 
%

 

1 

1
6

,2
3
5
 

0
,0

4
5
 

0
,0

4
3
9

3
3
 

0
,0

4
4
8
 

0
,0

0
0
8

6
6

5
0

7
 

7
,5

1
×

1
0

-7
 

2
,6

2
×

1
0

-6
 

0
,0

0
0
2

9
5

4
8
 

0
,0

0
0
7

5
9
 

1
,6

2
 

2 

1
6

,4
5
1
 

0
,0

4
4
5

3
6

 

0
,0

0
0
2

6
3

9
3

 

6
,9

7
×

1
0

-8
 

3 

1
6

,8
8
8
 

0
,0

4
5
7

5
5
 

0
,0

0
0
9

5
5

1
8
 

9
,1

2
×

1
0

-7
 

4 

1
6

,7
5
9
 

0
,0

4
5
3

9
5
 

0
,0

0
0
5

9
5

3
0
 

3
,5

4
×

1
0

-7
 

5 

1
6

,6
6
5
 

0
,0

4
5
1

3
3
 

0
,0

0
0
3

3
3

0
7

 

1
,1

1
×

1
0

-7
 

6 

1
6

,3
1
3
 

0
,0

4
4
1

5
1
 

0
,0

0
0
6

4
8

9
1
 

4
,2

1
×

1
0

-7
 

 

σr = 1,62% 

Δ = 0,000759 мг/мл 
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Таблица 11 –  Статистическая обработка результатов прецизионности в условиях 

повторяемости на уровне содержания бензойной кислоты 120 % 

N S
i 

C
н

о
м

и
н

ал
, 

м
г/

м
л

 

C
i, 

м
г/

м
л
 

C
cp

, 
м

г/
м

л
 

|С
i -

 С
cp

| 

(С
i -

 С
cp

 )
2
 

Σ
(С

i -
 С

cp
 )

2
 

S
х
 

Δ
 

С
х

о
д

и
м

о
ст

ь
 

(σ
r)

, 
%

 

1 

1
9

,5
3
5
 

0
,0

5
4
 

0
,0

5
3
1

4
 

0
,0

5
3
7
 

0
,0

0
0
5

6
0

4
5

9
 

3
,1

4
×

1
0

-7
 

1
,3

3
*
1

0
-6

 

0
,0

0
0
2

1
0

5
4
 

0
,0

0
0
5

4
1
 

0
,9

6
 

2 

1
9

,6
6
6
 

0
,0

5
3
5

0
5

 

0
,0

0
0
1

9
5

0
1

 

3
,8

0
×

1
0

-8
 

3 

1
9

,9
0
2
 

0
,0

5
4
1

6
3
 

0
,0

0
0
4

6
3

3
7
 

2
,1

5
×

1
0

-7
 

4 

1
9

,5
5
7
 

0
,0

5
3
2

0
1
 

0
,0

0
0
4

9
9

0
9
 

2
,4

9
×

1
0

-7
 

5 

1
9

,9
9
2
 

0
,0

5
4
4

1
4
 

0
,0

0
0
7

1
4

4
4

 

5
,1

0
×

1
0

-7
 

6 

1
9

,7
1
5
 

0
,0

5
3
6

4
2
 

5
,8

3
×

1
0

-5
 

3
,4

0
×

1
0

-9
 

 

σr = 0,96% 

Δ = 0,000541 мг/мл 
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Прецизионность в условиях воспроизводимости 

Таблица 12 – Статистическая обработка результатов прецизионности в условиях 

воспроизводимости на уровне содержания доксорубицина 80 % 

N
 

S
 

C
i м

г/
м

л
 

C
cp

 м
г/

м
л
 

S
m

l 
 

G
 

G
ta

b
(m

=
2
;f

=
2
) 

S
cp

 

С
О

 (
S

),
 м

г/
м

л
 

С
х
о
д

и
м

о
ст

ь
 (

σ
R
),

 

%
 

1 

4
,7

6
9
 

0
,0

7
3
8

1
9

 

0
,0

7
6
 

0
,0

0
1
9

3
3

2
2

1
 

0
,5

4
3
2
 

0
,9

7
5
0
 

0
,0

0
0
7

2
9
 

0
,0

0
1
7

8
5
 

2
,3

8
 

4
,8

8
7
 

0
,0

7
5
8

9
1
 

4
,9

8
9
 

0
,0

7
7
6

8
2
 

2 

4
,8

8
9
 

0
,0

7
5
9

2
6
 

0
,0

7
4
 

0
,0

0
1
6

2
6

0
1
 

4
,8

0
4
 

0
,0

7
4
4

3
4
 

4
,7

0
4
 

0
,0

7
2
6

7
8

 

 

σR = 2,38% 

Δ = 0,001873 мг/мл 
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Таблица 13 – Статистическая обработка результатов прецизионности в условиях 

воспроизводимости на уровне содержания доксорубицина 100 % 
N

 

S
 

C
i м

г/
м

л
 

C
cp

 м
г/

м
л
 

S
m

l 
 

G
 

G
ta

b
(m

=
2
;f

=
2
) 

S
cp

 

С
О

 (
S

),
 м

г/
м

л
 

С
х
о
д

и
м

о
ст

ь
 (

σ
R
),

 

%
 

1 

6
,1

6
6
 

0
,0

9
8
3

4
9
 

0
,0

9
8
8
 

0
,0

0
0
4

9
6

7
5

4
 

0
,5

7
7
9
 

0
,9

7
5
0
 

0
,0

0
0
2

9
8
 

0
,0

0
0
5
 

0
,5

1
 

6
,1

8
7
 

0
,0

9
8
7

1
8
 

6
,2

2
2
 

0
,0

9
9
3

3
3
 

2 

6
,1

4
2
 

0
,0

9
7
9

2
8
 

0
,0

9
8
2
 

0
,0

0
0
3

6
2

8
4

4
 

6
,1

5
3
 

0
,0

9
8
1

2
1
 

6
,1

8
2
 

0
,0

9
8
6

3
 

 

σR = 0,51% 

Δ = 0,000767 мг/мл 
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Таблица 14 – Статистическая обработка результатов прецизионности в условиях 

воспроизводимости на уровне содержания доксорубицина 120 % 
N

 

S
 

C
i м

г/
м

л
 

C
cp

 м
г/

м
л
 

S
m

l 
 

G
 

G
ta

b
(m

=
2
;f

=
2
) 

S
cp

 

С
О

 (
S

),
 м

г/
м

л
 

С
х
о
д

и
м

о
ст

ь
 (

σ
R
),

 

%
 

1 

7
,2

5
5
 

0
,1

1
7
4

7
1
 

0
,1

2
 

0
,0

0
3
3

8
1

4
3

9
 

0
,6

4
5
4
 

0
,9

7
5
0
 

0
,0

0
1
0

1
 

0
,0

0
2
4

5
5
 

2
,0

5
 

7
,3

2
8
 

0
,1

1
8
7

5
3
 

7
,6

1
9
 

0
,1

2
3
8

6
3
 

2 

7
,5

1
6
 

0
,1

2
2
0

5
4
 

0
,1

2
1
 

0
,0

0
1
8

5
7

9
9

3
 

7
,3

1
1
 

0
,1

1
8
4

5
5
 

7
,4

5
9
 

0
,1

2
1
0

5
4
 

 

σR = 2,05% 

Δ = 0,002595 мг/мл 
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Таблица 15 – Статистическая обработка результатов прецизионности в условиях 

воспроизводимости на уровне содержания глюкозамина 80 % 
N

 

S
 

C
i м

г/
м

л
 

C
cp

 м
г/

м
л
 

S
m

l 
 

G
 

G
ta

b
(m

=
2
;f

=
2
) 

S
cp

 

С
О

 (
S

),
 м

г/
м

л
 

С
х
о
д

и
м

о
ст

ь
 (

σ
R
),

 

%
 

1 

6
,2

5
6
 

0
,0

1
6
7

6
9
 

0
,0

1
6
2
 

0
,0

0
0
5

3
4

7
7

7
 

0
,6

1
2
 

0
,9

7
5
0
 

0
,0

0
0
1

9
3
 

0
,0

0
0
4

6
8
 

2
,9

4
 

6
,0

0
9
 

0
,0

1
6
0

8
2
 

5
,8

7
7
 

0
,0

1
5
7

1
5
 

2 

5
,9

2
1
 

0
,0

1
5
8

3
7
 

0
,0

1
5
7
 

0
,0

0
0
3

3
9

6
3

7
 

5
,9

9
2
 

0
,0

1
6
0

3
5
 

5
,7

5
4
 

0
,0

1
5
3

7
3
 

 

σR = 2,94% 

Δ = 0,000497 мг/мл 
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Таблица 16 – Статистическая обработка результатов прецизионности в условиях 

воспроизводимости на уровне содержания глюкозамина 100 % 
N

 

S
 

C
i м

г/
м

л
 

C
cp

 м
г/

м
л
 

S
m

l 
 

G
 

G
ta

b
(m

=
2
;f

=
2
) 

S
cp

 

С
О

 (
S

),
 м

г/
м

л
 

С
х
о
д

и
м

о
ст

ь
 (

σ
R
),

 

%
 

1 

7
,1

6
1
 

0
,0

1
9
2

8
4
 

0
,0

1
8
9
 

0
,0

0
0
2

6
5

9
0

9
 

0
,8

7
5
1
 

0
,9

7
5
0
 

0
,0

0
0
2

3
5
 

0
,0

0
0
5

7
5
 

2
,9

5
 

6
,9

8
2
 

0
,0

1
8
7

8
7
 

7
,0

1
3
 

0
,0

1
8
8

7
3
 

2 

7
,4

2
5
 

0
,0

2
0
0

1
8
 

0
,0

2
 

3
,7

9
×

1
0

-5
 

7
,4

1
5
 

0
,0

1
9
9

9
 

7
,3

9
8
 

0
,0

1
9
9

4
3
 

 

σr = 2,95% 

Δ = 0,000603 мг/мл 

 

 

 

 



153 
 

Таблица 17 – Статистическая обработка результатов прецизионности в условиях 

воспроизводимости на уровне содержания глюкозамина 120 % 
N

 

S
 

C
i м

г/
м

л
 

C
cp

 м
г/

м
л
 

S
m

l 
 

G
 

G
ta

b
(m

=
2
;f

=
2
) 

S
cp

 

С
О

 (
S

),
 м

г/
м

л
 

С
х
о
д

и
м

о
ст

ь
 (

σ
R
),

 

%
 

1 

8
,5

7
4
 

0
,0

2
3
2

1
2
 

0
,0

2
3
7
 

0
,0

0
0
5

8
9

9
4

7
 

0
,5

5
4
4
 

0
,9

7
5
0
 

0
,0

0
0
1

9
6
 

0
,0

0
0
4

7
9
 

2
,0

2
 

8
,9

7
4
 

0
,0

2
4
3

2
4
 

8
,6

5
1
 

0
,0

2
3
4

2
6
 

2 

8
,7

5
2
 

0
,0

2
3
7

0
7
 

0
,0

2
3
7
 

0
,0

0
0
4

7
4

0
9

3
 

8
,5

7
4
 

0
,0

2
3
2

1
2
 

8
,9

1
5
 

0
,0

2
4
1

6
 

 

σr = 2,02% 

Δ = 0,000504 мг/мл 
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Таблица 18 – Статистическая обработка результатов прецизионности в условиях 

воспроизводимости на уровне содержания бензойной кислоты 80 % 
N

 

S
 

C
i м

г/
м

л
 

C
cp

 м
г/

м
л
 

S
m

l 
 

G
 

G
ta

b
(m

=
2
;f

=
2
) 

S
cp

 

С
О

 (
S

),
 м

г/
м

л
 

С
х
о
д

и
м

о
ст

ь
 (

σ
R
),

 

%
 

1 

1
3

,9
5
2
 

0
,0

3
7
5

6
5
 

0
,0

3
6
9
 

0
,0

0
0
8

1
0

5
8

4
 

0
,7

9
1
9
 

0
,9

7
5
0
 

0
,0

0
0
2

3
3
 

0
,0

0
0
5

7
 

1
,5

5
 

1
3

,8
1
7
 

0
,0

3
7
1

8
8
 

1
3

,3
9
5
 

0
,0

3
6
0

1
1
 

2 

1
3

,5
7
5
 

0
,0

3
6
5

1
3
 

0
,0

3
6
5
 

0
,0

0
0
2

1
3

0
4

9
 

1
3

,5
1
2
 

0
,0

3
6
3

3
7
 

1
3

,6
6
4
 

0
,0

3
6
7

6
1
 

 

σr = 1,55% 

Δ = 0,000599 мг/мл 
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Таблица 19 – Статистическая обработка результатов прецизионности в условиях 

воспроизводимости на уровне содержания бензойной кислоты 100 % 
N

 

S
 

C
i м

г/
м

л
 

C
cp

 м
г/

м
л
 

S
m

l 
 

G
 

G
ta

b
(m

=
2
;f

=
2
) 

S
cp

 

С
О

 (
S

),
 м

г/
м

л
 

С
х
о
д

и
м

о
ст

ь
 (

σ
R
),

 

%
 

1 

1
9

,5
3
5
 

0
,0

5
3
1

4
 

0
,0

5
3
6
 

0
,0

0
0
5

1
8

8
4

9
 

0
,5

3
0
4
 

0
,9

7
5
0
 

0
,0

0
0
2

0
5
 

0
,0

0
0
4

9
8
 

0
,9

3
 

1
9

,6
6
6
 

0
,0

5
3
5

0
5
 

1
9

,9
0
2
 

0
,0

5
4
1

6
3
 

2 

1
9

,4
9
7
 

0
,0

5
3
0

3
4
 

0
,0

5
3
7
 

0
,0

0
0
5

8
5

9
2

6
 

1
9

,8
8
2
 

0
,0

5
4
1

0
8
 

1
9

,8
3
5
 

0
,0

5
3
9

7
6
 

 

σr = 0,93% 

Δ = 0,000526 мг/мл 
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Таблица 20 – Статистическая обработка результатов прецизионности в условиях 

воспроизводимости на уровне содержания бензойной кислоты 120 % 
N

 

S
 

C
i м

г/
м

л
 

C
cp

 м
г/

м
л
 

S
m

l 
 

G
 

G
ta

b
(m

=
2
;f

=
2
) 

S
cp

 

С
О

 (
S

),
 м

г/
м

л
 

С
х
о
д

и
м

о
ст

ь
 (

σ
R
),

 

%
 

1 

1
6

,2
3
5
 

0
,0

4
3
9

3
3
 

0
,0

4
4
7
 

0
,0

0
0
9

2
8

0
6

6
 

0
,6

6
9
8
 

0
,9

7
5
0
 

0
,0

0
0
2

7
3
 

0
,0

0
0
6

6
5
 

1
,4

9
 

1
6

,4
5
1
 

0
,0

4
4
5

3
6
 

1
6

,8
8
8
 

0
,0

4
5
7

5
5
 

2 

1
6

,7
4
3
 

0
,0

4
5
3

5
1
 

0
,0

4
4
9
 

0
,0

0
0
4

5
7

3
8

8
 

1
6

,6
4
5
 

0
,0

4
5
0

7
7
 

1
6

,4
2
3
 

0
,0

4
4
4

5
8
 

 

σr = 1,49% 

Δ = 0,000701 мг/мл 
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4.6. Правильность и точность 

Таблица 21– Результаты определения правильности и точности на уровне содержания 

доксорубицина 80% 

 Сноминал S Ci Ccp CO, мг/мл Правильность, % Точность, % 

1 

0,08 

4,888 0,075909 

0,0780 0,002646581 97,53 

94,89 

2 4,887 0,075891 94,86 

3 4,989 0,077682 97,10 

4 4,989 0,077682 97,10 

5 4,992 0,077735 97,17 

6 4,859 0,075399 94,25 

7 4,998 0,07784 97,30 

8 5,287 0,082915 103,64 

9 4,989 0,077682 97,10 

10 5,287 0,082915 103,64 

11 4,912 0,07633 95,41 

12 4,812 0,074574 93,22 

13 4,969 0,077331 96,66 

14 5,253 0,082318 102,90 

15 5,089 0,079438 99,30 

16 4,939 0,076804 96,01 

17 4,911 0,076313 95,39 

18 5,257 0,082388 102,99 

19 4,899 0,076102 95,13 

20 4,987 0,077647 97,06 

21 5,111 0,079824 99,78 

22 5,287 0,082915 103,64 

23 5,187 0,081159 101,45 

24 4,864 0,075487 94,36 

25 4,839 0,075048 93,81 

26 4,823 0,074767 93,46 

27 4,914 0,076365 95,46 

28 4,898 0,076084 95,11 

29 4,985 0,077612 97,01 

30 5,152 0,080544 100,68 
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Таблица 22– Результаты определения правильности и точности на уровне содержания 

доксорубицина 100% 

 Сноминал S Ci Ccp CO, мг/мл Правильность, % Точность, % 

1 

0,1 

6,166 0,098349 

0,0988 0,00086822 98,76 

98,35 

2 6,187 0,098718 98,72 

3 6,222 0,099333 99,33 

4 6,144 0,097963 97,96 

5 6,155 0,098156 98,16 

6 6,223 0,09935 99,35 

7 6,366 0,101861 101,86 

8 6,187 0,098718 98,72 

9 6,222 0,099333 99,33 

10 6,278 0,100316 100,32 

11 6,155 0,098156 98,16 

12 6,232 0,099508 99,51 

13 6,166 0,098349 98,35 

14 6,187 0,098718 98,72 

15 6,211 0,09914 99,14 

16 6,144 0,097963 97,96 

17 6,128 0,097682 97,68 

18 6,223 0,09935 99,35 

19 6,176 0,098525 98,53 

20 6,187 0,098718 98,72 

21 6,203 0,098999 99,00 

22 6,144 0,097963 97,96 

23 6,155 0,098156 98,16 

24 6,223 0,09935 99,35 

25 6,166 0,098349 98,35 

26 6,187 0,098718 98,72 

27 6,219 0,09928 99,28 

28 6,144 0,097963 97,96 

29 6,155 0,098156 98,16 

30 6,123 0,097594 97,59 
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Таблица 23– Результаты определения правильности и точности на уровне содержания 

доксорубицина 120% 

 Сноминал S Ci Ccp CO, мг/мл Правильность, % Точность, % 

1 

0,12 

7,255 0,117471466 

0,1194 0,002511 99,48 

97,89 

2 7,328 0,118753292 98,96 

3 7,619 0,123863038 103,22 

4 7,514 0,122019315 101,68 

5 7,209 0,11666374 97,22 

6 7,356 0,119244952 99,37 

7 7,235 0,117120281 97,60 

8 7,388 0,119806848 99,84 

9 7,619 0,123863038 103,22 

10 7,514 0,122019315 101,68 

11 7,215 0,116769096 97,31 

12 7,456 0,121000878 100,83 

13 7,298 0,118226514 98,52 

14 7,328 0,118753292 98,96 

15 7,119 0,115083406 95,90 

16 7,398 0,119982441 99,99 

17 7,209 0,11666374 97,22 

18 7,356 0,119244952 99,37 

19 7,255 0,117471466 97,89 

20 7,328 0,118753292 98,96 

21 7,605 0,123617208 103,01 

22 7,451 0,120913082 100,76 

23 7,211 0,116698859 97,25 

24 7,365 0,119402985 99,50 

25 7,245 0,117295874 97,75 

26 7,328 0,118753292 98,96 

27 7,619 0,123863038 103,22 

28 7,545 0,122563652 102,14 

29 7,204 0,116575944 97,15 

30 7,337 0,118911326 99,09 
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Таблица 24– Результаты определения правильности и точности на уровне содержания 

глюкозамина 80% 

 Сноминал S Ci Ccp CO, мг/мл Правильность, % Точность, % 

1 

0,016 

6,256 0,016769 

0,0159 0,000396102 99,37 

104,80 

2 6,009 0,016082 100,51 

3 5,877 0,015715 98,22 

4 5,721 0,015281 95,51 

5 5,992 0,016035 100,22 

6 5,899 0,015776 98,60 

7 6,057 0,016215 101,35 

8 6,009 0,016082 100,51 

9 5,802 0,015507 96,92 

10 5,795 0,015487 96,79 

11 5,987 0,016021 100,13 

12 5,901 0,015782 98,64 

13 6,155 0,016488 103,05 

14 6,011 0,016088 100,55 

15 5,875 0,01571 98,18 

16 5,723 0,015287 95,54 

17 5,996 0,016046 100,29 

18 5,887 0,015743 98,39 

19 6,117 0,016382 102,39 

20 6,014 0,016096 100,60 

21 5,887 0,015743 98,39 

22 5,718 0,015273 95,46 

23 5,988 0,016024 100,15 

24 5,891 0,015754 98,46 

25 6,257 0,016771 104,82 

26 6,009 0,016082 100,51 

27 5,866 0,015685 98,03 

28 5,723 0,015287 95,54 

29 5,993 0,016038 100,23 

30 5,883 0,015732 98,32 
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Таблица 25– Результаты определения правильности и точности на уровне содержания 

глюкозамина 100% 

 Сноминал S Ci Ccp CO, мг/мл Правильность, % Точность, % 

1 

0,02 

7,261 0,019562 

0,0196 0,000330275 98,17 

97,81 

2 7,381 0,019896 99,48 

3 7,412 0,019982 99,91 

4 7,225 0,019462 97,31 

5 7,445 0,020074 100,37 

6 7,318 0,019721 98,60 

7 7,162 0,019287 96,44 

8 7,413 0,019985 99,92 

9 7,013 0,018873 94,36 

10 7,225 0,019462 97,31 

11 7,444 0,020071 100,35 

12 7,317 0,019718 98,59 

13 7,16 0,019281 96,41 

14 7,338 0,019776 98,88 

15 7,313 0,019707 98,53 

16 7,225 0,019462 97,31 

17 7,445 0,020074 100,37 

18 7,318 0,019721 98,60 

19 7,163 0,01929 96,45 

20 7,223 0,019457 97,28 

21 7,016 0,018881 94,41 

22 7,225 0,019462 97,31 

23 7,445 0,020074 100,37 

24 7,318 0,019721 98,60 

25 7,168 0,019304 96,52 

26 7,333 0,019762 98,81 

27 7,312 0,019704 98,52 

28 7,225 0,019462 97,31 

29 7,445 0,020074 100,37 

30 7,318 0,019721 98,60 
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Таблица 26– Результаты определения правильности и точности на уровне содержания 

глюкозамина 120% 

 Сноминал S Ci Ccp CO, мг/мл Правильность, % Точность, % 

1 

0,024 

8,894 0,024101459 

0,0238 0,00045 99,36 

100,42 

2 8,974 0,024323836 101,35 

3 8,951 0,024259903 101,08 

4 8,891 0,02409312 100,39 

5 8,774 0,023767894 99,03 

6 9,015 0,024437804 101,82 

7 8,774 0,023767894 99,03 

8 8,974 0,024323836 101,35 

9 8,751 0,023703961 98,77 

10 8,682 0,023512161 97,97 

11 8,772 0,023762335 99,01 

12 9,015 0,024437804 101,82 

13 8,653 0,02343155 97,63 

14 8,974 0,024323836 101,35 

15 8,651 0,02342599 97,61 

16 8,644 0,023406532 97,53 

17 8,599 0,023281445 97,01 

18 8,993 0,02437665 101,57 

19 8,574 0,023211953 96,72 

20 8,974 0,024323836 101,35 

21 8,651 0,02342599 97,61 

22 8,612 0,023317582 97,16 

23 8,574 0,023211953 96,72 

24 9,001 0,024398888 101,66 

25 8,674 0,023489924 97,87 

26 8,974 0,024323836 101,35 

27 8,651 0,02342599 97,61 

28 8,612 0,023317582 97,16 

29 8,799 0,023837387 99,32 

30 8,997 0,024387769 101,62 
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Таблица 25– Результаты определения правильности и точности на уровне содержания 

бензойной кислоты 80% 

 Сноминал S Ci Ccp CO, мг/мл Правильность, % Точность, % 

1 

0,036 

13,402 0,03603 

0,0357 0,000273517 99,10 

100,08 

2 13,416 0,036069 100,19 

3 13,395 0,036011 100,03 

4 13,455 0,036178 100,49 

5 13,111 0,035218 97,83 

6 13,368 0,035935 99,82 

7 13,258 0,035629 98,97 

8 13,332 0,035835 99,54 

9 13,343 0,035866 99,63 

10 13,198 0,035461 98,50 

11 13,201 0,03547 98,53 

12 13,224 0,035534 98,70 

13 13,232 0,035556 98,77 

14 13,225 0,035536 98,71 

15 13,199 0,035464 98,51 

16 13,256 0,035623 98,95 

17 13,312 0,035779 99,39 

18 13,264 0,035645 99,01 

19 13,358 0,035907 99,74 

20 13,237 0,03557 98,81 

21 13,195 0,035453 98,48 

22 13,187 0,03543 98,42 

23 13,212 0,0355 98,61 

24 13,164 0,035366 98,24 

25 13,311 0,035776 99,38 

26 13,252 0,035612 98,92 

27 13,395 0,036011 100,03 

28 13,455 0,036178 100,49 

29 13,112 0,035221 97,84 

30 13,164 0,035366 98,24 
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Таблица 26– Результаты определения правильности и точности на уровне содержания 

бензойной кислоты 100% 

 Сноминал S Ci Ccp CO, мг/мл Правильность, % Точность, % 

1 

0,045 

16,313 0,044151 

0,0447 0,000487621 99,29 

98,11 

2 16,452 0,044539 98,98 

3 16,881 0,045736 101,63 

4 16,761 0,045401 100,89 

5 16,655 0,045105 100,23 

6 16,345 0,04424 98,31 

7 16,235 0,043933 97,63 

8 16,459 0,044558 99,02 

9 16,688 0,045197 100,44 

10 16,601 0,044955 99,90 

11 16,665 0,045133 100,30 

12 16,313 0,044151 98,11 

13 16,436 0,044494 98,88 

14 16,402 0,044399 98,67 

15 16,774 0,045437 100,97 

16 16,659 0,045116 100,26 

17 16,556 0,044829 99,62 

18 16,327 0,04419 98,20 

19 16,291 0,04409 97,98 

20 16,427 0,044469 98,82 

21 16,497 0,044664 99,25 

22 16,577 0,044888 99,75 

23 16,445 0,044519 98,93 

24 16,213 0,043872 97,49 

25 16,236 0,043936 97,64 

26 16,486 0,044634 99,19 

27 16,598 0,044946 99,88 

28 16,659 0,045116 100,26 

29 16,625 0,045021 100,05 

30 16,513 0,044709 99,35 
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Таблица 27– Результаты определения правильности и точности на уровне содержания 

бензойной кислоты 120% 

 Сноминал S Ci Ccp CO, мг/мл Правильность, % Точность, % 

1 

0,054 

19,576 0,05325392 

0,0537 0,000413 99,36 

98,62 

2 19,608 0,05334319 98,78 

3 19,876 0,054090833 100,17 

4 19,657 0,053479886 99,04 

5 19,982 0,054386542 100,72 

6 19,715 0,053641689 99,34 

7 19,546 0,053170228 98,46 

8 19,554 0,053192546 98,50 

9 19,777 0,053814652 99,66 

10 19,598 0,053315293 98,73 

11 19,892 0,054135468 100,25 

12 19,787 0,053842549 99,71 

13 19,579 0,053262289 98,63 

14 19,623 0,053385036 98,86 

15 19,812 0,053912291 99,84 

16 19,657 0,053479886 99,04 

17 19,902 0,054163366 100,30 

18 19,727 0,053675166 99,40 

19 19,518 0,053092116 98,32 

20 19,572 0,053242761 98,60 

21 19,828 0,053956927 99,92 

22 19,757 0,053758857 99,55 

23 19,992 0,05441444 100,77 

24 19,683 0,053552419 99,17 

25 19,555 0,053195336 98,51 

26 19,632 0,053410143 98,91 

27 19,902 0,054163366 100,30 

28 19,557 0,053200915 98,52 

29 19,993 0,054417229 100,77 

30 19,755 0,053753278 99,54 
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6. Заключение 

Метрологические характеристики методики количественного определения 

доксорубицина, хитозана и бензойной кислоты, определенные в эксперименте, удовлетворяют 

требованиям, предъявляемым к методикам в фармацевтическом анализе:  

 методика определения доксорубицина, глюкозамина и бензойной кислоты методом 

ВЭЖХ-УФ - методика селективна, диапазон линейности – 0,01 – 0,5 мг/мл 

(доксорубицин и глюкозамин) и 0,002 – 0,1 мг/мл (бензойная кислота); 

 повторяемость – 0,60 – 3,19% (доксорубицин); 2,41 – 3,12% (глюкозамин); 0,96 – 

1,78% (бензойная кислота); 

 воспроизводимость – 0,51 – 2,38% (доксорубицин); 2,02 – 2,95% (глюкозамин); 

0,93 – 1,55% (бензойная кислота); 

 правильность – 97,53 – 99,48% (доксорубицин); 98,17 – 99,37% (глюкозамин); 

99,10 – 99,36% (бензойная кислота); 

Методики количественного определения доксорубицина, хитозана и бензойной кислоты, 

признаны валидными и могут быть использованы для проведения контроля качества конъюгата 

Fe-CS-ДОКС.  

 


