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прибора, который обладает высокой чувствительностью, 
а также создания тест-панелей для определения концен-
трации интересующих аналитов в слюне [4]. 

По данным  N.A.Desrosies и соавт. [5], в секрете 
слюнных желез содержится «свободное» лекарственное 
вещество, а препараты, которые прочно связываются с 
белками плазмы крови,  обнаружить удается только в 
следовых количествах. В слюну лекарственные веще-
ства попадают через транспортную систему слюнных 
желез, слизистую оболочку полости рта, вместе с жид-
костью десен [3]. Препараты с липофильными свойства-
ми клетки выделяют в слюну пассивно, что зависит от 
степени их диссоциации и pH [6]. Конкурируя за транс-
портные системы слюнных желез, лекарственные препа-
раты могут влиять на формирование слюнных молекул, 
что может приводить к изменению объема выделяемого 
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Введение. В клинической практике наличие циркули-
рующих в межклеточной среде и в кровотоке лекарствен-
ных препаратов и их метаболитов чаще определяют в об-
разцах биологической среды, в сыворотке крови и в  моче. 
Между тем в последние десятилетия исследователи стали 
проявлять интерес к слюне в качестве биоматериала [1, 
2]. Важными  преимуществами использования слюны в 
качестве образца являются атравматичность сбора, без-
опасность биологического материала и меньшая трудо-
емкость в исполнении метода [3]. Для отработки  этого 
определения  потребовалось  унифицировать  этапы про-
боподготовки образцов слюны, осуществить калибровку 
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секрета [7]. Заметим, что выделение лекарственных пре-
паратов в слюну не является основным способом их экс-
креции из организма. Действие лекарственного препа-
рата обычно заканчивается его метаболизмом в печени 
(гидролиз, окисление, конъюгация) и выведением с мо-
чой, желчью или непосредственно через стенку кишеч-
ника [5]. В меньшей степени выделительную функцию 
берут на себя потовые, слезные и слюнные железы [8].

Анализ данных литературы показал, что в большин-
стве публикаций предпочтение авторы отдают выявле-
нию в слюне наркотических веществ [1,5, 9-11], но мало 
внимания уделено другим лекарственным препаратам, 
которые стоят в стандартном списке назначений по ме-
дицинским показаниям. Для лечения артериальной ги-
пертензии, ишемической болезни сердца, сердечной 
недостаточности, нарушения сердечного ритма клини-
цисты назначают β1-адреноблокаторы, в частности, би-
сопролол (БС), который подвержен метаболизму  в пе-
чени и далее  выводится почками [12]. Для уменьшения 
образования атеросклеротических бляшек в кровенос-
ных сосудах назначают препарат аторвастатин, который 
подавляет образование спирта холестерина путем инги-
бирования синтеза его ключевого фермента 3-гидрокси-
3-метилглутарил-кофермента A-редуктазы. Метаболизм 
холестерина проходит в печени и  выделение происходит 
с  желчью [13]. В связи с этим, точный и чувствитель-
ный метод определения концентрации аторвастатина и 
БС в смешанной слюне может явиться перспективным 
в лабораторной диагностике, так как содержание препа-
ратов можно использовать в медицине для контроля ле-
карственных средств, проведения токсико-химического 
анализа.

Цель исследования: применить метод жидкостной 
хромато-масс-спектрометрии для определения БС и 
аторвастатина в слюне.

Материал и методы. Для определения получены об-
разцы смешанной слюны у 16 пациентов, которые нахо-
дились на стационарном лечении в ФГБУ «НМИЦ кар-
диологии» Минздрава России. С целью коррекции основ-
ного заболевания, пациенты принимали лекарственные 
препараты: группа А - бисопролол (n=7), группа В - 
аторвастатин (n=4), группа С - бисопролол+аторвастатин 
(n=5). Для сравнения оценены образцы слюны здоровых 
добровольцев (n=6), которые не принимали лекарствен-
ные препараты. 

Сбор слюны проводили путём сплевывания без сти-
муляции в стерильную пластиковую градуированную 
пробирку в течение 5 мин и до начала определения  
хранили при температуре -20°С. Перед исследованием 
пробы слюны размораживали при комнатной темпера-
туре в течение 1,5 часов и перемешивали до гомоген-
ного состояния на механическом смесителе. Для выде-
ления аналитов в слюне использовали метод осаждения 
белков с последующим упариванием супернатанта. 
Образцы слюны исследовали на жидкостном хромато-
масс-спектрометре с тройным квадруполем LCMS-8040 
(Shimadzu Corporation, Япония) с программным обеспе-
чением LabSolutions 5.80. Анализ определяемых препа-
ратов выполнен при ионизации в электроспрее при ат-
мосферном давлении (ESI) в положительном режиме.

Индивидуальные растворы аналитов (аторвастатина 
и бисопролола) и раствор внутреннего стандартного об-
разца (ВС) готовили взятием точной навески, соответ-
ствующей 10 мг аналита с учетом чистоты и растворяли 
в диметилсульфоксиде (ДМСО) (аторвастатин, ВС) и в 

метаноле (бисопролол) до концентрации 1 мг/мл. Стан-
дартные образцы  хранились при температуре < -65°C. 
Рабочие стандартные растворы аналитов готовили по-
следовательным разбавлением исходных растворов в 
смеси  ацетонитрил/вода (1/1). Калибровочные образцы 
и образцы контроля качества (КК) готовили путем до-
бавления соответствующего раствора аналита к 100  или 
к 200 мкл интактной слюны для определения аторваста-
тина и бисопролола соответственно, непосредственно 
перед проведением всех процедур подготовки проб.

Интактную слюну готовили смешением слюны ше-
сти добровольцев, заведомо не содержащей определяе-
мых аналитов.

Метод определения аторвастатина. Хроматогра-
фическое разделение аторвастатина проводили на хро-
матографической колонке Acquity UPLC BEH C18, 1,7 
µm, 2,1×50 mm в градиентном режиме элюирования 
при скорости потока 0,5 мл/мин. Температура колонки 
- 40˚С. В качестве подвижных фаз использовали 0,1% 
муравьиную кислоту в воде (подвижная фаза А) и ацето-
нитрил, подкисленный 0,1% муравьиной кислоты (под-
вижная фаза Б). Начальное соотношение фаз составляло 
50/50 об.% (А/Б), объем пробы в инжекторе – 10 мкл. 
В этих условиях время удерживания для аторвастатина 
составило 0,72 мин для ВС аторвастатина-d5 0,71 мин. 
Общее время анализа 3,5 мин. 

Образцы интактной слюны в объеме 100 мкл перено-
сили в микропробирки на 1,2 мл, добавляли 10 мкл рас-
твора ВС (200 нг/мл), перемешивали при 1200 об/мин в 
течение 2 мин. Далее осаждали белки добавлением 400 
мкл охлажденного (-20°С) ацетонитрила, содержащего 
0,1% муравьиной кислоты. Перемешивали при 1200 об/
мин в течение 4 мин. Центрифугировали в течение 15 
мин при 4000 об/мин (+4°C). Супернатант в количестве 
300 мкл переносили в планшеты для упаривания и упа-
ривали в токе азота досуха при 40°С. К сухому остат-
ку добавляли 200 мкл  реагента вода/ацетонитрил (1/1), 
перемешивали 4 мин. Далее переносили 190 мкл полу-
ченного раствора в 96-луночные микропланшеты для 
анализа. Калибровочные образцы для аторвастатина го-
товили в концентрациях 0,5, 1, 2, 5, 10, 20, 75, 160 и 200 
нг/мл. Образцы КК – в концентрациях 1,5 нг/мл (низкий 
контроль качества, НКК), 60 нг/мл (средний контроль 
качества) и 150 нг/мл (высокий контроль качества. Ка-
либровочные графики представляли собой линейную 
зависимость с нормированием 1/с и коэффициентом 
корреляции не менее 0,999. Концентрация ВС в образ-
цах слюны составляла 20 нг/мл. 

Метод определения бисопролола. Хроматографиче-
ское разделение бисопролола осуществляли на хрома-
тографической колонке YMC-Triart C8, 1,9 µm, 2,0×50 
mm в градиентном режиме элюирования, начиная с 27% 
подвижной фазы Б, при скорости потока 0,4 мл/мин. В 
качестве подвижных фаз использовали формиат аммо-
ния 10мМ+0,2% муравьиной кислоты в воде (подвижная 
фаза А) и ацетонитрил, подкисленный 0,2% муравьиной 
кислоты (подвижная фаза Б), объем вкола – 4 мкл. Тем-
пература колонки составляла 35˚С. В этих условиях вре-
мя удерживания для бисопролола и ВС (бисопролола-d5) 
составило 0,92 мин. Общее время анализа 6 мин. 

Образцы интактной слюны в объеме 200 мкл пере-
носили в микропробирки, добавляли 10 мкл раствора ВС 
(400 нг/мл), перемешивали при 1200 об/мин в течение 2 
мин. Проводили осаждение белков добавлением 300 мкл 
охлажденного (-20°С) ацетонитрила, содержащего 0,1% 
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муравьиной кислоты. Перемешивали на шейкере при 1200 
об/мин в течение 4 мин. Центрифугировали в течение 15 
мин при 4000 об/мин (+4°C). Надосадочную жидкость в 
количестве 300 мкл переносили в планшеты для упарива-
ния и упаривали в токе азота досуха при 40°С. К сухому 
остатку добавляли 200 мкл раствора 10мМ AmF в воде/
ACN (75/25) +0,1%FA, перемешивали на шейкере 4 мин и 
переносили 190 мкл полученного раствора в 96-луночные 
микропланшеты и анализировали. Калибровочные образ-
цы для бисопролола готовили в концентрациях 0,5, 1, 2, 
5, 10, 20, 75, 160 и 200 нг/мл. Образцы КК – в концентра-
циях 1,5 нг/мл (низкий контроль качества, НКК), 60 нг/мл 
(средний контроль качества, СКК) и 150 нг/мл (высокий 
контроль качества, ВКК). Калибровочные кривые пред-
ставляли собой линейную зависимость с нормированием 
1/с и коэффициентом корреляции не менее 0,999 в диапа-
зоне концентраций 0,5-200 нг/мл для бисопролола. Кон-
центрация ВС в образцах слюны составляла 40 нг/мл.

При разработке условий масс-спектрометрического 
детектирования раствор тестируемого соединения в 
растворе ACN:H2O (1:1) с 0,1 % FA с концентрацией 
100 нг/мл анализировали путем прямого ввода в масс-
спектрометр  шприцевым насосом при ионизации в 
электроспрее в режиме регистрации положительных ио-
нов. При сканировании в режиме полного ионного тока 
(MS1) определяли: а)  молекулярный ион исследуемого 
соединения; б)  основные ионы-продукты фиксировали 
в режиме MS2. Для количественного анализа результата 
использовали параметры источника ионизации (темпе-
ратура линии десольватации – DL – и интерфейса – Heat 
Block (HB), потоки газа распылителя (Nebulising Gas 
Flow) и газа-осушителя (Drying Gas Flow)). Использова-
ны также параметры напряжения на первом (Q1 Pre Bias), 
третьем (Q3 Pre Bias) квадруполях. Энергия соударений 
была оптимизированы для достижения максимально-
возможного сигнала MRM-переходов, необходимых для 
количественного определения целевых соединений.

MRM-переходы для аторвастатина составили 
559,00>440,20 (564,00>445,25 – аторвастатин-d5). Ско-
рости потока газа-осушителя и газа-распылителя уста-
новили соответственно на 15 л/мин и 3 л/мин. Темпера-
туры DL и HB составили соответственно 250˚С и 400˚С. 
Первый и третий квадруполи работали в режиме высо-
кого разрешения. Для каждого MRM-перехода, исполь-
зуемого для количественного анализа, время накопления 
сигнала (dwell time) задано равным 100 миллисекундам 
(мсек) (табл. 1).

MRM-переходы для БС соста-
вили 326,10>116,05 (331,10>121,10 
– бисопролол-d5). Скорости пото-
ка газа-осушителя и газа-распы- 
лителя установили соответ-
ственно на 15 л/мин и 3 л/мин. 
Температуры DL и HB составили 
соответственно 180˚С и 400˚С. 
Первый и третий квадруполи 
работали в режиме высокого раз-
решения. Для MRM-перехода 
аналита, используемого для ко-
личественного анализа, время 
накопления сигнала (dwell time) 
задавали равным 100 и 75 мсек 
для внутреннего стандартного 
образца (табл. 2).

Результаты и обсуждение. В 
ходе разработки методов определения аторвастатина и 
БС с использованием растворов стандартных образцов 
и модельных проб найдены MRM-переходы для каждого 
из соединений, подобраны оптимальные параметры ио-
низации и хроматографического разделения;  определе-
ны калибровочные диапазоны для каждого из аналитов.

Отсутствие пиков аналита и ВС в холостых про-
бах говорят, как о селективности подобранных MRM-
переходов (рис. 1), так и методе в целом.

Отсутствие отклика аналита в образце с ВС, но без 
добавления аналита, указывает на отсутствии интерфе-
ренции между целевым определяемым компонентом и 
ВС (рис. 2). Линейный диапазон определения аторваста-
тина составил от 0,5 до 200 нг/мл. 

На рис. 3 приведена хроматограмма аторвастатина на 
уровне нижнего предела количественного определения 
(НПКО) (0,5 нг/мл). Правильная форма пика, отношение 
сигнал/шум, равное 8 указывают, что определение атор-
вастатина возможно на уровне не менее  0,5 нг/мл.

Хроматограмма холостого образца слюны (рис. 4) 
свидетельствует об отсутствии интерференции между 
ВС и аналитом. Селективность метода в отношении 
определяемого соединения подтверждено отсутствием 
отклика по времени удерживания бисопролола (0,92 
мин) в пробе интактной слюны.

Нижний предел количественного определения бисо-
пролола в слюне человека составил 0,5 нг/мл при соот-
ношении сигнал/шум, равном 18. На рис. 5 приведена 
хроматограмма бисопролола на уровне НПКО. Пик це-
левого соединения характеризуется правильной гауссо-
вой формой, отсутствуют признаки размывания и раз-
двоения.

На рисунках 4, 5, 6 присутствует пик неудерживае-
мого компонента с временем удерживания 0,33 мин. 
Данный пик соответствует так называемому пику вкола. 
Площадь данного пика постоянна и не зависит от кон-
центрации аналита, либо внутреннего стандарта в про-
бе, и, таким образом, его появление на хроматограммах 
объясняется матричными эффектами, которые действу-
ют в конкретной сложной матрице, т.е. слюне человека. 
Высокое разрешение между пиком вкола и пиком целе-
вого компонента, позволяет судить об отсутствии вза-
имного влияния между данными сигналами. Последнее 
позволяет сделать вывод о том, что наличие матрично-
го пика вблизи мертвого времени хроматографической 
системы не сказывается на точности определения бисо-
пролола. Приведенные методы определения содержания 

Т а б л и ц а  1
Параметры работы МС-детектора для метода определения аторвастатина

Аналит Q1>Q3 переход Dwell, 
мсек

Напряжение на 
первом квадруполе 

(Q1 Pre Bias), В

Энергия 
соударений 

(CE), эВ

Напряжение на 
третьем квадрупо-
ле (Q3 Pre Bias), В

Аторвастатин 559,00>440,20 100 -24,0 -23,0 -30,0
Аторвастатин-d5 564,00>445,25 100 -24,0 -22,0 -21,0

Т а б л и ц а  2 
Параметры работы МС-детектора для метода определения бисопролола

Аналит Q1>Q3 переход Dwell, 
мсек

Напряжение на 
первом квадруполе 

(Q1 Pre Bias), В

Энергия 
соударений 

(CE), эВ

Напряжение на 
третьем квадрупо-
ле (Q3 Pre Bias), В

 Бисопролол 326,10>116,05 100 -16 -19 -19
Бисопролол-d5 331,10>121,10 75 -17 -19 -21
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Рис. 1. Хроматограмма холостого образца.

Рис.2. Хроматограмма  образца интактной слюны.

Рис. 3. Хроматограмма аторвастатина 0,5 нг/мл (НПКО) в слюне.
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Рис. 4. Хроматограмма холостого образца.

Рис. 5. Хроматограмма образца интактной слюны.

Рис. 6. Хроматограмма бисопролола 0,5 нг/мл (НПКО) в слюне.
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Т а б л и ц а  3 
Результаты определения аторвастатина и бисопролола в  про-

бах слюны пациентов

Название пробы Концентрация аторва-
статина, нг/мл

Концентрация бисопролола, 
нг/мл

1 1,208 1195*
2 BLOQ 121,2
3 2,608 2111*
4 BLOQ 80,19
5 1,143 373,6*
6 BLOQ н/д
7 BLOQ н/д
8 BLOQ н/д
9 BLOQ н/д
10 н/д 96,5
11 н/д 19,1
12 н/д BLOQ
13 н/д BLOQ
14 н/д BLOQ
15 н/д 33,1
16 н/д BLOQ

*найденные концентрации превышают ВПКО (200 нг/мл для би-
сопролола) данного метода. н/д – анализ проб на определение ана-
лита не проводился.

аторвастатина и бисопролола  можно  применять к ана-
лизу проб слюны человека, отобранных после приема 
препарата, содержащего определяемые препараты. 

Результаты определения аторвастатина и бисопролола в 
пробах слюны приводятся в табл. 3, где записью «BLOQ» 
обозначены концентрации ниже (НПКО) (0,5 нг/мл). Про-
бы слюны с 1–5 включительно - это пробы слюны, отбор 
которых производился у добровольцев (группа С) после 
приема аторвастатина и бисопролола одновременно.

Правильность полученных результатов определения 
подтверждена образцами КК, анализ которых прово-
дили в рамках аналитической серии проб дважды: до и 
после реальных проб слюны. Отклонение образцов КК 
по точности составило не более 15% для, как минимум, 
трех повторов каждой из концентраций КК: 1,5 нг/мл 
(НКК), 60 нг/мл (СКК) и 150 нг/мл (ВКК), значения КВ 
не превышали 6,0% для всех аналитов (табл. 4.). Расчет 
статистических показателей в образцах КК проводили 
относительно номинального значения. Приведенные 

Т а б л и ц а  4 
Контроль качества аналитических серий определения аторва-

статина и бисопролола

Аналит Образцы 
КК,  

нг/мл

Исполь-
зовано 

величин

Среднее, 
нг/мл СО КВ, %

Точ-
ность, 

%
Аторва-
статин

1,5 3* из 4 1,461 0,0800 5,48 97,4
60 4 из 4 56,21 1,08 1,93 93,7

150 4 из 4 147,7 8,17 5,53 98,5
Бисопро-
лол

1,5 4 из 4 1,475 0,0294 2,00 98,3
60 4 из 4 58,01 1,60 2,75 96,7

150 4 из 4 143,3 2,56 1,79 95,5
* отклонение по точности определения концентрации в образце 

превысило 15%. Образец КК исключен из расчета. СО – стандарт-
ное отклонение. КВ – коэффициент вариации, рассчитан по форму-
ле: КВ= СОСреднее×100%.

данные иллюстрируют оптимальную точность опреде-
ления содержания аторвастатина и бисопролола в реаль-
ных пробах слюны человека.

Заключение. Проведена апробация метода количе-
ственного определения фармпрепаратов - бисопролола и 
аторвастатина в  слюне  методом  жидкостной хромато-
масс-спектрометрии с тройным квадруполем LCMS-
8040 с ионизацией, разделением и детектированием об-
разцов. Данный метод при полной его материалиазации, 
с большой вероятностью можно будет применять в экс-
периментальной и практической медицине для контроля 
за выведением и дозированием лекарственных средств.  

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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