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Аннотация. В статье разрабатывается методика количественного определения тиамина в плазме крови 
методом LC-MS с целью проведения исследования биоэквивалентности.
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ВВЕДЕНИЕ

Витамин В1 (тиамин) — это эссенциальный ми-

кронутриент, который является кофактором цело-

го ряда ферментов, необходимых для обеспечения 

нормального метаболизма углеводов (пируватдека-

боксилазный и α-кетоглутаратдекарбоксилазный 

комплексы, транскетолаза). Фармакологическое 

действие тиамина заключается в том, что, вса-

сываясь из кишечника, тиамин фосфорилиру-

ется и превращается в тиаминпирофосфат (ти-

аминдифосфат) — активную форму тиамина, 

являющуюся коферментом пируватдекабоксилаз-

ного и α-кетоглутаратдекарбоксилазного комплек-

сов, а также транскетолазы. Первые два фермента 

участвуют в метаболизме углеводов, транскетолаза 

функционирует в пентозофосфатном пути, уча-

ствуя в переносе гликоальдегидного радикала меж-

ду кето- и альдосахарами, а также участвует в окис-

лительном декарбоксилировании α-кетоглутаровой 

кислоты в цикле Кребса. Тиаминпирофосфат син-

тезируется ферментом тиаминпирофосфокиназой, 

преимущественно в печени и в ткани мозга. При 

дефиците тиаминдифосфата развиваются дегенера-

тивные изменения нервной ткани с сопутствующи-

ми нарушениями сердечно-сосудистой регуляции, 

функций желудочно-кишечного тракта, водно-со-

левого обмена, а также развитием мышечной атро-

фии и других нарушений [1]. Помимо развития ней-

ропатий различного генеза, дефицит витамина В1 

приводит к развитию других функциональных рас-

стройств организма, начиная от заболеваний пище-

варительной (различные диспепсические явления, 

увеличение печени) и сердечно-сосудистой систем 

(снижение сократительной способности миокарда, 

сердечная недостаточность, сердечные аритмии, ар-

териальная гипотония, острая сердечно-сосудистая 

недостаточность), вплоть до таких серьезных забо-

леваний, как Бери-Бери и синдром Вернике-Кор-

сакова. При гиповитаминозе тиамина у кормящих 

женщин в молоке появляется кардиотоксический 

метаболит гамма-окси-альфа-кетоглуторат, нару-

шающий у новорожденного деятельность сердца, 

вплоть до его остановки. 

На сегодняшний день на отечественном фар-

мацевтическом рынке зарегистрировано большое 

количество лекарственных препаратов для лече-

ния нейропатий, основными из которых являют-

ся средства, содержащие витамины группы В и их 

производные. В свою очередь, наиболее назнача-

емыми являются препараты витамина В1, по при-

чине их доказанной терапевтической эффектив-

ности. 

Витамин В1 принадлежит к группе водораство-

римых витаминов, однако в фармакотерапии при-

меняют как водорастворимые, так и жирораствори-

мые формы. К водорастворимым формам относятся Рис. 1. Тиамин и его жирорастворимые формы
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соли тиамина – тиамина гидрохлорид, тиамина 

бромид и тиамина мононитрат [2]. 

В настоящее время препараты, содержащие водо-

растворимые соли тиамина, все реже используются 

в терапии, так как данным препаратам присущи 

определенные недостатки: низкая биодоступность, 

не превышающая 10% от принятой дозы; плохая 

проницаемость через слизистую оболочку кишеч-

ника; быстрый метаболизм в желудочно-кишечном 

тракте; высокая степень метаболизма в печени и 

тканях [3–5].

Для решения этой проблемы в 60-е годы были 

синтезированы жирорастворимые формы тиамина: 

бенфотиамин (S-бензоил-тиамин-О-монофосфат), 

фурсультиамин (тиамин тетрагидрофурфурил 

дисульфид), октотиамин (тиамина дисульфид), 

S-ацилтиамин, O,S-диацетилтиамин, циклотиа-

мин, просультиамин, сальбутиамин и другие (рис. 

1) [5, 6–9]. При абсорбции из желудочно-кишечно-

го тракта жирорастворимые формы тиамина доста-

точно быстро и полно проникают в эпителиальные 

клетки кишечника, где превращаются в обычный 

тиамин [10]. 

Поскольку все формы тиамина в результате 

биотрансформации переходят в тиамин различ-

ных степеней фосфорелирования, находящихся 

в крови в химическом равновесии со свободным 

тиамином, то для изучения сравнительной фар-

макокинетики водорастворимых и жирораство-

римых форм тиамина нами была поставлена за-

дача разработки быстрой и простой методики 

количественного определения тиамина в плазме 

крови. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Реактивы
Тиамина гидрохлорид (чистота 99,92%, Supelco, 

Германия, кат.№ 47858), трифторуксусная кислота, 

ацетонитрил (MERK KGaA Darmstadt, Германия), 

вода деионизированная и очищенная с использова-

нием Milli-Q system MP-650, IWAKI Millipore, Япо-

ния.

ОБОРУДОВАНИЕ

Определение тиамина в плазме крови проводи-

лось на приборе Agilent 1200 LC/MS, оснащенном 

дегазатором, градиентным насосом, колоночным 

термостатом, автосамплером, УФ-детектором 

и масс-спектрометрическим квадрупольным 

детектором Agilent 6120 с ионизацией электро-

спреем при атмосферном давлении. В качестве 

неподвижной фазы использовалась хроматогра-

фическая колонка Agilent «ZORBAX SB C18 5мкм, 

150*2,1мм» c предколонкой ZORBAX SB C18 

5мкм, 35*2,1мм.

ПРИГОТОВЛЕНИЕ СТАНДАРТНОГО 
И РАБОЧИХ РАСТВОРОВ

Стандартный раствор был приготовлен растворе-

нием точной навески тиамина гидрохлорида в воде 

до получения концентрации 36 мкг/мл (в пересчете 

на тиамин). Исходный стандартный раствор храни-

ли при температуре -400С. Срок годности исходного 

стандартного раствора 1 месяц. Рабочие стандарт-

ные растворы тиамина (7 нг/мл, 92 нг/мл, 368 нг/

мл, 736 нг/мл, 3,6 мкг/мл) были приготовлены из 

исходного стандартного раствора разведением во-

дой. При каждой калибровке готовились свежие ра-

бочие растворы.

ПРИГОТОВЛЕНИЕ СТАНДАРТНЫХ 
ОБРАЗЦОВ ДЛЯ КАЛИБРОВКИ

Для калибровки прибора и валидации метода 

использовалась плазма здоровых лиц не прини-

мающих лекарственные средства минимум в те-

чение 2-х недель. Образцы для калибровки были 

приготовлены добавлением к 1 мл плазмы рабо-

чих стандартных растворов до получения финаль-

ных концентраций 10, 50, 100, 1000, 10000 нг/мл 

плазмы. Калибровочные кривые получали еже-

дневно.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Аналитический метод
Пробоподготовка. 500 мкл плазмы помещали в 

пробирки эппендорф, добавляли 50 мкл насыщен-

ного раствора сульфата меди, встряхивали на шей-

кере в течение 5 мин при скорости 2500 об/мин, 

после чего центрифугировали 30 мин при 16100 об/

мин. 200 мкл центрифугата отбирали во флакон 

на 2,5 мл для хроматографирования и помещали в 

автосамплер. Аликвоту 20 мкл вводили в хромато-

граф.

Условия хроматографирования. Анализ про-

водили на жидкостном хроматографе с масс-

спектрометрическим детектором, колонка: Agi-

lent XDB-C18 150×2,1 мм, 5 мкм при температуре 

300C. Объем вводимой пробы составлял 20 мкл. 

В качестве подвижной фазы была выбрана смесь 

ацетонитрила и 0,05% раствора трихлоруксус-

ной кислоты в воде деионизированной (рН=2,6) 

в соотношении 2:98. Скорость потока подвижной 

фазы — 0,8 мл/мин. Масс-детектор работал в SIM 

режиме в позитивной полярности при значении 

m/z=265,1. Тип ионизации: MM-ES. Напряжение 

на капилляре 4000 В. Температура осушающего 

газа составляла 230°С. Скорость осушающего газа 

13 л/мин.

В качестве метода количественного определения 

был выбран метод абсолютной калибровки. 
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Валидация
Разработанная методика была валидированиа по 

показателям линейности, специфичности, точно-

сти и воспроизводимости.

Линейность была доказана в диапазоне от 10 нг/

мл до 10000 нг/мл. Уравнение прямой имело вид 

y=1,6736×х – 0,0263, коэффициент корреляции 

R=0,99699.

Фактор асимметрии пика тиамина 1,15. Эффек-

тивность колонки для исследуемого вещества была 

около 10800 теоретических тарелок, что говорит о 

высокой эффективности хроматографической си-

стемы. 

СПЕЦИФИЧНОСТЬ И 
ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ

Хроматограмма образца чистой плазмы показана 

на рис. 2А в сравнении с хроматограммами плазмы 

с добавлением тиамина в количестве 1 мкг/мл (см. 

рис. 2Б) и хроматограммой плазмы через 3 часа по-

сле приема 1600 мг бенфотиамина (см. рис. 2В). Из 

рисунка видно, что методика достаточно селектив-

на, что подтверждается отсутствием пиков интер-

ферирующих эндогенных соединений в месте элю-

ирования тиамина.

Предел количественного определения рассчиты-

вался как наименьшая концентрация анализируе-

мого вещества при которой отношение сигнал:шум 

составляло 10:1. Чувствительность метода для масс-

спектрометрического детектирования составила 

10 нг/мл, этого было достаточно для определения 

содержания тиамина в плазме добровольцев в тече-

ние 24 часов после однократного применения.

СТЕПЕНЬ ИЗВЛЕЧЕНИЯ 
ИЗ БИОЛОГИЧЕСКОГО МАТРИКСА

Степень извлечения тиамина из плазмы рассчи-

тывалась сравнением площадей пиков чистого стан-

дарта приготовленного из рабочего раствора, вве-

денного в хроматографическую колонку, и площади 

пика экстракта, полученного из плазмы крови с до-

бавлением аналогичного количества тиамина (n=5 

для каждой концентрации). Степень извлечения со-

ставила 74,4%, 81,6%, 87,0% для концентраций тиа-

мина 1 нг/мл, 50 нг/мл и 100 нг/мл соответственно. 

ВОСПРОИЗВОДИМОСТЬ

Для оценки воспроизводимости проводили ко-

личественное определение с применением масс-

спектрометрического детектора модельных смесей 

тиамина гидрохлорида и плазмы для различных кон-

центраций. Для образцов измеренных в течение дня 

относительное стандартное отклонение составило 

8,4%, 7,2%, 9,5% для модельных смесей содержащих 

10 нг/мл, 50 нг/мл и 100 нг/мл, тиамина соответствен-

но. Для измерений в течение недели относительное 

стандартное отклонение составило 13,5%, 11,4% и 

А

Б

В

Рис. 2. Образцы хроматограмм
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14,2% для модельных смесей содержащих 10 нг/мл, 

50 нг/мл и 100 нг/мл, тиамина соответственно.

С помощью разработанной методики было про-

ведено исследование сравнительной фармакокине-

тики препаратов, содержащих липофильный тиа-

мин (тестовый препарат) и гидрофильный тиамин 

(референтный препарат). Было показано различие 

полноты всасывания тиамина. Относительная био-

доступность тиамина у здоровых лиц из препарата, 

содержащего жирорастворимую форму тиамина, 

составила 239% по сравнению с водорастворимой.

ВЫВОДЫ

По результатам проделанной работы были сдела-

ны следующие выводы:

– Разработан чувствительный метод определения 

тиамина в плазме крови с помощью жидкостной 

хроматографии с масс-детектором. 

– Проведена валидация данного метода. Метод 

обладает высокой чувствительностью и селектив-

ностью, благодаря сочетанию жидкостной хрома-

тографии с масс-детектором и может быть исполь-

зован для определения концентрации тиамина в 

крови в фармакокинетических исследованиях.
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