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Аннотация 

Введение. Актуальность исследования обусловлена необходимостью совершенствования методов 
количественного определения дулоксетина – одного из современных антидепрессантов – в биологических 
объектах для оптимизации терапевтического мониторинга и токсикологической диагностики. Мониторинг 
концентраций лекарственных средств в организме пациента необходим в связи с индивидуальными 
особенностями метаболизма, риском побочных эффектов и возможностью передозировки. Цель. Разработка 
и валидация биоаналитической методики количественного определения дулоксетина в биологических 
жидкостях лабораторных животных методом высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ). 
Материалы и методы. Объектом исследования служил препарат «Дулоксетин Канон»; в качестве 
стандартного образца использовали субстанцию Duloxetine Hydrochloride (Supelco). Эксперименты 
выполнены на 30 крысах линии Wistar с внутрижелудочным введением препарата в дозе 300 мг/кг; 
анализировали сыворотку крови и мочу.  Разработана процедура пробоподготовки с использованием 
жидкостной экстракции; оптимизированы хроматографические условия (подвижная фаза ацетонитрил–
фосфатный буфер, детектирование при 231 нм). Валидация проведена по параметрам: селективность, 
линейность, предел количественного определения, правильность, прецизионность, стабильность, 
матричный эффект. Результаты. Методика характеризуется пределом количественного определения 6 
мкг/мл, линейным диапазоном 6–160 мкг/мл, относительной погрешностью не более ±1,57%. Разработанный 
подход позволяет эффективно определять дулоксетин в сыворотке крови и моче через 30, 60 и 180 мин после 
введения, что расширяет возможности токсикологического мониторинга. При химико-токсикологическом 
анализе токсической дозы дулоксетина целесообразно исследовать обе биологические жидкости. 
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Заключение. Созданный инструмент может быть использован для мониторинга терапевтических 
концентраций и диагностики отравлений, что способствует повышению безопасности применения 
дулоксетина в клинической практике. Методика пригодна как для диагностических целей, так и для научных 
исследований в области фармакокинетики антидепрессантов. 
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Введение 

В современной медицинской практике антидепрессанты занимают важное место в терапии 

депрессивных расстройств [1]. Дулоксетин представляет собой современный 

антидепрессант, относящийся к группе селективных ингибиторов обратного захвата 

серотонина и норадреналина [2, 3]. В отличие от классических представителей этой 

группы, препарат обладает уникальным механизмом действия, оказывая влияние не 

только на серотонин и норадреналин, но и умеренно воздействуя на захват дофамина [1, 

4, 5]. 

Актуальность исследования обусловлена растущей потребностью в совершенствовании 

методов контроля применения антидепрессантов [6, 7]. Необходимость мониторинга 

концентраций лекарственных средств в организме пациента связана с индивидуальными 

особенностями метаболизма, риском развития побочных эффектов и возможностью 

передозировки [1, 8-12]. Фармакокинетика дулоксетина характеризуется значительной 

межиндивидуальной вариабельностью, обусловленной полиморфизмом изоферментов 

цитохрома Р450 (CYP2D6 и CYP1A2), что требует персонализированного подхода при 

назначении препарата [6]. Метаболиты дулоксетина, образующиеся в печени, частично 

выводятся с мочой и желчью, что необходимо учитывать при разработке методов анализа 

в различных биологических средах [6, 11]. 

Существующие методики анализа дулоксетина, включая ВЭЖХ с УФ-детектированием [13, 

15] и тандемную масс-спектрометрию [14], требуют оптимизации для повышения точности 

и воспроизводимости результатов. Особое внимание уделяется надёжности определения 

в клинических и токсикологических лабораториях, где основным методом остаётся ВЭЖХ с 

УФ-детекцией, доступная большинству учреждений. Разработка современной 

биоаналитической методики позволит оценить распределение препарата в организме, 

определить оптимальные режимы дозирования, исследовать процессы метаболизма, 

выявить возможные токсические концентрации, а также повысить качество химико-

токсикологического анализа при подозрении на отравление. 
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Цель исследования 

Цель исследования – разработка и валидация биоаналитической методики 

количественного определения дулоксетина в биологических жидкостях лабораторных 

животных методом высокоэффективной жидкостной хроматографии. 

Материалы и методы 

Объектом исследования явился лекарственный препарат «Дулоксетин Канон» ((γS)-N-
Метил-γ-(1-нафтилокси)-2-тиофенпропанамин (в виде гидрохлорида)).  По внешнему виду 
представляет собой непрозрачные, сине/белые, твердые желатиновые капсулы с 

нанесенными на них белыми чернилами дозировкой «30 mg» и идентификационным 
кодом «9542». Содержимое капсул представляло собой пеллеты от белого до серовато-
белого цвета. Производитель ЗАО «Канонфарма продакшн», Россия, Московская область, 
г. Щелково. 

В качестве СО использовалась субстанция Duloxetine Hydrochloride производства Supelco 
каталожный номер PHR1865.  

Взвешивание образцов для анализа проводилось на весах электронных лабораторных ЛВ 
210-А, ЗАО «Сартогосм», г. Санкт-Петербург, Россия. Измерение уровня рН растворов 
производился с использованием рН-метра рН-150 МИ, ООО «Измерительная техника», г. 
Москва, Россия. Экстракции проводили с использованием перемешивающего устройства 

ЛАБ-ПУ-01 (Россия). 

В исследовании использовали следующие растворители: воду очищенную, ацетонитрил, 
0,1 М раствор хлористоводородной кислоты, спирт этиловый 95%, хлороформ, этилацетат, 

которые соответствовали требованиям ГФ XV ОФС.1.3.0001 «Реактивы. Индикаторы». 

Вспомогательные материалы и лабораторное оборудование: колбы мерные вместимостью 
50, 100 мл; чашки выпарительные вместимостью 50 мл; пробирки пластиковые 
вместимостью 10 мл; дозатор пипеточный «Thermo Scientific» серии Лайт одноканальный 
переменного объема. 

Метод ВЭЖХ 

Анализ проводили с использованием системы UltiMate 3000 со спектрофотометрическим 

детектором с рабочим диапазоном длин волн в области от 190 до 900 нм («Dionex», CША). 

Сбор и обработка данных проводилась с использованием системы сбора и обработки 

хроматографических данных Сhromeleon, версия 7, «Dionex», CША. 

При анализе методом ВЭЖХ все испытуемые растворы перед помещением в прибор 

фильтровались через NуlоnMembrаnе, 0,2 µm 25 mm Sуringе Filtеrs, Phеnоmеnеx, США.  
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Центрифугирование проб перед проведением ВЭЖХ анализа проводилось на центрифуге 

лабораторной  SIGMA 2-16P, «Сигма Лаборцентрифуген ГмбХ», Германия.  

Для построения калибровочного графика около 0,0600 г (точная навеска) СО дулоксетина 

гидрохлорида растворяли в 10 мл 96% спирта этилового и взбалтывали. Полученную 

суспензию переносили в мерную колбу вместимостью 25 мл, встряхивали в течение 30 

минут и доводили до метки. Раствор центрифугировали. 1; 2,5; 5; 7,5; 10 мл полученного 

раствора помещали в мерную колбу вместимостью 25 мл и доводили тем же 

растворителем до метки. Полученные растворы хроматографировали. 

Дизайн исследования 

Для проведения исследования использовали 30 аутбредных крыс-самцов линии Wistar 
массой 220-240 г., полученных в учебном виварии ПМФИ – филиала ФГБОУ ВО ВолгГМУ. 
Животных содержали в условиях лабораторного вивария. Эксперимент проводили в 
соответствии с требованиями Европейской конвенции по защите позвоночных животных, 
используемых для экспериментальных и других научных целей.  

Лабораторные животные были разделены на 2 группы: интактные (5 шт.) и опытные (25 шт.), 
получавшие суспензию препарата в дозе 300 мг/кг [16], которую вводили 
внутрижелудочным способом с помощью атравматичного зонда.  

Затем лабораторным животным была сделана внутрибрюшинно анестезия 
хлоралгидратом из расчета 350 мг/кг. Кровь отбирали в пробирки из бедренной артерии во 

временных точках: 30, 60, 180 мин [17].  

При анализе крови все отобранные пробы сразу центрифугировались в течение 15 мин  при 
2000 мин-1. Далее отбирали по 100 мкл полученной от каждого животного сыворотки, 
добавляли раствор аммиака 25% до рН=10 и  9000 мкл ацетонитрила. Смесь встряхивали 
на Vortex в течение 3 мин при 5000 мин-1. Верхний слой в объеме 900 мкл отделяли, 
выпаривали в токе теплого воздуха, остаток растворяли в 5 мл ацетонитрила и исследовали.  

Для исследования дулоксетина в моче от каждого животного собиралась вся моча, 
выделившаяся за интервал сбора – 0-0,2, 0-1, 0-3 часа. Далее отбирали по 250 мкл 
полученной от каждого животного мочи (в каждый интервал), добавляли раствор аммиака 
25% до рН=10 и 3 мл хлороформа. Содержимое взбалтывали в течение 5 минут и помещали 

в делительную воронку. После разделения фаз отделяли слой органического растворителя. 
Растворитель удаляли при комнатной температуре. Сухие остатки, полученные после 
испарения экстрагента, растворяли в 0,75 мл ацетонитрила. 

Статистическую обработку данных проводили с помощью программы Microsoft Excel 2016. 
В работе использовались основные статистические методы: расчет средних значений, 
определение стандартного отклонения, вычисление 95% доверительных интервалов (ДИ), 
коэффициента вариации (CV). В качестве критериев оценки использовалась значимость 
различий (p<0,05) и статистическая достоверность результатов. 
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Результаты  

При разработке методики анализа нами предложены следующие условия 
хроматографирования: колонка Phenomenex Luna C18 с зернением сорбента 5 мкм (США), 
размер 150*4,6 мм; подвижная фаза: ацетонитрил: 0,01 М дигидроортофосфат калия (рН = 
3,0-3,2) (40:60); температура термостата колонки 25°С; температура образца 25°С; объем 
пробы 20 мкл; скорость потока 1,0 мл/мин, длина волны 231 нм.  

Предварительно нами была проверена пригодность хроматографической системы. Для 
этого анализировали исследуемый раствор в 5 повторностях. Параметры пригодности 
хроматографической системы представлены в таблице 1. Фактор асимметрии вычисляли 
по ширине пика на высоте 5%. Время удерживания пика дулоксетина равнялось 5,75 мин. 

Прецизионность хроматографической системы составила ±1,87%. 

Таблица 1. Параметры пригодности хроматографической системы 

№ п/п Время удерживания 
пика, мин 

Фактор асимметрии пика 

 

Число теоретических 
тарелок 

1 5,61 0,97 42438 

2 5,69 0,96 35762 

3 5,75 0,96  41349 

4 5,81 0,98 35673 

5 5,89 0,95 39871 

Предложенные параметры пригодности хроматографической системы соответствуют 

современным требованиям [18]. 

Хроматограмма раствора СО дулоксетина представлена на рисунке 1. 

Рисунок 1. Хроматограмма раствора СО дулоксетина гидрохлорида 
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На хроматограмме раствора СО был обнаружен один основной пик со временем 

удерживания 5,75 мин. 

Валидацию методики количественного определения дулоксетина проводили по 
параметрам: селективность, линейность, предел количественного определения, 
правильность, прецизионность, стабильность, матричный эффект [19]. 

Для выявления селективности методики хроматографировали по 20 мкл растворителя, 
раствора СО дулоксетина, образца извлечений из сыворотки крови и мочи, растворов 
извлечений из интактных проб. Хроматографирование проводили в 6 повторностях. 

Хроматограммы извлечений из сыворотки крови и мочи, содержащих дулоксетин, 
представлены на рисунках 2,3. 

Рисунок 2. Хроматограмма извлечения из сыворотки, содержащей дулоксетин 
 

 

Рисунок 3. Хроматограмма извлечения из мочи, содержащей дулоксетин 
 

 



 Журнал «Медицина» № 3, 2026 64 

 

 

  64 

 

Полученные данные свидетельствуют о том, что на хроматограммах содержатся пики со 

временем удерживания, соответствующего раствору СО дулоксетина, и пики 
неидентифицированных примесей. Хроматограммы растворителя, растворов извлечений 
из интактных проб не содержали пиков, соответствующих раствору СО дулоксетина. Таким 
образом, хроматографическая система способна разделять пик дулоксетина от пиков 
сопутствующих веществ и системных пиков.  

Для подтверждения линейности методики строили градуировочный график рисунок 4. 

Рисунок 4. Градуировочный график зависимости площади пика от концентрации дулоксетина 

 

Полученные данные свидетельствуют о том, что наблюдается линейная зависимость в 

аналитической области концентраций дулоксетина от 6 до 160 мкг/мл. Предел 
количественного определения составляет 6 мкг/мл. 

Правильность результатов анализа проверяли на серии модельных растворов. Для этого 
готовили по 3 испытуемых раствора, содержащих дулоксетин в одной концентрации на 
разных уровнях, но в рамках линейности методики. Полученные данные представлены в 
таблице 2. 

Таблица 2. Результаты оценки правильности определения дулоксетина методом ВЭЖХ 

№ 
п/п 

Уровень Концентрация 
испытуемого 

раствора, мкг/мл 

Площадь 
пика, mAU 

R, % Метрологические 

характеристики 

1 

1 6 

36 97,23 

  𝑅=98,80%; 

SD=2,17 

RSD=±1,57%; 

Δх=±1,55; 

ε=±1,57% 

tвыч.=1,56 

2 38 100,80 

3 34 96,47 

4 

2 80 

463 98,79 

5 474 102,24 

6 472 102,05 

7 

3 160 

926 97,80 

8 923 96,94 

9 920 96,85 
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Полученные данные свидетельствуют о том, что значение относительной погрешности 

составляет ±1,57%. Доверительный интервал составляет ±1,55. Полученное среднее 

значение (98,80%) не превышает границ доверительного интервала. tвыч. составляет 1,56 и 

не превышает табличное значение (2,31). Относительное стандартное отклонение ±1,57%. 

Таким образом, истинное значение не выходит за границы доверительного интервала, 

систематическая погрешность отсутствует, среднее значение не превышает предельное 

значение.  

Для установления прецизионности проводили шесть параллельных определений для 

среднего уровня концентраций. Затем проводили расчет стандартного отклонения и 

относительного стандартного отклонения. 

Таблица 3. Результаты прецизионности количественного определения дулоксетина 

Результат анализа, 
мкг 

(Хi- Х) (Хi- Х)2 Метрологические характеристики 

81 -0,667 0,4444 

 Х=80,33; 

SD = 1,21; 

RSD = ±1,51 % 

79 1,333 1,7778 

81 -0,667 0,4444 

79 1,333 1,7778 

82 -1,667 2,7778 

80 0,333 0,1111 

Таким образом, значение относительного стандартного отклонения не превышает ± 1,51%, 

что подтверждает возможность использования данной методики для проведения 

дальнейших испытаний. 

Матричный эффект оценивался путем сравнения значений CV. Наблюдается более 

выраженное влияние матрицы в сыворотке крови через 30 минут (CV = 13,30%), к 180 

минутам влияние матрицы снижается до 9,21% (таблица 5). Для мочи наблюдается менее 

выраженное влияние матрицы по сравнению с сывороткой.   

Стабильность дулоксетина оценивали в составе сыворотки крови в условиях  

краткосрочной стабильности: хранение образцов в течение 6 часов при комнатной 

температуре (от +15°С до +25°С) и стабильности при замораживании-размораживании: 

после выполнения трех последовательных циклов замораживания (не менее 12 часов, при 

температуре от - 18°С до - 25°С) и размораживания (не менее 30 минут при комнатной 

температуре от +15°С до +25°С) образцов перед анализом. Для исследования различных 

видов стабильности готовили образцы контроля качества на верхнем (160 мкг/мл) и 

нижнем (6 мкг/мл) уровнях концентраций дулоксетина. После выполнения требуемых 

условий хранения образцов (согласно каждому исследованному виду стабильности) 

проводили анализ по разработанной методике. Для каждого вида стабильности 

использовали по 3 аликвоты образца на каждом уровне концентраций дулоксетина, после 
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анализа которых рассчитывали среднее значение концентрации дулоксетина. 

Стабильность образцов оценивали путем расчета правильности (δ, %) и прецизионности 

(RSD, %) полученных средних значений. 

Результаты оценки различных видов стабильности приведены в таблице 4, при этом была 

доказана стабильность дулоксетина во всех изученных условиях, так как рассчитанные 

значения δ, % и RSD, % не превышали 20 % для всех образцов на всех уровнях концентраций. 

Таблица 4. Результаты изучения стабильности дулоксетина в сыворотке крови в различных условиях 

Стабильность Содержание  
дулоксетина, мкг/мл 

δ, % RSD, % 

Краткосрочная 
6 2,4 3,0 

160 -5,2 3,8 

3 цикла замораживания-
размораживания 

6 8,0 5,6 

160 -4,2 3,5 

Изолирование дулоксетина из биологических жидкостей проводили методом жидкость-

жидкостной экстракции.  

Результаты количественного определения дулоксетина в извлечениях из мочи и сыворотки 

представлены в таблице 5. 

Таблица 5. Результаты количественного определения дулоксетина в извлечениях из мочи и 
сыворотки лабораторных животных 

Биологическая жидкость (95%ДИ, CV) 30 мин 60 мин 180 мин 

Сыворотка (мкг/мл) 83,68±11,13 80,04±8,01 46,68±4,30 

95% ДИ, ± % 15,7 12,50 11,40 

CV, % 13,30 10,01 9,21 

Моча (мкг/мл) 51,13±3,53 69,31±6,07 91,10±5,79 

95% ДИ, ± % 7,01 8,89 6,45 

CV, % 6,90 8,76 6,36 

Все полученные значения CV при анализе сыворотки находятся в диапазоне от 9,21 до 

13,30%, что указывает на слабую вариативность данных и хорошую воспроизводимость 

результатов. Наименьшая вариабельность наблюдается при 180 минутах (9,21%), 

наибольшая вариабельность — при 30 минутах (13,30%), но всё ещё находится в пределах 

допустимой нормы. Таким образом, все измерения характеризуются высокой степенью 

однородности данных. 

Наименьшая вариабельность при анализе мочи наблюдается при 180 минутах, что говорит 

о более стабильных результатах в этот период. Наибольшая вариабельность - при 60 
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минутах, хотя все значения остаются в пределах допустимого уровня (менее 25%). Данные 

можно считать достаточно однородными для всех временных точек. 

Обсуждение результатов 

Разработанная ВЭЖХ-методика сопоставима с описанными в литературе, но имеет ряд 

преимуществ. Так, Waldschmitt et al. (2007) [15] использовали аналогичную подвижную 

фазу (ацетонитрил–фосфатный буфер) и детектирование при 229 нм, получая время 

удерживания 5,84 мин, что близко к нашему результату (5,75 мин). Chhalotiya et al. (2010) 

[13] показали схожий линейный диапазон, однако наш предел количественного 

определения (6 мкг/мл) ниже, чем в некоторых работах, что повышает чувствительность. 

Относительная погрешность (±1,57%) и прецизионность (±1,51%) демонстрируют высокую 

точность, сопоставимую с методами ВЭЖХ-МС/МС, но при использовании более 

доступного УФ-детектора. Изучение стабильности показало, что дулоксетин устойчив как 

при краткосрочном хранении, так и после замораживания-размораживания, что 

подтверждает надёжность методики при рутинном анализе. Неидентифицированные пики, 

наблюдаемые на хроматограммах, не мешают определению; их присутствие в интактных 

пробах не обнаружено, а в пробах с дулоксетином они, вероятно, являются эндогенными 

компонентами или метаболитами, что не влияет на селективность. 

Особое внимание уделено матричному эффекту. Более выраженное влияние матрицы в 

сыворотке через 30 мин (CV 13,3%) может быть связано с высоким содержанием белков и 

липидов, однако к 180 мин эффект снижается до 9,21%. В моче матричное влияние меньше, 

что согласуется с меньшей сложностью матрицы. Это важно для клинических лабораторий, 

где вариабельность результатов должна быть минимизирована. 

Полученные фармакокинетические профили (максимум в сыворотке через 0,5 ч, в моче – 

через 3 ч) согласуются с данными о быстром всасывании и выведении дулоксетина [6]. Это 

подтверждает целесообразность отбора обеих жидкостей для токсикологического 

мониторинга, особенно при подозрении на передозировку. 

Ограничения исследования обусловлены однократным дозированием, использованием 

только одного метода пробоподготовки, ограниченным диапазоном исследуемых 

концентраций. 

К перспективам исследования следует отнести автоматизацию пробоподготовки 

(внедрение твердофазной экстракции для повышения воспроизводимости), разработку 

математических моделей токсикокинетики, расширение спектра анализируемых 

биологических жидкостей.  
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Заключение 

Разработана и валидирована надёжная методика количественного определения 
дулоксетина в биологических жидкостях лабораторных животных методом ВЭЖХ. 
Основные параметры: предел количественного определения – 6 мкг/мл, линейный 
диапазон – 6–160 мкг/мл, относительная погрешность – не более 1,57%. Методика 
обеспечивает эффективное определение дулоксетина в сыворотке крови и моче через 30, 
60 и 180 мин после введения. Максимальное содержание в сыворотке наблюдается через 
0,5 ч, в моче – через 3 ч. Валидация подтвердила высокую селективность, прецизионность, 
стабильность аналита и минимальное влияние матричных эффектов. Разработанный 
подход может быть использован для терапевтического лекарственного мониторинга и 
токсикологической диагностики, что способствует повышению безопасности применения 

дулоксетина в клинической практике. 
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Abstract 

Introduction. The relevance of the study is determined by the need to improve methods for the quantitative 
determination of duloxetine, a modern antidepressant, in biological objects to optimize therapeutic monitoring and 
toxicological diagnostics. Monitoring drug concentrations in the patient's body is necessary due to individual 
metabolic characteristics, the risk of side effects, and the possibility of overdose. Objective. To develop and validate 
a bioanalytical method for the quantitative determination of duloxetine in biological fluids of laboratory animals 
using high-performance liquid chromatography (HPLC). Materials and Methods. The study used the pharmaceutical 
product "Duloxetine Canon" as the test object and Duloxetine Hydrochloride reference standard (Supelco) for 
calibration. Experiments were carried out on 30 Wistar rats that received the drug intragastrically at a dose of 300 
mg/kg; serum and urine samples were collected for analysis. A sample preparation procedure using liquid-liquid 
extraction was developed; chromatographic conditions were optimized (mobile phase acetonitrile–phosphate 
buffer, detection at 231 nm). Validation was performed for selectivity, linearity, limit of quantification, accuracy, 
precision, stability, and matrix effect. Results. The method has a limit of quantification of 6 μg/mL, a linear range of 
6–160 μg/mL, and a relative error of no more than ±1.57%. The developed approach effectively determines 
duloxetine in blood serum and urine at 30, 60, and 180 min after administration, which expands the possibilities of 
toxicological monitoring. For chemical-toxicological analysis of a toxic dose of duloxetine, it is advisable to examine 
both biological fluids. Conclusion. The created tool can be used for monitoring therapeutic concentrations and 
diagnosing poisoning, which contributes to the safe use of duloxetine in clinical practice. The method is suitable for 
both diagnostic purposes and scientific research in the pharmacokinetics of antidepressants. 

Keywords: duloxetine, bioanalytical method, high-performance liquid chromatography, laboratory animals, 
method validation 
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