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РЕЗЮМЕ
Введение. Пиридостигмина бромид – лекарственное средство антихолинэстеразного действия, применяющееся для лечения миастении и 

в качестве антидота при отравлениях фосфорорганическими веществами. Данное вещество токсично для теплокровных и может являться при-
чиной отравления людей, в том числе с летальным исходом. 

Цель исследования – изучение распределения пиридостигмина бромида в организме теплокровных животных (крысы) при внутрижелу-
дочном введении тройной LD50 данного вещества. 

Материал и методы. Объект исследования – пиридостигмина бромид. При выполнении исследования использовались такие методы анализа, как 
тонкослойная хроматография (ТСХ), высокоэффективная жидкостная хроматография (ВЭЖХ), УФ-спектрофотометрия. Мужским особям крыс породы 
Wistar однократно вводили в желудок тройную LD

50
 пиридостигмина бромида в виде водной суспензии. Анализируемое соединение изолировали из 

тканей органов и крови погибших животных ацетоном, очищали путем замены растворителя и последующего хроматографирования методом ТСХ с 
использованием модели привитой неподвижной фазы С14–С15 и подвижной фазы буферный раствор с pH 1,98 – ацетон (8:2 по объему). 

Результаты. Пиридостигмина бромид в биологических объектах идентифицировали по величине абсолютной хроматографической под-
вижности (ТСХ), времени удерживания в колонке сорбента (ВЭЖХ) и особенностям поглощения в УФ-области спектра. Оценку количественно-
го содержания пиридостигмина в биологических объектах осуществляли методом УФ-спектрофотометрии. Разработанные методики определе-
ния аналита в биологических объектах валидировали по показателям линейности, селективности, правильности, прецизионности, пределам 
обнаружения и количественного определения.

Заключение. Установлено преимущественное присутствие пиридостигмина (мкг в 1 г биоматериала) в селезенке (340,8±18,51), стенке 
желудка (240,6±21,79), содержимом желудка (209,8±13,35) и сердце (191,2±15,49) подопытных животных.

Ключевые слова: пиридостигмина бромид (калимин), распределение в организме, химико-токсикологическое исследование, валидация.
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Введение

Пиридостигмина бромид (3-[[(Диметила-
мино)карбонил]окси]-1-метилпиридиния 

бромид) (торговые названия: «Калимин 60Н», «Ме-
стинон») – антихолинэстеразное средство, приме-
няющееся для лечения миастении, а также как 
антидот при отравлениях фосфорорганическими 
веществами. 

Вещество представляет собой белые кристал-
лы с приятным запахом, гигроскопичные, чув-
ствительные к прямому солнечному свету и дей-
ствию окислителей, плавящиеся при температуре 
от 152°С до 154°С, обладающие хорошей раствори-
мостью в воде (52 мг/мл), этиловом спирте 96%, хло-
роформе, практически нерастворимые в эфире и 
бензоле. Молекулярная масса – 261,1 г/моль [1–3]. 

Пиридостигмина бромид токсичен для тепло-
кровных животных. Его LD50 при пероральном 
введении крысам составляет 37,5 мг/кг, при под-
кожном – 3,1 мкг/кг, при внутрибрюшинном – 
2,699 мг/кг[1,4]. При назначении данного лекар-
ственного средства (ЛС) возможны серьезные 
побочные эффекты, которые могут стать причи-
ной смерти больного [5, 6]. 

Идентификация пиридостигмина бро-
мида может быть проведена методом УФ-
спектрофотометрии как непосредственно, так 
и после переведения аналита в 3-гидрокси-1-
метилпиридиния бромид [2, 7]. После переведе-
ния пиридостигмина бромида в 3-гидрокси-1-
метилпиридиния бромид он может быть также 
определен методом экстракционной фотометрии 
на основе хромогенных реакций с некоторыми 
кислотными красителями [8]. Для идентифика-
ции рассматриваемого соединения и его количе-
ственного определения применяется метод ВЭЖХ 

с УФ-детектированием в области длин волн 220 и 
270 нм с использованием колонок обращенно-фа-
зовых сорбентов и полярных элюентов, включа-
ющих ацетонитрил [2, 3, 9]. Известны варианты 
определения пиридостигмина бромида методами 
газовой хроматографии (ГХ) и газовой хромато-
графии и масс-спектрометрии (ГХ-МС) в извлече-
ниях из биологических жидкостей (плазмы кро-
ви, мочи) [10, 11].

Для изолирования исследуемого вещества из 
плазмы крови используется дихлорметан. Очист-
ка извлечений при этом проводится путем осаж-
дения растворами кислот или смесью раствора 
пикриновой кислоты и 0,1М раствора натрия ги-
дроксида (рН=7,0), а также реэкстракцией в 1 мМ 
раствор гидросульфата тетрабутиламмония [10]. 
Изолирование пиридостигмина и его метаболитов 
из биожидкостей возможно методом твердофаз-
ной экстракции с применением картриджей С18 
SEP PAK, Corasil II и Bond Elut CBA [9,10]. Известен 
вариант изолирования пиридостигмина броми-
да из плазмы крови человека методом жидкость-
жидкостной экстракции [12]. Для извлечения пи-
ридостигмина из жидких биоматриц и очистки 
также используют ионопарную экстракцию [11] и 
сорбцию на ионообменных смолах [13, 14].

Большинство указанных методик рассчитано 
на исследования извлечений из биожидкостей 
и не может без предварительной модификации 
применяться для работы с внутренними органа-
ми. Часть этих методик характеризуется сложно-
стью, длительностью и необходимостью исполь-
зования дорогостоящего оборудования. Данные о 
распределении пиридостигмина у теплокровных 
при летальных отравлениях в литературе отсут-
ствуют, что затрудняет выбор оптимальных био-

SUMMARY
Introduction. Pyridostigmine bromide is an anticholinesterase drug used to treat myasthenia gravis and as an antidote for organophosphate 

poisoning. This substance is toxic to warm-blooded animals and can cause poisoning in humans or death.
Objective: to study of the body distribution of pyridostigmine bromide in warm-blooded animals (rats) after intragastric administration of a triple 

LD50 of this substance.
Material and methods. Pyridostigmine bromide was the object of the investigation. The latter used analytical methods, such as thin layer 

chromatography (TLC), high performance liquid chromatography (HPLC), and UV spectrophotometry. Male Wistar rats were intragastrically injected with 
a triple LD50 of pyridostigmine bromide as an aqueous suspension. The compound analyzed was isolated with acetone from the tissues of the organs and 
blood of dead animals, purified by replacing the solvent and by subsequent TLC using a model of the grafted stationary phase C14-C15 and the mobile 
phase buffer solution (pH 1.98)/ acetone = 8/2 (v/v).

Results. Pyridostigmine bromide in biological objects was identified by the value of absolute chromatographic mobility (TLC), retention time in a 
sorbent column (HPLC), and absorption characteristics in the UV region of the spectrum. The content of pyridostigmine in the biological objects was 
estimated by UV spectrophotometry. The developed methods for determining the analyte in the biological objects were validated by linearity, selectivity, 
accuracy, precision, detection limits, and quantitative indicators.

Conclusion. Pyridostigmine (μg/g of biomaterial) was found to be predominantly present in the spleen (340.8±18.51), gastric wall (240.6±21.79), 
gastric contents (209.8±13.35), and heart (191.2±15.49) of experimental animals.

Key words: pyridostigmine bromide (Kalimin), body distribution, chemical and toxicological study, validation.
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логических объектов при проведении химико-
токсикологического анализа. 

Цель данного исследования – изучение рас-
пределения пиридостигмина бромида в организ-
ме теплокровных животных (крысы) при вну-
трижелудочном введении тройной LD50 данного 
вещества. 

Материал и методы 
В качестве объекта исследования рассмотрен 

пиридостигмина бромид (ФС 000922-110914) с со-
держанием вещества 98,5–100,5%. 

Подопытные животные: 6-месячные мужские 
особи крыс породы Wistar массой от 435 до 455 г. 
Перед началом эксперимента животные в тече-
ние 24 ч не получали пищи, но имели возмож-
ность употреблять воду. Экспериментальные 
животные были разделены на 5 опытных групп 
по 5 особей в каждой. Всем животным вводили 
однократно в желудок с помощью зонда 0,06 г 
(≈3×LD50) пиридостигмина бромида в виде 4% во-
дного раствора. 

Трупы отравленных животных подвергали 
вскрытию, одинаковые органы, взятые от живот-
ных той или иной группы, объединяли, измель-
чали, получая частицы размерами от 2 до 4 мм, 
и обнаруживали в них пиридостигмин. Такие же 
действия выполняли и с органами животных кон-
трольной группы (5 особей), в желудок которых 
вводили дистиллированную воду. 

Предложены и валидированы методики опре-
деления пиридостигмина в органах и крови крыс.

Изолирование. Оптимальные условия изолиро-
вания соответствовали двукратному (каждый раз 
в течение 45 мин) настаиванию образца измель-
ченных тканей органа или крови ацетоном при 
периодическом помешивании. 1-е и 2-е извлече-
ния объединяли и центрифугировали. Объеди-
ненный центрифугат испаряли на водяной бане 
до полного удаления растворяющей среды. Сухой 
остаток растворяли в 4 мл ацетона (раствор для 
исследования).

Идентификация методом ТСХ. На линии старта 
2 хроматографических пластин (1 и 2) «Сорбфил» 
ПТСХ-АФ-А-УФ, обработанных раствором вазели-
нового масла в гексане (модель обращенной фазы 
С14–С15), наносили по 0,6 мл раствора для иссле-
дования и хроматографировали в присутствии ве-
щества-свидетеля, используя подвижную фазу: бу-
ферный раствор с pH=1,98 – ацетон (8:2 по объему). 

Идентификация методом ВЭЖХ. Проведя иден-
тификацию методом ТСХ, область хромато-
граммы (пластина 1) с пятном анализируемого 

соединения вырезали, вносили в пробирку и элю-
ировали пиридостигмин из сорбента этанолом в 
течение 15 мин при периодическом помешива-
нии. Полученный элюат отделяли, а элюент ис-
паряли в токе воздуха при температуре 18–22°С. 
Остаток растворяли в 4 мл полярной смеси рас-
творителей. 20 мкл полученного раствора вво-
дили в хроматограф LC-20 Prominence фирмы 
Shimadzu с диодно-матричным детектором. Про-
цесс хроматографирования осуществляли в ко-
лонке обращенно-фазового сорбента. Анализиру-
емое соединение идентифицировали по времени 
удерживания (tR). 

Идентификация по УФ-спектру и количественное 
определение. Проведя идентификацию методом 
ТСХ, область хроматограммы (пластина 2) с пят-
ном анализируемого соединения вырезали, вно-
сили в пробирку и элюировали пиридостигмин 
из сорбента этиловым спиртом (настаивание в те-
чение 15 мин с 5 мл спирта при периодическом 
помешивании). Полученный элюат отделяли и из-
меряли его оптическую плотность на спектрофо-
тометре СФ-56 (кварцевые кюветы, l = 1 см, вол-
новой диапазон – 200–350 нм). При значениях 
оптической плотности 1,2 элюат разбавляли.

Валидацию методик определения пиридостиг-
мина в твердых (ткани органов) и жидкой (крови) 
матрицах на основе УФ-спектрофотометрии осу-
ществляли по критериям линейности, селектив-
ности, правильности, прецизионности, пределам 
обнаружения и количественного определения, 
согласно правилам для биоаналитических мето-
дик [15]. 

Извлечения из биоматериала крыс контроль-
ной группы исследовали по той же схеме, что и 
извлечения из внутренних органов животных, от-
равленных пиридостигмина бромидом. 

Результаты и обсуждение
При идентификации методом ТСХ хромато-

граммы проявляли, облучая их УФ-светом с дли-
ной волны 254 нм. Пиридостигмин в этом случае 
можно было наблюдать в виде темного пятна на 
светлом фоне пластины. Значение Rf анализируе-
мого соединения было равно 0,45±0,03.

Проводя идентификацию методом ВЭЖХ, в 
качестве полярной смеси растворителей для рас-
творения сухого остатка, содержащего аналит, 
применяли смесь 0,02% раствора дигидрофосфа-
та калия с рН 3,0, ацетонитрила и метилового 
спирта, взятых в объемных отношениях 92,5 : 5 
: 2,5. Хроматографировали в колонке сорбента с 
привитыми алкильными радикалами С18 Luna 
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5u C18(2) 100A размерами 150×4,60 мм, термоста-
тируя колонку при температуре 40°С и элюируя 
полярной подвижной фазой 0,02% раствор диги-
дрофосфата калия с рН 3,0 (корректировка ор-
тофосфорной кислотой) – ацетонитрил-метанол 
(92,5:5:2,5 по объему) со скоростью 1,0 мл/мин. 
Сигнал регистрировали при длине волны 215 нм. 
В предлагаемых условиях хроматографирования 
значение времени удерживания (tR) анализируе-
мого вещества, изолированного из различных ор-
ганов и крови, соответствовало 157,2±7,3 с.

Спектральные линии пиридостигмина, изоли-
рованного из биологических объектов (см. рису-
нок), имели в среде этилового спирта те же фор-
мы и точки экстремумов, что и спектральная 
линия стандарта аналита в этом растворителе 
(206±4 и 272±2 нм). 

На основании валидации по критерию линей-
ности удалось вывести следующие уравнения ре-
грессии для методик определения пиридостигми-
на в твердых матрицах и крови: А = 3,886987·С 
– 0,008111 (коэффициент корреляции 0,99734) и А 
= 4,308712·С+0,001133 (коэффициент корреляции 
0,99812), где А – величина оптической плотности; 
C – концентрация исследуемого соединения в био-
логическом образце, мг/г. Разработанные методи-
ки соответствуют регламентируемому уровню ли-
нейности (коэффициенты корреляции в обоих 
случаях >0,995). Область линейности градуиро-
вочных графиков наблюдается для концентраций 
аналита 0,01–0,28 мг/г. Отклонения содержания 
аналита в градуировочных смесях, рассчитанные 
по уравнениям регрессии, от заданных значений 
приведены в табл. 1. Эти отклонения находятся 
в допустимых пределах (не превышают ±20% для 
наименьшей градуировочной концентрации и не 
превышают ±15% для прочих концентраций). 

Результаты по определению правильности и 
прецизионности разработанных методик приве-
дены в табл. 2 и 3. Результаты исследования сви-
детельствуют о соответствии методик критериям 
правильности: относительная погрешность (к вне-
сенной массе аналита) < ±20% и прецизионности 
(относительное стандартное отклонение – Sr) < 20%.

На селективность разработанных методик 
указывает отсутствие в контрольных УФ-спектрах 
выраженных полос поглощения и заметных сдви-
гов спектральной линии вблизи аналитического 
максимума (272 нм). 

Для методик определения пиридостигмина в 
твердых матрицах и крови предел обнаружения 
(ПО) составил 0,005 мг/г, а предел количественно-
го определения (ПКО) – 0,01 мг/г.

При изучении биологического материала ор-
ганизмов животных контрольной группы уста-
новлено отсутствие в них пиридостигмина или 
соединений близкой структуры. Фоновое погло-
щение элюатов из участков контрольных хрома-
тограмм в пересчете на извлечение из 5 г оди-
наковых органов животных, измеренное при 
длинах волн 206 и 272 нм не превышало соот-
ветственно 0,091 и 0,014 единиц оптической 
плотности. Количественное содержание иссле-
дуемого соединения определяли, исходя из оп-
тической плотности этанольного элюата в обла-
сти 272 нм. 

Результаты оценки содержания пиридостиг-
мина в органах, крови и содержимом желудка 
погибших животных представлены в табл. 4. Со-
гласно данным табл. 4, пиридостигмин в большей 
степени обнаруживается в селезенке (340,8±18,51), 
стенке желудка (240,6±21,79), содержимом же-
лудка (209,8±13,35) и сердце (191,2±15,49) отрав-
ленных животных. Несколько меньшие его ко-
личества найдены в мышечной ткани, почках и 
легких погибших животных.

Заключение
При изучении особенностей распределения 

пиридостигмина бромида в организме всеядных 

Спектральные кривые пиридостигмина в этиловом спирте: 

1 – вещество, извлеченное из селезенки; 2 – вещество, 

извлеченное из стенки желудка; 3 – 0,0016% раствор 

вещества-стандарта; 4 – вещество, извлеченное из содер-

жимого желудка; 5 – вещество, извлеченное из сердца

Spectral curves of pyridostigmine in ethanol: 1 – a substance 

extracted from the spleen; 2 – a substance extracted from the 

gastric wall; 3 – 0.0016% solution of the standard substance; 

4 – a substance extracted from the gastric contents; 

5 – a substance extracted from the heart
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Таблица 1

Отклонения найденных концентраций градуировочных смесей 
от истинного содержания в них пиридостигмина (n=5)

Table 1

Deviations of the found concentrations of calibration mixtures from their true content of pyridostigmine (n=5)

Спектрофотометрическое определение аналита в твердых биоматрицах (на примере ткани печени)

Истинное содержание 
пиридостигмина, мг/г

0,01 0,02 0,03 0,08 0,12 0,16 0,20 0,24 0,28

Найденное содержание 
пиридостигмина, мкг/г

0,011814 0,020350 0,027955 0,072419 0,121629 0,165892 0,199553 0,252870 0,267519

Относительная 
погрешность, %

18,14 1,75 -6,82 -9,48 1,36 3,68 -1,12 5,36 -4,46

Спектрофотометрическое определение аналита в крови

Истинное содержание 
пиридостигмина, мг/г

0,01 0,02 0,03 0,08 0,12 0,16 0,20 0,24 0,28

Найденное содержание 
пиридостигмина, мкг/г

0,008772 0,022226 0,031547 0,074525 0,118397 0,163761 0,209936 0,227984 0,283453

Относительная 
погрешность, %

-12,28 11,13 5,16 -6,84 -0,80 2,35 4,67 -5,01 1,23

Примечание: допустимый предел колебания наименьшей концентрации линейного диапазона – не более 20%, остальных концентраций линей-
ного диапазона – не более 15%.
Note: the permissible limit of fluctuation of the lowest concentration in the linear range is not more than 20%; that of other concentrations in the linear 
range is not more than 15%.

Таблица 2

Оценка правильности и прецизионности методики определения пиридостигмина в твердых 
биоматрицах с испольльзованием УФ-спектрофотометрии по поглощению в среде этилового спирта

Table 2

Estimation of the correctness and precision of a procedure for determining pyridostigmine 
in solid biomatrices using UV spectrophotometry by absorption in ethyl alcohol media

Внесено аналита Исследование в первый день Исследование в последующий день

мг в 25 г 
биоматри-

цы

мг в 1 г 
биоматри-

цы

найдено, мг 
в 1 г биома-

трицы

относитель-
ная погреш-

ность, %

метрологиче-
ские характе-

ристики

найдено, мг 
в 1 г биома-

трицы

относитель-
ная погреш-

ность, %

метрологиче-
ские характе-

ристики

0,75 0,03 0,03102

6,06

x –=0,03181; 

S=0,00178; 

Sx –=0,00080; 

Δx –=0,00221; 

ɛ –=6,96; 

Sr=5,59573%

0,02533

-12,29

x –=0,02631; 

S=0,00143; 

Sx –=0,00064; 

Δx –=0,00178; 

ɛ –=6,76; 

Sr=5,43520%

0,75 0,03 0,03429 0,02589

0,75 0,03 0,03237 0,02474

0,75 0,03 0,03196 0,02805

0,75 0,03 0,02945 0,02756

3,00 0,12 0,13081

8,44

x –=0,13013; 

S=0,00600; 

Sx –=0,00268; 

Δx –=0,00746; 

ɛ –=5,73; 

Sr=4,61077%

0,11913

5,43

x –=0,12652; 

S=0,00603; 

Sx –=0,00270; 

Δx –=0,00749;  

ɛ –=5,92; 

Sr=4,76605%

3,00 0,12 0,12138 0,13494

3,00 0,12 0,12793 0,12589

3,00 0,12 0,13742 0,12321

3,00 0,12 0,13312 0,12942

6,00 0,24 0,24263

4,59

x –=0,25103; 

S=0,01071; 

Sx –=0,00479; 

Δx –=0,01332; 

ɛ –=5,31; 

Sr=4,26642%

0,26509

9,43

x –=0,26284; 
S=0,01104; 

Sx –=0,00494; 

Δx –=0,01373;  

ɛ –=5,22; 

Sr=4,20027%

6,00 0,24 0,26415 0,24946

6,00 0,24 0,23887 0,27087

6,00 0,24 0,25926 0,27521

6,00 0,24 0,25022 0,25355
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теплокровных (крысы) при одноразовом внутри-
желудочном введении тройной LD50 данного ве-
щества выявлено, что наибольшее количество 
пиридостигмина (мкг в 1 г биоматериала) присут-
ствует в селезенке (340,8±18,51), стенке желудка 
(240,6±21,79), содержимом желудка (209,8±13,35) 
и сердце (191,2±15,49) животных (крыс), отрав-
ленных этим веществом. Методики определения 
пиридостигмина в биологических объектах ва-
лидированы по линейности, селективности, пра-
вильности, прецизионности, пределам обнару-
жения и количественного определения и могут 
использоваться при направленном химико-токси-
кологическом анализе.
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Таблица 4

Результаты количественного определения пиридостигмина 
в извлечениях из биологических матриц отравленных животных (крыс)

Table 4

Results of quantitative determination of pyridostigmine in extracts 
from the biological matrices of poisoned animals (rats)

Орган 
или биожид-
кость

1
2

5
Орган 
или биожид-
кость

1
2

5
3 4 3 4

Сердце

6,94
5,83
7,18
6,52
6,07

1353
1219
1257
1245
1129

195
209
175
191
186

x –=191,2

S=12,46

Sx –=5,57

Δx –=15,49

Печень

25,00
25,00
25,00
25,00
25,00

1025
1125
1000
975

1175

41
45
40
39
47

x –=42,4

S=3,44

Sx –=1,54

Δx –=4,37

Мышечная 
ткань

10,00
10,00
10,00
10,00
10,00

1630
1530
1740
1450
1390

163
153
174
145
139

x –=154,8

S=14,01

Sx –=6,26

Δx –=17,41

Селезенка

7,18
6,95
5,68
6,72
6,31

2585
2391
1829
2359
2127

360
334
322
351
337

x –=340,8

S=14,89

Sx –=6,66

Δx –=18,51

Кровь

20,00
20,00
20,00
20,00
20,00

980
920
960
1040
1040

49
46
48
52
52

x –=49,4

S=2,61

Sx –=1,17

Δx –=3,24

Стенка желуд-
ка

16,45
11,73
13,61
15,02
14,24

4055
3120
3163
3590
2927

247
266
232
239
219

x –=240,6

S=17,53

Sx –=7,84

Δx –=21,79

Легкие

12,66
12,32
11,38
13,58
12,03

1051
961
763
991
1023

83
78
67
73
85

x –=77,2

S=7,36

Sx –=3,29

Δx –=9,15

Содержимое 
желудка

18,52
15,48
23,19
24,77
21,14

3611
3282
5032
5994
3869

195
212
217
242
183

x –=209,8

S=22,53

Sx –=10,08

Δx –=13,35

Почки

11,33
11,79
10,19
12,20
10,88

1088
1297
1060
1232
1001

96
110
104
101
92

x –=100,6

S=6,99

Sx –=3,12

Δx –=8,68

Тонкий 
кишечник 
с содержи-
мым

19,31
23,62
22,26
18,84
21,50

1004
1016
824
904
989

52
43
37
48
46

x –=45,2

S=5,63

Sx –=2,52

Δx –=7,00

Примечание. 1Масса биоматериала, взятая для исследования из суммарного для 5 особей количества биологического объекта, г; 2Найденное 
количество аналита, мкг; 3В исследуемой массе биологического объекта; 4В 1 г биологического объекта; 5Метрологические характеристики


