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РЕЗЮМЕ
Введение. Клопидогрела бисульфат (клопидогрел) является одним из основных лекарственных препаратов для лечения 

различных сердечно-сосудистых заболеваний (острый коронарный синдром, ишемический инсульт, транзиторная ишемическая 
атака, заболевания переферических артерий и др.). Данный препарат особенно актуален при лечении СОVID-19. Неоднократно 
клопидогрел был причиной летальных отравлений, например, в Китае очень часто встречаются случаи использования клопидо-
грела в целях самоубийства. Анализа данного препарата в биологическом материале по литературным данным не представлено.

Целью исследований явилось установление отличительной способности клопидогрела, общепринятой в химико-токсико-
логическом анализе методов изолирования лекарственных веществ из биологического материала.

Материал и методы. Исследование проводили с модельными пробами свиной печени, не претерпевшей гнилостных изме-
нений, которые содержали исследуемый препарат. Обнаружение и количественное определение клопидогрела в экстрактах 
проводили с помощью тонкослойной хроматографии (ТСХ) и УФ-спектрофотометрии. 

Результаты. Эффективность изолирования клопидогрела по методу А.А. Васильевой составила 57,75±5,08%, по методу 
В.П. Крамаренко – 64,23±5,44%. При использовании метода изолирования А.А. Васильевой предел обнаружения клопидогрела 
составлял 1,04%, по методу В.П. Крамаренко – 1,09%. Предел количественного определения клопидогрела по методу 
А.А. Васильевой – 3,31%, по методу В.П. Крамаренко – 3,34%. 

Заключение. Для проведения аналитической диагностики при отравлении клопидогрелом ТСХ-скрининг и 
УФ-спектрофотометрическое определение необходимо проводить с предварительной ТСХ-очисткой. Изолирование клопидо-
грела водой, подкисленной этиловым спиртом (метод Стаса–Отто), не происходит. Наибольшую селективность 
УФ-спектрофотометрического метода определения клопидогрела в биологическом материале по отношению к матричным 
компонентам обеспечивал метод изолирования водой, подкисленной серной кислотой (метод В.П. Крамаренко). Эффективность 
изолирования препарата по методу В.П. Крамаренко составляет 64,23±5,44%.
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SUMMARY
Introduction. Clopidogrel bisulfate (Clopidogrel) is one of the main drugs for the treatment of various cardiovascular diseases (acute 

coronary syndrome, ischemic stroke, transient ischemic attack, peripheral artery disease, etc.). Especially, this drug is very relevant in the 
treatment of COVID-19. Clopidogrel has repeatedly been the cause of lethal poisoning, and cases of clopidogrel being used for suicide 
are very common in China. According to the studied literature data, the analysis of this drug in the biological material is not presented.

Objective: The aim of the research was to establish the distinctive ability of conventional methods of isolating medicinal substances 
from biological material in relation to clopidogrel in chemical and toxicological analysis (CTA).
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Введение

Клопидогрел (зилт, плавикс, лопирел, 
плагрил) по химической структуре яв-

ляется метил-(+)-(S)-альфа-(о-хлорфенил)-6,7-
дигидротиено[3.2-c]пиридин-5(4Н) ацетатом [1, 2]. 
Он является представителем антитромбоцитар-
ных (антиагрегантных) средств, который эф-
фективно применяется в комплексном лечении 
сердечно-сосудистых заболеваний (острый коро-
нарный синдром, ишемический инсульт, тран-
зиторная имешическая атака, заболевания пери-
ферических артерий и др.) [3–6], и применяется 
у 40 млн пациентов по всему миру [7, 8]. Несмотря 
на то, что клопидогрел был одобрен еще в 1992 г., 
его антитромбоцитарная эффективность все еще 
изучается. Исследования активизировались с по-
явлением новых лабораторных методов оценки 
функции тромбоцитов и расширением показа-
ний к применению клопидогрела [8].

Согласно рекомендациям Российского кар-
диологического общества и Европейского обще-
ства кардиологов, в стандарты лечения больных 
с общим коронарным синдромом, как один из ва-
риантов, входит антитромбоцитарная терапия 
именно клопидогрелом [9].

Особенно актуально применение данного пре-
парата во время лечения пациентов с осложнени-
ями сердечно-сосудистых заболеваний, вызван-
ных СОVID-19 [9].

Терапевтическая суточная доза клопидогрела 
бисульфата составляет 75 мг/сут. Для лечения до-
пускается одноразовая суточная доза 300 мг, за-
тем переход на терапевтическую дозу 75 мг еже-
дневно [5]. При употреблении более высоких доз 
клопидогрела (более 300 мг ежедневно) может на-
ступить хроническая токсичность, при которой 
наблюдаемыми эффектами будут острый гастрит, 
эрозии желудка и рвота. Передозировка наблю-

дается при употреблении клопидогрела в дозе 
900 мг. Однократная пероральная доза клопидо-
грела 1500 мг является смертельной [10, 11]. 

Препарат неоднократно был причиной смер-
тельных отравлений [10–13]. Поскольку клиниче-
ская и патоморфологическая картина отравления 
указанным препаратом является нехарактерной, 
важное значение приобретают методы аналити-
ческой диагностики таких отравлений. 

Предложены биоаналитические методы опре-
деления клопидогрела в плазме крови и моче с по-
мощью методов высокоэффективной жидкостной 
хроматографии (ВЭЖХ) [14], ВЭЖХ-МС [15], газожид-
костной хроматографии и масс-спектрометрии 
(ГЖ-МС) [16–18], жидкостно-эмиссионное хрома-
тографирование с масс-детектированием [19]. При 
исследовании биологического материала на при-
сутствие лекарственных веществ в условиях ток-
сикологического скрининга пробоподготовку, 
обычно, проводят с помощью общих методов изо-
лирования (А.А. Васильевой, Стаса–Отто, В.П. Кра-
маренко). Данные по выявлению и определению 
клопидогрела в биологическом материале в лите-
ратуре отсутствуют. 

Целью исследований явилось установление от-
личительной способности относительно кло-
пидогрела общепринятых в химико-токсико-
логическом анализе методов изолирования 
лекарственных веществ из биологического мате-
риала.

Материал и методы
Для исследования использовали фармакопейную 

субстанцию – клопидогрел бисульфат (далее – кло-
пидогрел) субстанция-порошок, производитель – 
ЧАО «Фармак» (Украина), соответствует Европей-
ской фармакопее с содержанием действующего 
вещества 99,31% (серия LM2504208). 

Material and methods. The study was carried out with model samples of pig liver that had not undergone putrefactive changes, 
which contained the studied drug. Detection and quantification of clopidogrel in extracts were carried out using thin-layer 
chromatography (TLC) and UV spectrophotometry.

Results. The isolation efficiency of clopidogrel according to the method of A.A. Vasilyeva was 57.75±5.08%, according to the 
method of V.P. Kramarenko – 64.23±5.44%. When using the isolation method of A.A. Vasilyeva, the detection limit of clopidogrel was 
1.04%, according to the method of V.P. Kramarenko – 1.09%. The limit of quantitative determination of clopidogrel according to the 
method of A.A. Vasilyeva is 3.31%, according to the method of V.P. Kramarenko – 3.34%, respectively.

Conclusion. For analytical diagnostics in case of clopidogrel poisoning, TLC screening and UV spectrophotometric determination 
must be carried out with preliminary TLC purification. Isolation of clopidogrel with water acidified with ethyl alcohol (the Stas-Otto 
method) does not work. The effectiveness of isolating the drug by the method of V.P. Kramarenko is 64.23±5.44%. The greatest 
selectivity of the UV spectrophotometric method for determining clopidogrel in biological material in relation to matrix components was 
provided by the method of isolation with water acidified with sulfuric acid (V.P. Kramarenko's method).

Key words: clopidogrel, analytical diagnostics, general isolation methods, TLC, UV spectrophotometry.

For reference: Аnоsоvа L.S. Development of conditions for analytical diagnosis of poisoning with clopidogrel. Farmatsiya, 2022; 71 
(6): 12–18. https://doi.org/10/29296/25419218-2022-06-02
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Исследование проводили с модельными про-
бами свиной печени, не претерпевшей гнилост-
ных изменений, которые содержали исследуе-
мый препарат. Для этого к 10 г измельченной 
печени (размер частиц не должен превышать 
1 мм) добавляли 1,00 мл стандартного раствора 
клопидогрела (10 мг препарата), тщательным об-
разом перемешивали и оставляли на 1 сут. 

Приготовление стандартного раствора клопидо-
грела: 1,0000 г клопидогрела бисульфата вносили 
в мерную колбу емкостью 100,0 мл, растворяли в 
0,1 моль/л растворе кислоты хлористоводородной 
и доводили объем раствора этим же растворите-
лем до метки (стандартный раствор 1, концентра-
ция 1000 мкг/мл).

В мерную колбу емкостью 100,0 мл вносили 
10,00 мл стандартного раствора клопидогрела би-
сульфата 1 и доводили объем раствора 0,1 М рас-
твором кислоты хлористоводородной до метки 
(стандартный раствор 2, концентрация 100 мкг/
мл). 

Готовили также контрольную смесь печени с 
растворителем (0,1 моль/л раствор кислоты хло-
ристоводородной), исследования которой прово-
дили параллельно с основными.

Приготовление стандартного хлороформного рас-
твора клопидогрела: 50,0 мг клопидогрела бисуль-
фата вносили в делительную воронку, растворя-
ли в 10 мл воды очищенной, подщелачивали 10% 
раствором натрия гидроксида до рН = 9 и триж-
ды экстрагировали хлороформом порциями по 10 
мл. Хлороформные слои объединяли и фильтро-
вали через бумажный фильтр («красная лента») 
с 1 г натрия сульфата безводного в мерную кол-
бу емкостью 50,0 мл, доводили объем хлорофор-
мом до метки (стандартный хлороформный раствор 
1, концентрация 1 мкг/мкл).

Для работы использовали мерную посуду 
класса А (первого класса) и вспомогательные ве-
щества, которые отвечали требованиям Государ-
ственной Фармакопеи Российской Федерации 
(XIV изд.) [20].

Пробоподготовка. Клопидогрел изолировали 
из модельных проб печени экстракцией водой, 
подкисленной кислотой щавелевой (по мето-
ду А.А. Васильевой), водой, подкисленной сер-
ной кислотой (по методу В.П. Крамаренко), эта-
нолом, подкисленным щавелевой кислотой (по 
методу Стаса–Отто) согласно с общеприняты-
ми методиками [21]. Для выделения препара-
та классическими методами нами была прове-
дена незначительная их модификация, которая 
заключалась в уменьшении навесок биологиче-

ского материала до 10 г. Экстракцию клопидо-
грела из полученных вытяжек проводили хлоро-
формом, а процессы процеживания через марлю 
и фильтр были заменены на центрифугирова-
ние. Полученные хлороформные экстракты под-
вергали ТСХ-очистке. 

Для этого 5 мл хлороформного извлечения вы-
паривали на водяной бане до объема 0,5 мл и ко-
личественно полосой наносили на линию старта 
хроматографической пластины. В исследовании 
использовали пластины Sorbfil ПТСХ-IIВ с УФ- 
индикатором (силикагель СТХ-1ВЕ, тип подлож-
ки ПЭТФ, связывающее вещество – силиказоль, 
фракция 8–12 мкм, толщина слоя 100 мкм, размер 
пластины 10×10 см), пластины для высокоэффек-
тивной тонкослойной хроматографии (ВЭТСХ) 
производства Эстонии (сорбент КСКГ, фракция – 
5–20 мкм, толщина слоя 130±25 мкм, размер пла-
стин – 10×10 см), пластины Alugram Sil G/UV254 
фирмы Macherey-Nagel (Германия) (силикагель 
G254, толщина слоя – 200 мкм, размер пластин – 
10×10 см). На расстоянии 2 см от указанной поло-
сы наносили 10 мкл стандартного хлороформного 
раствора препарата (концентрация 1 мкг/мкл). В 
третью точку наносили хлороформный экстракт, 
выпаренный до минимального объема (0,05 мл). 
Аналогично на пластину наносили 0,5 и 5 мл «хо-
лостого» экстракта соответственно в точку и по-
лосой. 

Пластины элюировали в хлороформе с це-
лью очистки от соэкстрактивных веществ – 1 
раз или, при необходимости, дважды. При этих 
условиях препарат остается на линии старта, а 
соэкстрактивные вещества мигрируют к линии 
финиша. После высушивания пластины элюи-
ровали в системе растворителей хлороформ-ме-
танол (90:10). После достижения системами рас-
творителей линии финиша пластины вынимали 
из камеры, высушивали при комнатной темпе-
ратуре и проявляли в УФ-свете, затем последо-
вательно проявляли реактивом Драгендорфа и 
кислотой серной, оставляя непроявленными по-
лосы, которые соответствовали 5 мл экстракта, 
нанесенные полосой. Хроматографию проводи-
ли в камере объемом 500 см3, в которую вноси-
ли 50 мл системы растворителей и насыщали в 
течение 30 мин. Длина пути пробега раствори-
телей составляла 8 см. Клопидогрел элюировали 
10 мл хлороформа с непроявленной полосы хро-
матограммы на уровне пятна стандартного рас-
твора клопидогрела (Rf=0,96 для Sorbfil ПТСХ-IIВ, 
Rf=0,95 для ВЭТСХ, Rf=0,94 для Alugram). Анало-
гично получали холостой элюат. 
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Определение клопидогрела в хлороформных экс-
трактах с помощью тонкослойной хроматографии 
(ТСХ) и хроматогенных реакций. На 2 хроматогра-
фические пластины каждого типа наносили по 
0,5 мл исследуемого экстракта, выпаренного до 
минимального объема (0,05 мл), 0,5 мл «холосто-
го» экстракта и 10 мл стандартного раствора кло-
пидогрела 1 (10 мг/мл). Пластины высушивали 
на воздухе и элюировали в системах раствори-
телей хлороформ – ацетон (80:20) и этанол-кис-
лота уксусная концентрированная-вода (5:3:2). 
Хроматограмму, которая содержала по 2 пробы 
исследуемых экстрактов, проявляли в УФ-свете, 
реактивами Драгендорфа и Марки. Вторую хрома-
тограмму обрабатывали реактивом Манделина и 
Бушарда. Отмечали окрашивания и их переходы.

Идентификация и количественное определение кло-
пидогрела в элюатах в УФ-спектрофотометрическим 
методом. По 5,00 мл полученного хлороформного 
извлечения 1 и контрольного извлечения 1 упа-
ривали на водяной бане при температуре 80°С 
до полного удаления органического слоя. Сухие 
остатки после охлаждения растворяли в 10,00 мл 
0,1 М раствора кислоты хлористоводородной. По-
сле тщательного перемешивания измеряли опти-
ческую плотность полученных основного и кон-
трольного растворов и стандартного раствора 
клопидогрела бисульфата 2 на спектрофотоме-
тре СФ -46 (АО «ЛОМО», Россия) в диапазоне дли-
ны волны 200–350 нм в кювете с толщиной слоя 
10 мм. Как раствор сравнения использовали 0,1 
М раствор кислоты хлористоводородной. Концен-
трацию клопидогрела в элюате (с, мкг/мл) рассчи-
тывали с помощью уравнения градуировочного 
графика А=0,004104·C+(0,005220±0,002).

Результаты 
Определение клопидогрела методом ТСХ 

проводили в хлороформных экстрактах, кото-
рые были получены при дополнительной ТСХ-
очистке, в условиях, рекомендованных Комите-
том по систематическому токсикологическому 
анализу Международной ассоциации судебных 
токсикологов (ТIАFТ) [2]. Хроматографическое ис-
следование проводили в системе двух подвиж-
ных фаз и хромогенных реактивов в такой по-
следовательности: УФ-свет, реактив Драгендорфа, 
реактив Марки, реактив Манделина, реактив 
Бушарда, которые позволяли идентифициро-
вать клопидогрел в присутствии его структурных 
и фармакологических аналогов [22, 23].

Значение Rf клопидогрела в экстрактах совпа-
ло с величиной хроматографической подвижно-

сти препарата в стандартном растворе соответ-
ственно на пластинах Sorbfil ПТСХ-IIВ, ВЭТСХ, 
Alugram в следующих системах растворителей: 
хлороформ-ацетон (80:20) – 0,57; 0,96 и 0,96 соот-
ветственно, этанол-кислота уксусная-вода (5:3:2) – 
0,88, 086 и 0,85. При исследовании холостых экс-
трактов соответствующие пятна с указанным Rf 
не наблюдались.

При проявлении клопидогрела на хромато-
граммах наблюдались (чувствительность, мкг в 
пробе) в УФ-свете – зеленая флуоресценция при 
278 нм (0,1), реактивом Драгендорфа – оранжевое 
окрашивание (0,1), реактивом Марки – красное 
окрашивание (0,1), реактивом Бушарда – корич-
невое окрашивание (0,1), реактивом Манделина – 
желтое окрашивание (0,1). При исследовании хо-
лостых экстрактов указанных окрашиваний не 
наблюдалось.

Идентификацию и количественное определе-
ние клопидогрела УФ-спектрофотометрическим 
методом проводили после дополнительной очист-
ки экстрактов методом ТСХ. Степень элюирова-
ния клопидогрела хлороформом составила 95,9%. 
УФ-спектр хроматограмм элюатов был анало-
гичен спектру стандартного раствора клопидо-
грела в 0,1 М растворе хлористоводородной кис-
лоты и имел полосы поглощения 270±2, 278±2 
и 300±2 нм (рис. 1, 2). 

По методу Стаса–Отто изолировать клопидо-
грел не удалось. 

УФ-спектры холостых элюатов максимумов 
светопоглощения при указанных длинах волн не 
имели.

Определение концентрации препарата в элю-
атах проводили УФ-спектрофотометрическим ме-
тодом при длине волны 278 нм, которая подчи-
нялась закону Бугера–Ламберта–Бера и отвечала 
наибольшей интенсивности. Клопидогрел пока-
зал линейность в диапазоне 20,0–200 мг/мл. Пре-
дел количественного определения клопидогрела 
составляет 20,0 мкг/мл. Значения LOD и LOQ были 
рассчитаны с использованием стандартного от-
клонения перехвата (Sa) в соответствии с соответ-
ствующими уравнениями:
 S2

a
 S2

aLOD = 3,3 • –––––  и LOQ = 10 • –––––  [24, 25].
 b b

Они составляли 1,144 мкг/мл и 3,467 мкг/мл 
соответственно. 

Результаты количественного определения 
клопидогрела, выделенного из печени по методу 
А.А. Васильевой и В.П. Крамаренко, приведены в 
табл. 1. 
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Как видно из табл. 1, ме-
тод А.А. Васильевой позво-
ляет выделить 57,75% кло-
пидогрела, а метод В.П. 
Крамаренко – 64,23% клопи-
догрела. 

На основании получен-
ных данных светопоглоще-
ния холостых элюатов были 
рассчитаны LOD и LOQ УФ-
спектрофотометрического 
метода определения клопи-
догрела в биологическом ма-
териале (табл. 2). 

Как видно из табл. 2, по-
лученные значения LOD и 
LOQ, рассчитанные из вели-
чин светопоглощения холо-
стых элюатов, полученные 
по методу А.А. Васильевой 
и В.П. Крамаренко, немного 
ниже тех значений, которые 
были получены стандартного 
раствора клопидогрела. Это 
можно объяснить отсутстви-
ем влияния сопутствующих 
веществ на результаты УФ-
спектрофотометрического 
определения клопидогрела 
в биологическом материале. 

Заключение
Для проведения анали-

тической диагностики при 
отравлении клопидогре-
лом ТСХ-скрининг и УФ-

Таблица 1

Результаты УФ-спектрофотометрического определения клопидогрела, 
выделенного из печени по методу А.А. Васильевой и В.П. Крамаренко

Table 1

Results of UV spectrophotometric determination of clopidogrel isolated 
from the liver by the method of A.A. Vasilyeva and V.P. Kramarenko

Метод 
изолирования

Добавлено 
клопидогрела 

к 10,0 г печени, 
мкг

Выделено 
клопидогрела

Метрологические 
характеристики 

(n=3, Р=0,95)мкг %

А.А. Васильевой 
(настаивание 
с водой, 
подкисленной 
щавелевой 
кислотой)

1000,0

572,99 57,30 X 
–
  =57,75
S=2,05

RSD=3,54%
SX 

– =1,18
ΔX 

–
  =5,08

ε=±8,81%

599,76 59,98

559,61 55,96

В.П. Крамаренко 
(настаивание 
с водой, 
подкисленной 
серной 
кислотой)

1000,0

664,2 66,42 X 
–
  =64,23
S=2,19

RSD=3,41%
SX 

– =1,26
ΔX 

–
  =5,44

ε=±8,47%

620,44 62,04

642,34 64,23

Таблица 2

Значения предела обнаружения и границы определения 
УФ-спектрофотометрического метода определения клопидогрела 

в экстрактах из биологического материала, рассчитанные 
по величинам аналитического сигнала «холостых» элюатов

Table 2

The values of the detection limit and the limits of the determination 
of the UV spectrophotometric method for determining clopidogrel 

in extracts from biological material, calculated from the values 
of the analytical signal of "idle" eluates

Метод 
изолирования

Среднее 
значение 

Аblank

Метрологические характеристики (n=3, Р=0,95)

S RSD, % SX 
– ΔX 

–
  LOD LOQ

А.А. Васильевой 0,086 0,3592 0,44 0,2074 0,8917 1,04 3,31

В.П. Крамаренко 0,071 0,3263 0,24 0,1884 0,8101 1,09 3,34

Рис. 1. УФ-спектр светопоглощения клопидогрела 

(в 0,1 М растворе хлористоводородной кислоты), 

выделенного из печени по методу А.А. Васильевой

Fig. 1. UV light absorption spectrum clopidogrel 

(in 0.1 M solution of hydrochloric acid), 

isolated from the liver by the method A.A. Vasilyeva

A 
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0,4 
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0,2 

0,1 

0
220 240 260 280 300 320 340 

λ, нм

Рис. 2. УФ-спектр светопоглощения клопидогрела 

(в 0,1 М растворе хлористоводородной кислоты), 

выделенного из печени по методу В.П. Крамаренко

Fig. 2. UV light absorption spectrum clopidogrel 

(in 0.1 M solution of hydrochloric acid), 

isolated from the liver by the method V.Р. Кrаmаrеnко
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спектрофотометрическое определение необходи-
мо проводить с предварительной ТСХ-очисткой, 
используя при этом экстракцию препарата во-
дой, подкисленной либо щавелевой кислотой 
(метод А.А. Васильевой), либо серной кислотой 
(метод В.П. Крамаренко). Изолирование клопи-
догрела водой, подкисленной этиловым спиртом 
(метод Стаса–Отто), не происходит. Наибольшую 
селективность УФ-спектрофотометрического ме-
тода определения клопидогрела в биологическом 
материале по отношению к матричным компо-
нентам обеспечивал метод изолирования водой, 
подкисленной серной кислотой (метод В.П. Кра-
маренко). Эффективность изолирования пре-
парата по методу В.П. Крамаренко составляет 
64,23±5,44%.
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