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АННОТАЦИЯ 
Актуальность. Метопролол — селективный β1-адреноблокатор, без внутренней симпатомимети-

ческой активности. Эффективность метопролола доказана в многочисленных клинических  

исследованиях при терапии артериальной гипертензии, стенокардии напряжения, инфаркта  

миокарда, хронической сердечной недостаточности. Для повышения эффективности и безопасно-

сти проводимой терапии целесообразно проводить терапевтический лекарственный мониторинг 

метопролола, для чего необходима чувствительная методика его количественного определения. 

Цель. Разработка, валидация и апробация методики определения метопролола в плазме крови 

людей с помощью высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) с тандемным 

масс-спектрометрическим детектированием (МС/МС). 

Материалы и методы. Работа выполнена на ВЭЖХ-МC/МС «Ultimate 3000» TSQ Fortis 

(Thermo Fisher, США). Для пробоподготовки применяли ацетонитрил с использованием  

в качестве внутреннего стандарта фексофенадина гидрохлорид в концентрации 10 нг/мл,  

который добавляли к образцам плазмы в соотношении 3:1. Объем вводимой пробы составил  

5 мкл. Разделение выполняли на колонке UCT Selectra C18 4,6 mm × 100 mm, 3 um, 100A  

с аналогичной предколонкой при температуре 35°С, в градиентном режиме элюирования в 

соотношении 0,1% раствора кислоты муравьиной/ацетонитрил: 0 мин — 80%/20%, 0,1 мин — 

45%/55%, 5 мин — 10%/90%, 10 мин — 80%/20%, со скоростью потока 300 мкл/мин.  

Детектирование проводили в положительном режиме ионизации электроспреем, напряжение 

электроспрея 4000 В, оболочечный газ 50 arb, вспомогательный газ 10 arb, продувочный газ  

1 arb, температура испарителя 350°С, ион-транспортирующей трубки — 300°С, с использова-

нием режима мониторинга множественных реакций (MRM) со скоростью подачи аргона  

2 мТорр, 268 m/z → 115,5 m/z, Collision Energy 18 V, Tube lens 95 V, 268 m/z → 191 m/z,  

Collision Energy 17 V, Tube lens 95 V. Матрицей служила плазма крови здоровых добровольцев. 

Результаты. Аналитический диапазон методики находился в диапазоне 2–1000 нг/мл.  

Апробацию разработанной методики провели на пациенте с артериальной гипертензией.  

В ходе анализа у пациента в плазме крови детектировалась равновесная концентрация  

метопролола 12,0 нг/мл (предварительно пациент принимал метопролола тартрат в дозе  

12,5 мг два раза в день в течение недели), а через 2 ч после приема препарата — 31,0 нг/мл. 

Заключение. Разработан, валидирован и апробирован метод количественного определения  

метопролола с помощью ВЭЖХ-МС/МС в плазме крови людей. 
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ABSTRACT 
INTRODUCTION: Metoprolol is a selective β1-adrenoblocker without intrinsic sympathomimetic 

activity. The effectiveness of metoprolol has been proven in numerous clinical studies in the  

treatment of arterial hypertension, stable angina, myocardial infarction, chronic heart failure.  

To improve the efficiency and safety of the therapy, it is advisable to carry out therapeutic drug  

monitoring of metoprolol, which requires a sensitive method for its quantitative determination. 

AIM: To develop, validate and test a method for the determination of metoprolol in human  

plasma using high performance liquid chromatography (HPLC) with tandem mass spectrometric  

detection (MS/MS). 

MATERIALS AND METHODS: The work was performed on Ultimate 3000 TSQ Fortis  

HPLC-MS/MS (Thermo Fisher, USA). For sample preparation, acetonitrile was used with  

fexofenadine hydrochloride at a concentration of 10 ng/ml as an internal standard, which was added 

to plasma samples in 3:1 ratio. The volume of the injected sample was 5 μl. Separation was  

performed on UCT Selectra C18 4.6 mm × 100 mm, 3 um, 100 A column with a similar pre-column 

at 35°C, in gradient elution mode in proportion of 0.1% formic acid solution/acetonitrile: 0 min — 

80%/20%, 0.1 min — 45%/55%, 5 min — 10%/90%, 10 min — 80%/20%, at flow rate of  

300 µl/min. Detection was performed in positive electrospray ionization mode, electrospray voltage 

4000 V, sheath gas 50 arb, auxiliary gas 10 arb, purge gas 1 arb, evaporator temperature 350°C,  

ion transport tube temperature 300°C, using the multiple reaction monitoring mode (MRM)  

at argon flow rate 2 mTorr, 268 m/z → 115.5 m/z, Collision Energy 18 V, Tube lens 95 V,  

268 m/z → 191 m/z, Collision Energy 17 V, Tube lens 95 V. The blood plasma of healthy volunteers 

served as matrix. 

RESULTS: The analytical range of the technique was 2–1000 ng/ml. The developed technique  

was tested on a patient with arterial hypertension. During the analysis, an equilibrium concentration 

of metoprolol of 12.0 ng/ml was detected in the patient's blood plasma (previously, the patient  

took metoprolol tartrate at a dose of 12.5 mg twice a day for a week), and in 2 hours after taking  

the drug — 31.0 ng/ml. 

CONCLUSION: A method for the quantitative determination of metoprolol in human blood  

plasma using HPLC-MS/MS has been developed, validated and tested. 
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Актуальность 

Метопролол — селективный β1-адре-

ноблокатор, без внутренней симпатоми-

метической активности. В сердце, блокируя 

β1-адренорецепторы, метопролол урежает 

частоту сердечных сокращений (ЧСС), 

угнетает проводимость и возбудимость, 

снижает сократимость миокарда [1]. 

Эффективность метопролола дока-

зана в многочисленных клинических ис-

следованиях.  

Известно, что метопролол снижает 

риск развития сердечно-сосудистых ос-

ложнений у больных с артериальной ги-

пертензией. Показано, что действие мето-

пролола преимущественно опосредовано 

за счет предупреждения смертей от ише-

мической болезни сердца (ИБС) и инсуль-

та, кроме этого он способен снижать час-

тоту внезапной смерти [1, 2]. Высокая 

эффективность метопролола при лечении 

стенокардии подтверждена в клинических 

исследованиях APSIS и IMAGE [1, 3, 4].  

Метопролол входит в немногочис-

ленную группу β-адреноблокаторов. Данная 

группа препаратов характеризуется способ-

ностью достоверно улучшать отдаленный 

прогноз больных после инфаркта миокарда 

(ИМ). В мета-анализе, включающем более 

35000 пациентов, перенесших ИМ, приме-

нение β-адреноблокаторов сопровождалось 

снижением на 20–25% риска развития тя-

желых осложнений — смерти от сердечно-

сосудистых причин, внезапной смерти и 

повторного ИМ [1, 5, 6]. 

Метопролола сукцинат в лекарст-

венной форме CR/XL в исследовании 

MERIT-HF вызывал достоверное сниже-

ние смертности у пациентов с хрониче-

ской сердечной недостаточностью [7]. 

Метопролол является липофильным 

β-блокатором, который метаболизируется 

изоферментом цитохрома Р450 CYP2D6 с 

образованием О-деметилметопролола и  

α-гидроксилметопролола, которые, в свою 

очередь, выводятся с мочой [8]. 

Метаболит α-гидроксиметопролол 

также обладает активностью в отношении 

блокады β1-адренорецепторов [9]. 

Показано, что фармакокинетика ме-

топролола может варьировать в зависимо-

сти от ряда факторов, в частности от со-

стояния печени и желудочно-кишечного 

тракта, возраста [10], активности изофер-

ментом цитохрома Р450 CYP2D6 [8] и ря-

да других факторов [11]. Для повышения 

эффективности и безопасности проводи-

мой терапии целесообразно проводить те-

рапевтический лекарственный монито-

ринг метопролола [12], для чего необхо-

дима чувствительная методика его коли-

чественного определения, что и послужи-

ло целью настоящего исследования. 

Цель. Разработать и валидировать 

методику количественного определения 

метопролола с помощью высокоэффек-

тивной жидкостной хроматографии 

(ВЭЖХ) с тандемным масс-спектрометри-

ческим детектированием (МС/МС). 

Материалы и методы 

В исследовании использовали суб-

станцию метопролола тартрата (Sigma-

Aldrich, США). Структурная формула ме-

топролола и фрагментация его молекулы 

представлены на рисунке 1. 

 

 

 

Рис. 1. Структурная формула метопролола и основной продукт его фрагментации. 

 

Работа была выполнена на ВЭЖХ 

«Ultimate 3000» и МС/МС-детекторе TSQ 

Fortis (Thermo Fisher, США). Управление 

системой и анализ данных проводили с ис-

пользованием программного обеспечения 

«Thermo Scientific Xcalibur» (ver. 4.2.47). 
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Для пробоподготовки применяли 

ацетонитрил с использованием в качестве 

внутреннего стандарта фексофенадина 

гидрохлорид (United States Pharmacopeia 

(USP) Reference Standard, США) в концен-

трации 10 нг/мл, который добавляли к об-

разцам плазмы в соотношении 3:1 (600 мкл 

ацетонитрила с фексофенадином и 200 мкл 

плазмы). Полученную смесь встряхивали 

на шейкере в течение 1 минуты, затем цен-

трифугировали при 19 000 g (Avanti JXN-3 

«Beckman Coulter», США) в течение 10 

минут при 4°С. Надосадочную жидкость в 

объеме 600 мкл переливали пипеткой в 

промаркированные виалы и помещали в 

автосемплер для последующего анализа. 

Объем вводимой пробы составил 5 мкл.  

Разделение выполняли на колонке 

UCT Selectra C18 4,6 mm × 100 mm, 3 um, 

100 A с предколонкой Selectra C18 Guard 

Cartridges SLC-18GDC46-3UM при темпе-

ратуре 35°С, в градиентном режиме элюи-

рования в соотношении 0,1% раствора ки-

слоты муравьиной/ацетонитрил: 0 мин — 

80%/20%, 0,1 мин — 45%/55%, 5 мин — 

10%/90%, 10 мин — 80%/20%, со скоро-

стью потока 300 мкл/мин. Время удержи-

вания метопролола в данных условиях со-

ставило 6,0 мин. 

Детектирование проводили в положи-

тельном режиме ионизации электроспреем 

с напряжением 4000 В, оболочечный газ 50 

arb, вспомогательный газ 10 arb, продувоч-

ный газ 1 arb, температура испарителя 

350°С, ион-транспортирующей трубки — 

300°С, с использованием режима монито-

ринга множественных реакций (MRM) со 

скоростью подачи аргона 2 мТорр. Исполь-

зовали следующие переходы:  

 метопролол 268 m/z → 115,5 m/z, 

Collision Energy 18 V, Tube lens 95 V,  

268 m/z → 191 m/z, Collision Energy 17 V, 

Tube lens 95 V; 

 фексофенадин 502,3 m/z → 171 m/z, 

Collision Energy 27 V, Tube lens 110 V, 

502,3 m/z → 466,2 m/z, Collision Energy  

27 V, Tube lens 110 V. 

Точную навеску стандартного об-

разца метопролола массой 3 мг помещали 

в пластиковую пробирку объемом 5 мл и 

растворяли в 3 мл метанола, после чего 

пробирку тщательно перемешивали на 

вортексе. Таким образом конечная кон-

центрация метопролола в растворе соста-

вила 1 мг/мл. Полученный раствор разво-

дили метанолом в 100 раз для получения 

раствора с концентрацией 10 мкг/мл. Ра-

бочие растворы готовили путем разведе-

ния стандартных растворов метопролола 

водой Milli-Q. В эппендорф на 1,5 мл до-

бавляли воду и исходные стандартные 

растворы. После чего пробирки тщатель-

но перемешивали на вортексе.  

В качестве биологической матрицы 

использовалась холостая плазма крови, 

полученная от здоровых добровольцев. 

Калибровочные образцы для проведения 

валидации готовили путем добавления 20 

мкл соответствующего рабочего раствора 

метопролола к 180 мкл (разводили в 10 

раз матрицей) холостой плазмы крови с 

последующим интенсивным перемешива-

нием на вортексе. 

Валидацию биоаналитического ме-

тода проводили на основе решения Совета 

Евразийской экономической комиссии от 

3 ноября 2016 года № 85 «Об утвержде-

нии Правил проведения исследований 

биоэквивалентности лекарственных пре-

паратов в рамках Евразийского экономи-

ческого союза». Рассчитывали следующие 

показатели:  

- селективность;  

- градуировочную кривую (линейность);  

- нижний предел количественного 

определения;  

- точность (на уровнях внутри цикла, 

между циклами);  

- прецизионность (на уровнях внут-

ри цикла, между циклами);  

- перенос пробы;  

- матричный эффект;  

- стабильность образцов. 

Результаты 

В ходе выполнения валидации био-

аналитической методики выполняли ана-

лиз холостой матрицы без добавления 

стандарта метопролола и матрицы с до-

бавлением метопролола до конечной кон-
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центрации 2 нг/мл и фексофенадина —  

10 нг/мл. На хроматограммах образцов 

холостой матрицы не фиксировались пики 

со временем удерживания, соответствую-

щим времени удерживания метопролола и 

фексофенадина (рис. 2, 3). Полученные 

результаты подтверждают селективность 

предлагаемой методики. 

 

 
 

Рис. 2. Хроматограмма образцов холостой матрицы без добавления стандарта метопролола. 

 

 

 
 

Рис. 3. Хроматограмма образцов матрицы с добавлением стандарта метопролола до  

конечной концентрации 2 нг/мл. 

 

Предел обнаружения метопролола в 

матрице с помощью разработанного метода 

составил 0,5 нг/мл, при этом соотношение 

сигнала к шуму было не менее 3. При этом 

нижний предел количественного опреде-

ления (НПКО) метопролола составил 2 

нг/мл, отношение сигнала к шуму было не 

ниже 10, а точность и прецизионность 

определения не превышали 20%. 

Далее в ходе разработки и валида-

ции методики строили градуировочную 

кривую. Для этого проводили анализ пу-

лированных образцов холостой матрицы, 

в которые добавляли равные объемы ра-

бочих растворов метопролола до получе-

ния концентраций целевого вещества 2, 5, 

10, 20, 50, 100, 200, 500, 800, 1000 нг/мл. 

По полученным значениям строили 3 гра-
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дуировочные кривые в координатах от-

ношение площади пика метопролола к 

площади пика фексофенадина от концен-

трации метопролола в плазме крови (об-

разец графика 1 приведен на рис. 4), кото-

рые описываются уравнениями линейной 

регрессии: 

Y = 0,00254765+0,00662667*X R^2 = 0,9998 

Y = 0,00308657+0,0066395*X R^2 = 0,9996 

Y = 0,00223864+0,00641326*X R^2 = 0,9998 

Рассчитанные коэффициенты корре-

ляции соответствовали принятой норме 

(не менее 0,99). 

 

 
 

Рис. 4. График 1 зависимости отношения площади пика метопролола к площади пика 

фексофенадина от концентрации метопролола. 

 

Отклонения концентраций калибро-

вочных образцов, рассчитанные по урав-

нению линейной зависимости, соответст-

вовали принятым нормам: не более 15% 

для всех значений и не более 20% для 

НПКО.  

Следующим этапом работы было 

определение точности и прецизионности 

метода. Прецизионность представляет 

собой относительное стандартное откло-

нение, а точность — относительная по-

грешность. Растворы контролей качества 

метопролола с концентрациями 2, 5, 500 и 

800 нг/мл анализировали в рамках трех 

циклов. Прецизионность и точность оце-

нивали внутри цикла и между циклами. 

Анализ 5 образцов проводили для каждой 

концентрации метопролола и внутри каж-

дого цикла. Полученные величины соот-

ветствовали принятым нормам (не более 

20% для НПКО и не более 15% — для ос-

тальных точек) (табл. 1).  

 

Таблица 1. Точность и прецизионность методики количественного определения метопро-

лола в плазме крови внутри и между циклами 

 Концентрация 

номинальная, 

нг/мл 

Концентрация 

средняя, нг/мл 

Средняя точность 

E, % 
SD 

Прецизионность, 

RSD % 

В
н

у
т
р

и
 ц

и
к

л
а

 2 2,08 4,2 0,3 14,40 

5 5,42 8,47 0,51 9,41 

500 534,4 6,89 26,24 4,91 

800 769,83 3,77 29,53 3,84 

М
еж

д
у
 ц

и
к

л
а
м

и
 

2 2,04 1,8 0,27 13,34 

5 5,38 7,51 0,59 10,92 

500 515,59 3,12 38,19 7,41 

800 786,37 1,70 39,59 5,03 
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Стабильность. Оценивалась ста-

бильность анализируемого вещества и 

внутреннего стандарта в составе рабочих 

растворов, анализируемого вещества в 

биологической матрицы при хранении, а 

также после пробоподготовки. 

Стабильность рабочих растворов 

оценивали путём их хроматографического 

исследования после разведения до кон-

центрации нижнего и верхнего контроля 

качества (5 и 800 нг/мл), указанное разве-

дение учитывали в дальнейшем при рас-

чёте концентраций. Анализировали пло-

щадь пиков метопролола и фексофенади-

на сразу после приготовления и после 

хранения при -80°С в течение 30 дней.  

Для оценки стабильности анализи-

руемого вещества в составе плазмы крови 

при хранении в замороженном состоянии 

(долгосрочной стабильности) готовили 

образцы, аналогичные по составу образцам 

нижнего и верхнего контроля качества. 

Половину образцов анализировали сразу 

после приготовления, а остальные —  

после хранения в замороженном состоя-

нии при -80°С в течение 30 дней.  

Для оценки краткосрочной стабиль-

ности метопролола после пробоподготов-

ки исследовали образцы нижнего и верх-

него контроля качества. Половину образ-

цов анализировали сразу после получе-

ния, а остальные — после хранения в ав-

тосамплере при +6°С в течение 1 сут.  

Для оценки стабильности анализи-

руемого вещества в составе плазмы крови 

при трехкратном цикле заморозки-

разморозки при -80°С готовили образцы, 

аналогичные по составу образцам нижнего 

и верхнего контроля качества. Половину 

образцов анализировали сразу после приго-

товления, а остальные после трехкратного 

цикла заморозки-разморозки. Исследовали 

по 3 независимых образца для каждой кон-

центрации и каждого вида стабильности. 

Анализ полученных результатов по-

казал, что метопролол стабилен как в соста-

ве рабочих растворов, так и в составе плаз-

мы крови при разных условиях пробопод-

готовки: в замороженном состоянии -80
0
С в 

течение 30 сут, в лотке автосамплера в те-

чение 1 сут при +6°С и при трехкратном 

цикле заморозки-разморозки при -80°С. 

Перенос пробы. В ходе работы про-

водили последовательную оценку пробы с 

концентрацией метопролола 1000 нг/мл, а 

затем оценку образца чистой матрицы. 

Результаты анализа показали, что на хро-

матограмме чистой матрицы отсутствова-

ли пики, соответствующие по времени 

удерживания пикам метопролола. 

Матричный эффект. В холостую 

плазму из шести различных источников 

после экстракции были добавлены рабочие 

растворы аналита для получения нижнего 

и верхнего контроля качества. Чистые рас-

творы аналита (на воде) были приготовле-

ны с такими же концентрациями.  

Матричный эффект рассчитывали как 

отношение площади пика в присутствии 

матрицы к площади пика в отсутствие мат-

рицы для каждого контроля качества и внут-

реннего стандарта. Также рассчитывали 

нормализованный эффект матрицы по внут-

реннему стандарту (как частное от деления 

эффекта матрицы анализируемого вещества 

на эффект матрицы внутреннего стандарта). 

Рассчитанные относительное стандартное 

отклонение матричного эффекта метопроло-

ла, фексофенадина и нормализованного мат-

ричного эффекта метопролола находились в 

пределах нормы (не более 15%). 

Апробацию разработанной методики 

провели на пациенте с артериальной гипер-

тензией, который проходил стационарное 

лечение в Рязанском областном клиниче-

ском кардиологическом диспансере и при-

нимал метопролола тартрат в дозе 12,5 мг 

два раза в день. Забор крови у пациента вы-

полнялся в рамках проведения исследова-

ния «Клиническое одномоментное контро-

лируемое иСследование резистентной Ар-

териальной Гипертензии для рАзработки 

персонифицированного подхода к терапии 

(САГА)» (выписка из локального этическо-

го комитета №, пациент подписал инфор-

мированное согласие). Полученные хрома-

тограммы представлены на рисунках 5 и 6. 

В ходе анализа у пациента в плазме 

крови детектировалась равновесная кон-

центрация метопролола 12,0 нг/мл (пред-
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варительно пациент принимал метопроло-

ла тартрат в указанной дозе в течение не-

дели), а через 2 ч после приема препара-

та — 31,0 нг/мл. 

 

 
 

Рис. 5. Хроматограмма плазмы крови пациента перед приемом очередной дозы метопро-

лола (равновесная концентрация). 

 

 

 
 

Рис. 6. Хроматограмма плазмы крови пациента через 2 ч после приема метопролола. 

 

 

Интересно отметить, что на хрома-

тограммах пациента, принимавшего мето-

пролол, кроме пика на 6 мин детектиро-

вался пик на 3,78 мин с такими же MRM 

переходами. Скорее всего, этот пик обу-

словлен метопрололовой кислотой — ме-

таболитом метопролола, характеризую-

щейся таким же m/z и такими же продук-

тами распада [13]. 

Обсуждение 

В ходе настоящего исследовалась раз-

рабатывалась и валидировалась методика 

количественного определения метопролола 

в плазме крови пациентов методом ВЭЖХ-

МС/МС. В доступной литературе описано 

несколько аналогичных методик. 

A. A. Zoerner, и др. разработали спо-

соб одновременного детектирования иваб-

радина, ребоксетина и метопролола мето-

дом ВЭЖХ-МС/МС. Пробоподготовка за-

ключалась в добавлении к 200 мкл плазмы 

человека этилацетата. Хроматографиче-

ское разделение проводили на колонке 

BEH C18 длиной 50 мм с градиентным 

элюированием смесью воды и метанола, 
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каждый из которых содержал 2 мМ ацетата 

аммония, в течение 4,5 мин. Масс-спектро-

метрическое детектирование осуществляли 

в режиме положительной ионизации элек-

троспреем (ESI+). Разработанный метод 

был линеен в диапазоне 1 нг/мл до 

500 нг/мл для всех трех аналитов [14]. 

Описан метод одновременного оп-

ределения метопролола и бисопролола в 

сыворотке крови человека методом 

ВЭЖХ-МС/МС. Аналитические диапазо-

ны метода составляли от 5 до 250 нг/мл и 

1–250 нг/мл для метопролола и бисопро-

лола соответственно. Была продемонстри-

рована пригодность разработанного мето-

да для терапевтического мониторинга ле-

карственных средств во время лечения 

артериальной гипертензии и других сер-

дечно-сосудистых заболеваний [15]. 

В другой методике ВЭЖХ-МС/МС 

детектирования метопролола в плазме кро-

ви людей экстракция аналита из биологи-

ческого материала осуществляли трет-

бутилметиловым эфиром. Для разделения 

использовали колонку Kromasil C18 (5 мкм, 

100 × 4,6 мм) с изократической подвижной 

фазой из 5 мМ формиата аммония, pH 3,5 и 

ацетонитрила (15:85% v/v). Ионизация об-

разца проводилась методом ионизации 

электрораспылением в режиме положи-

тельных ионов.  

Анализ выполнялся в MRM m/z  

268,15 → 115,90. Линейность метода была 

установлена в диапазоне концентраций 

1,505–538,254 нг/мл с прецизионностью и 

правильностью в диапазоне от 4,67 до 7,41% 

и от 90,66 до 98,15% соответственно [16]. 

Таким образом, разработанная мето-

дика ВЭЖХ-МС/МС анализа концентра-

ции метопролола в плазме крови обладает 

не меньшей чувствительностью, но отли-

чается более простой пробоподготовкой. 

При апробации данной методики в 

реальной клинической практике у пациента 

были получены концентрации метопролола 

в плазме крови, укладывающиеся в его те-

рапевтический диапазон (20–500 нг/мл) 

[17], что подтверждает ее адекватность. 

Заключение 

Разработанный метод ВЭЖХ-МС/МС 

является удобным и точным методом коли-

чественного анализа метопролола в плазме 

крови людей. Предложенная методика была 

валидирована по следующим параметрам: 

селективность, линейность, точность, пре-

цизионность, предел количественного оп-

ределения, перенос пробы, матричный эф-

фект, стабильность. Методика имеет анали-

тический диапазон 2–1000 нг/мл. Метод 

количественного определения метопролола 

ВЭЖХ-МС/МС может применяться в кли-

нической практике с целью проведения ле-

карственного мониторинга и изучения фар-

макокинетики метопролола у пациентов с 

артериальной гипертензией. 
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