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Цель: разработать методику верификации цефтриаксона и определения его концентрации в сыворотке крови 
посредством капиллярного электрофореза. 

Материалы и методы. В исследовании использовали цефтриаксона натриевую соль (ЗАО «Фармацевтическая 
фирма “Лекко”»), модельные смеси биологических жидкостей (цельная кровь, сыворотка и плазма крови) с раз-
личной концентрацией цефтриаксона; клинические биологические образцы крови, взятые в ходе операции на мо-
лочной железе на фоне периоперационной антибиотикопрофилактики. Концентрацию цефтриаксона определяли 
с помощью системы капиллярного электрофореза «Капель-105М» (ЗАО «Люмекс», г. Санкт-Петербург, Россия). 

Результаты. Разработана экспрессная методика определения цефтриаксона в сыворотке крови (объем пробы – 
0,1 мл), которая предполагает использование осадителя белковых веществ – сульфата аммония кристаллического, 
экстракцию органической системы хлороформ–изобутанол в соотношении 3:1, реэкстракцию вещества в рабочий 
электролит, разбавленный водой, и последующий электрофорез на приборе «Капель-105М». Валидация методики 
свидетельствует о ее линейности, правильности, прецизионности и специфичности; нижний предел количествен-
ного определения составляет 0,1 мкг/0,1 мл биологической среды. Работоспособность методики подтверждена 
в условиях клинического испытания путем определения концентрации цефтриаксона в сыворотке крови через 
30 минут после внутривенного введения 1 г препарата с целью периоперационной антибиотикопрофилактики. 

Заключение. Методика количественного определения цефтриаксона в сыворотке крови, выполненная с по-
мощью системы капиллярного электрофореза («Капель-105М»), отвечает установленным валидационным крите-
риям. При этом идентификация антибиотика осуществляется в селективных условиях и требует минимального 
количества объекта, тем самым уменьшается количество соэкстрактивных веществ в пробах, что в сочетании с 
приемом стекинга при электрофорезе обеспечивает высокую чувствительность методики. Она может быть реко-
мендована для проведения анализа в условиях клинико-диагностических лабораторий. 
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фтриаксона; периоперационная антибиотикопрофилактика. 
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В настоящее время в хирургической практи-
ке предупреждение раневых инфекционно-
воспалительных осложнений является опреде-
ляющим в организации лечебной тактики. 
В череде многочисленных рекомендаций по 
этому поводу представляется актуальным ис-
пользование антибактериальных средств [1-4]. 
Их успешность зависит, главным образом, от 
эффективной концентрации антибиотика в кро-
ви и тканях операционного поля на протяжении 
всего вмешательства. Именно это определяет 
выбор наиболее полезного препарата, дозы и 
кратности его введения, а также длительности 
антибактериальной профилактики [5-9]. 

Для определения малых количеств веществ 
в исследуемых объектах целесообразно исполь-
зовать методы, обладающие высокой эффектив-
ностью, экспрессностью, экономичностью, ма-
лым расходованием изучаемого материала, про-
граммированным обеспечением хода исследо-
вания и расчета полученных результатов. Нема-
ловажным является возможность совместить 
качественный и количественный анализ при 
исследовании одной пробы. Таким требованиям 
отвечает метод капиллярного электро- 
фореза [10-16]. 

Цель исследования – разработать методику, 
позволяющую верифицировать цефтриаксон, и 
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определять его концентрацию в сыворотке кро-
ви посредством капиллярного электрофореза. 

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

ИССЛЕДОВАНИЯ 
 
Для проведения исследований использовали 

следующие объекты: цефтриаксона натриевая 
соль (ЗАО «Фармацевтическая фирма “Лекко”»), 
отвечающая требованиям нормативно-
технической документации [17]; модельные 
смеси биологических жидкостей (цельная кровь, 
сыворотка крови, плазма крови) с различной 
концентрацией цефтриаксона; клинические 
биологические образцы крови и сыворотки кро-
ви, взятые при проведении оперативных вме-
шательств. Для изучения влияния осадителей 
белковых веществ на степень экстракции це-
фтриаксона из различных объектов крови ис-
пользовали кровь здоровых добровольцев, не 
принимавших лекарственные препараты в те-
чение одного месяца до отбора проб, и стабили-
зированную цитратным антикоагулянтом. 

На первом этапе исследования в 0,9 мл каж-
дого из биологических объектов (цельная кровь, 
плазма крови, сыворотка крови) вносили 0,1 мл 
раствора цефтриаксона, содержащего 200 мкг 
вещества. Приготовленные модельные смеси 
выдерживали при комнатной температуре в те-
чение 30 минут, отбирали 0,1 мл образца. Де-
протеинизацию проводили с помощью методик, 
предполагающих использование стандартных 
осадителей белковых веществ: аммония сульфа-
та кристаллического, водного раствора трихлор-
уксусной кислоты (рН 2,0), а также посредством 
прямого экстрагирования цефтриаксона орга-
нической системой – хлороформ–изобутанол 
в соотношении 3:1 без добавления осадителя 
[18]. 

Дальнейшее исследование проводили в со-
ответствии с алгоритмом реализации трех мето-
дик в зависимости от используемого осадителя. 
При прямом экстрагировании цефтриаксона 
(методика 1) к 0,1 мл модельной смеси по кап-
лям добавляли концентрированную хлороводо-
родную кислоту до рН 1,8 (контроль по универ-
сальной индикаторной бумаге). Через 15 минут 
проводили экстрагирование осадителем (1 мл × 
4; 10 мин). Эмульсию разрушали центрифугиро-
ванием (6000 об/мин, 10 мин). Органическую 
фазу отделяли через бумажный складчатый 
фильтр, смоченный органической системой. К 
полученному экстракту добавляли 1 мл раство-
рителя пробы – буферный раствор Бриттона–
Робинсона (рН 12,0), разбавленный в 10 раз во-
дой очищенной, и проводили реэкстрагирова-
ние (1 мл × 1; 10 мин). Эмульсию разрушали 
центрифугированием (6000 об/мин, 10 мин). Ре-

экстракты отбирали, центрифугировали в про-
бирках типа «эппендорф» в мини-центрифуге 
«MiniSpin plus» (10000 об/мин, 5 мин) и прово-
дили электрофоретическое исследование с ис-
пользованием системы капиллярного электро-
фореза «Капель-105М». 

При использовании осадителя аммония 
сульфата кристаллического (методика 2) к 0,1 мл 
модельной смеси добавляли 0,1 мл воды очи-
щенной и 0,1 г осадителя, осторожно перемеши-
вали и оставляли на 15 минут. Смесь центрифу-
гировали (6000 об/мин, 10 мин). Надосадочную 
жидкость отделяли (без фильтра) декантирова-
нием. Затем добавляли 10% раствор хлороводо-
родной кислоты до рН 1,8 (контроль по универ-
сальной индикаторной бумаге). Дальнейшее 
экстрагирование, реэкстрагирование и анализ 
методом капиллярного электрофореза проводи-
ли в соответствии с алгоритмом действий, пред-
ставленным в описании методики 1. 

При использовании осадителя водного рас-
твора трихлоруксусной кислоты с рН 2,0 (мето-
дика 3) из 1 мл крови (плазмы, сыворотки), со-
держащей 200 мкг цефтриаксона, отбирали  
0,1 мл модельной смеси, добавляли 0,4 мл оса-
дителя и оставляли на 15 мин, Смесь центрифу-
гировали (6000 об/мин, 10 мин). Затем надоса-
дочную жидкость отделяли декантированием и 
добавляли 10% раствор хлороводородной кисло-
ты до рН 1,8 (контроль по универсальной инди-
каторной бумаге). Дальнейшее экстрагирование, 
реэкстрагирование и анализ методом капилляр-
ного электрофореза проводили в соответствии с 
алгоритмом, представленным в описании мето-
дики 1. 

Определение концентрации цефтриаксона 
осуществляли с помощью системы капиллярно-
го электрофореза «Капель-105М» (ЗАО «Лю-
мекс», г. Санкт-Петербург, Россия), включающей 
кварцевый капилляр с внутренним диаметром 
75 мкм, общей длиной 60 см, встроенный  
УФ-спектрофотометрический детектор с длиной 
волны от 190 до 380 нм. Запись и обработку 
данных проводили с помощью программного 
обеспечения «Эльфоран для Windows» [10, 12]. 

Электрофоретическое исследование цефтри-
аксона осуществляли при следующих условиях: 
рабочий электролит – буферный раствор Брит-
тона–Робинсона, рН 12,0; ввод пробы – давлени-
ем (30 мБар × 15 сек); положительный электрод 
со стороны введения рабочего электролита 
(напряжение +20 кВ); детектирование в ультра-
фиолетовой области спектра, 265 нм [18]. 

Промывку капилляра проводили по полной 
и короткой схемам. Полная схема (между пер-
вым и четвертым анализами) включала после-
довательную промывку 0,5М раствором хлори-
стоводородной кислоты в течение 10 мин, водой 
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очищенной – 10 мин, 0,5М раствором натрия 
гидроксида, водой очищенной – 10 мин, рабо-
чим электролитом – 10 мин; проведение холо-
стого электрофореза – 15 мин (положительный 
электрод со стороны введения рабочего элек-
тролита, напряжение +20 кВ). По короткой схеме 
(между вторым и третьим анализами) осу-
ществляли промывку рабочим электролитом 
в течение 10 мин с последующим проведением 
холостого электрофореза в тех же условиях, как 
и по полной схеме [18]. 

Валидацию разработанной электрофорети-
ческой методики осуществляли в соответствии 
с нормативной документацией: общей фарма-
копейной статьей в USP, ОФС.1.1.0012.15 «Вали-
дация аналитических методик» Государствен-
ной Фармакопеи IV издания, документами 
ICH – Международной конференции по гармо-
низации технических требований к регистрации 
лекарств для человека в странах ЕС и США по 
основным параметрам: правильность (accuracy), 
прецизионность (precision), специфичность 
(specificity), предел количественного определе-
ния (quantitation limit), линейность (linearity), 
диапазон применения (аналитическая область – 
range) [19-21]. 

Для валидации методики готовили модель-
ные смеси с содержанием 0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10,0; 
15,0; 20,0 мкг вещества в 1 мл сыворотки крови. 
Приготовление модельных смесей, экстракцию, 
реэкстракцию и последующее электрофоретиче-
ское исследование проводили в соответствии 
с алгоритмом действий согласно описанию со-
ответствующих методик. При этом учитывали 
результаты идентификации цефтриаксона на 
электрофореграммах, ориентируясь на время 
миграции (tm). 

При оценке линейности методики на элек-
трофореграммах, полученных при анализе об-
разцов сыворотки крови (модельная смесь: ра-
бочий электролит – буферный раствор Бритто-
на-Робинсона, рН 12,0; «Капель-105М»; с содер-
жанием от 0,1 до 20,0 мкг/0,1 мл цефтриаксона), 
рассчитывали площадь пика – величину фото-
метрического сигнала (mAU*C). 

Для оценки правильности и прецизионно-
сти исследование проводили на трех уровнях 
концентраций: 0,1; 5,0; 20,0 мкг/0,1 мл. На элек-
трофореграмме определяли площади пиков и 
по уравнению калибровочного графика рассчи-
тывали концентрацию цефтриаксона в течение 
1-го и 2-го дней. Для полученных значений 
концентрации рассчитывали величины стан-
дартного отклонения (SD), относительного стан-
дартного отклонения (RSD, %), открываемости 
(R, %) и относительной погрешности (ɛ, %). 

Для установления специфичности предло-
женной методики проводили анализ электро-

фореграмм, полученных на трех уровнях кон-
центрации антибиотика: 0,1; 5,0; 20,0 мкг/0,1 мл. 

Разработанную методику апробировали на 
биологических образцах (сыворотка крови) 
больных, оперированных по поводу патологии 
молочной железы. Им с целью предупреждения 
развития раневой инфекции проводили перио-
перационную антибиотикопрофилактику. Для 
этого за 30 минут до операции внутривенно 
вводили 1 г цефтриаксона. Спустя 30 и 60 минут 
проводили его идентификацию посредством 
качественного параметра – времени миграции 
(tm). Для достоверности и надежности иденти-
фикации цефтриаксона в биологических образ-
цах в пробу добавляли 1 мкг стандартного рас-
твора цефтриаксона. 

Статистическую обработку результатов про-
водили с помощью программы MS Excel и оце-
нивали среднюю выборки (ݔ); доверительный 
интервал (∆ݔ) по критерию Стьюдента Р (4; 95%); 
относительную погрешность (ε), относительную 
величину систематической ошибки (δ). Провер-
ку однородности полученных выборок прово-
дили по Q (5; 95%) критерию [22]. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
 

Исследование искомых соединений в биоло-
гической жидкости (крови) – это всегда слож-
ный и трудоемкий процесс, связанный в первую 
очередь с влиянием белковых и других компо-
нентов эндогенного характера на процесс их 
выделения искомых соединений из биосубстра-
та. В числе ведущих факторов, которые влияют 
на степень экстракции аналитов, указывают 
осадители белковых веществ. В связи с отсут-
ствием подобных сведений в отношении це-
фтриаксона нами изучено влияние некоторых 
из них на экстракцию этого антибиотика 
из объектов крови: цельная, плазма и сыворотка. 

По нашим данным, при оценке цельной 
крови максимальное количество цефтриаксона 
(2,60±1,60 мкг/0,1 мл) удалось экстрагировать 
с помощью осадителя белковых веществ аммо-
ния сульфата кристаллического. При этом сте-
пень экстракции составила 13%. При прямом 
экстрагировании цефтриаксона с помощью ор-
ганической системы величина оцениваемых 
показателей была меньше (р > 0,05). Раствор 
трихлоруксусной кислоты (рН 2,0) оказал 
наименьшее влияние на экстрагирование це-
фтриаксона. При этом в 0,1 мл крови исследуе-
мого антибиотика выделено в 4 раза меньше – 
0,57±0,32 мкг; p < 0,05 (табл. 1).  
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Таблица 1 
Table 1 

Влияние осадителей белковых веществ на экстракцию цефтриаксона из биологической среды 
(M±m, n = 14) 

Influence of precipitants of protein substances upon the extraction of ceftriaxone from the biological environment (M±m, n = 14) 

Оцениваемые параметры 
Estimated parameters 

Способ экстрагирования белковых веществ 
Method of extraction of proteins 

прямой 
способ 

direct way 

с помощью осадителя 
by using a precipitator 

аммония сульфата 
кристаллического 

ammonium sulfate crystalline 

раствора трихлоруксусной 
кислоты, рН 2,0 

trichloroacetic acid solution, pH 2.0 
Цельная кровь 

Whole blood 
количество цефтриаксона в 1 мл, 
мкг 
amount of ceftriaxone in 1 ml, μg 

200.0 200.0 200.0 

взято на анализ, мл 
taken for analysis, ml 

0.1 0.1 0.1 

определено цефтриаксона в мкг/ 
0,1 мл, хത±∆хത 
determined ceftriaxone in μg / 0.1 ml, хത±∆хത 

2.04±0.14 2.60±0.60 0.57±0.32* 

цефтриаксон в пересчете 
на 1 мл 
ceftriaxone in terms of 1 ml 

мкг 
μg 

20.36 26.00 2.85 

% 10.18 13.00 5.70 
Плазма крови 

Blood plasma 
количество цефтриаксона в 1 мл, 
мкг 
amount of ceftriaxone in 1 ml, μg 

200.0 200.0 200.0 

взято на анализ, мл 
taken for analysis, ml 

0.1 0.1 0.1 

определено цефтриаксона 
в мкг/0,1 мл, хത±∆хത 
determined ceftriaxone in μg/0.1 ml, хത±∆хത 

4.09±0.31 6.35±0.54 0.11±0.08* 

цефтриаксон в пересчете 
на 1 мл 
ceftriaxone in terms of 1 ml 

мкг 
μg 40.85 63.50 1.05 

% 20.43 31.76 0.53 
Сыворотка крови 

Blood serum 
количество цефтриаксона 
в 1 мл, мкг 
amount of ceftriaxone in 1 ml, μg 

200.0 200.0 200.0 

взято на анализ, мл 
taken for analysis, ml 

0.1 0.1 0.1 

определено цефтриаксона 
в мкг/0,1 мл, хത±∆хത 
determined ceftriaxone in μg/0.1 ml, хത±∆хത 

11.63±0.63 11.13±0.25 – 

цефтриаксон в пересчете 
на 1 мл 
ceftriaxone in terms of 1 ml 

мкг 
μg 

100.20 111.3 – 

% 50.11 55.65 – 

Примечание: * – p <0,05; в остальных случаях p>0,05. 

Note: * – p<0.05; in other cases p>0.05. 
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При исследовании плазмы крови максимальные 
экстрагирующие свойства наблюдали на фоне 
использования в качестве осадителя все того же 
аммония сульфата кристаллического. При этом 
степень экстракции возросла до 31,76%. Эффек-
тивность прямого экстрагирования цефтриаксо-
на с помощью органической системы была до-
вольно велика – 4,09±0,31 мкг/0,1 мл, но не от-
личалась от таковой у аммония сульфата кри-
сталлического (p > 0,05). Наихудшие результаты 
получены при использовании с этой целью рас-
твора трихлоруксусной кислоты (рН 2,0), при 
которой степень экстракции составила всего 
лишь 0,53% (табл. 1). 

Результаты экстрагирования цефтриаксона 
из сыворотки крови с помощью органической 
системы и сульфата аммония кристаллического 
имели сходные параметры. В данном случае 
степень экстракции исследуемого антибиотика 
достигала максимальной величины – 55,65%, 
при использовании осадителя сульфата аммо-
ния кристаллического (табл. 1). 

В связи с тем, что наиболее эффективным 
осадителем белковых веществ оказался аммония 
сульфата кристаллического, при валидации ме-
тодики количественного определения цефтри-
аксона в сыворотке крови приготовление мо-

дельных смесей, экстракцию, реэкстракцию и 
последующее электрофоретическое исследова-
ние проводили в соответствии с алгоритмом 
действий по методике 2. Учитывали результаты 
идентификации цефтриаксона на электрофоре-
граммах, ориентируясь на время миграции (tm). 

Оценивая линейность методики, на элек-
трофореграммах установлено, что при наличии 
0,1 мкг цефтриаксона в 0,1 мл исследуемого рас-
твора средняя площадь пика – величина фото-
метрического сигнала (mAU*C), составляла 
2,07 расчетных единиц. По мере увеличения ко-
личества антибиотика в исследуемой среде 
площадь пика закономерным образом возраста-
ла. Максимальная средняя величина фотомет-
рического сигнала (mAU*Cm) – 298,63 расчетных 
единиц, регистрировалась при 20,0 мкг цефтри-
аксона в 0,1 мл раствора (табл. 2). 

Полученные результаты использовали для 
построения калибровочного графика и расчета 
его уравнения (рис. 1). Они свидетельствуют 
о том, что в диапазоне концентраций цефтриак-
сона от 0,1 мкг/0,1 мл до 20 мкг/0,1 мл наблюда-
ется линейная зависимость площади пика (ве-
личины фотометрического сигнала) от концен-
трации антибиотика. 

Таблица 2 
Table 2 

Зависимость площади пика от концентрации цефтриаксона в сыворотке крови 
Peak area dependence on the concentration of ceftriaxone in the blood serum 

Содержание цефтриаксона в модельной смеси, мкг/0,1 мл 
The content of ceftriaxone in the model mixture, μg/ 0.1 ml 

Площадь пика 
Peak area 

mAU*C1 mAU*C2 mAU*C3 mAU*Cm 
0.1 1.97 2.11 2.12 2.07 
0.5 8.05 8.11 8.55 8.24 
1.0 15.14 15.43 15.82 15.46 
5.0 76.19 75.76 72.67 74.87 
10.0 153.9 148.5 149.6 150.67 
15.0 222.80 210.50 226.50 219.93 
20.0 298.00 298.5 299.4 298.63 

 

m
A

U
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Рис. 1. Калибровочный график количественного определения цефтриаксона в сыворотке крови мето-

дом капиллярного электрофореза («Капель–105М»). 

Fig. 1. Calibration chart quantitative determination of ceftriaxone in blood serum capillary electrophoresis method («Kapel–105M»). 
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Оценивая отклонение концентрации це-
фтриаксона, рассчитанное по уравнению калиб-
ровочного графика, установлено, что наиболь-
шее значение этого показателя наблюдается 
по сравнению с минимальным (0,1 мкг/ 0,1 мл) 
фактическим содержанием антибиотика в рас-
творе – 7,43%. При сопоставлении расчетных 
данных с более высокой фактической величи-
ной цефтриаксона, содержащегося в серии мо-
дельных смесей, выявлено меньшее отклонение 
исследуемых параметров – от 0,31% до 4,81% 
(табл. 3). 

Исходя из полученных данных, очевидным 
является то, что рассчитанные значения относи-
тельной погрешности отклонения (ε̅, %) не пре-
вышали величину этого показателя, установ-
ленную требованиями FDA, EMA (не более 20% 
для нижнего предела и не более 15% для осталь-
ных точек) [21, 22]. Указанная информация объ-
ективно свидетельствует о линейности методи-
ки, которая соответствует критериям приемле-

мости, тем самым подтверждая ее пригодность 
для определения цефтриаксона в сыворотке 
крови. 

Оценивая правильность и прецизионность 
разрабатываемой методики, установлено, что 
в течение первого дня исследования при мини-
мальном содержании цефтриаксона в модель-
ной смеси – 0,1 мкг/0,1 мл сыворотки наблюда-
лось наименьшее в серии исследований стан-
дартное отклонение (SD) на фоне наибольшей 
относительной величины данного параметра 
(RSD) – 15,31%. При этом относительная погреш-
ность отклонения расчетной концентрации це-
фтриаксона в калибровочных растворах от фак-
тических его значений соответствовала макси-
мальному уровню – 19,03%. В течение второго 
дня исследования величина относительного 
стандартного отклонения (RSD, %) и относи-
тельная погрешность (ɛ, %) двукратно уменьша-
лись (табл. 4). 

Таблица 3 
Table 3 

Отклонения концентрации калибровочных растворов цефтриаксона от фактических его значений 
(сыворотка, 0,1 мл) 

Concentration deviations of ceftriaxone calibration solutions from its actual values (serum, 0.1 ml) 

Концентрация цефтриаксона, в мкг/0,1 мл 
The concentration of ceftriaxone, in μg / 0.1 ml 

Относительная погрешность 
отклонения ε̅ (в %) 

Relative error deviations ε̅ (in %) 
фактическая 

factual 

рассчитанная по уравнению калибровочного графика 
calculated according to the equation calibration curve 

в исследовании 
in the study 

норма (%, не >) 
norm (%, not >) 

0.1 0.097 7.43 20 
0.5 0.51 3.7 15 
1.0 1.02 1.22 15 
5.0 4.97 3.65 15 
10.0 10.05 2.17 15 
15.0 14.8 4.81 15 
20.0 20.0 0.31 15 

 
Таблица 4 

Table 4 
Оценка правильности и прецизионности определения цефтриаксона в сыворотке крови 

(буферный раствор Бриттона-Робинсона, рН 12,0; «Капель-105М») 
Evaluation of correctness and precision determination of ceftriaxone in blood serum 

(Buffer solution of Britton-Robinson, pH 12.0; Kapel-105M) 

Прецизионность 
Precision 

Содержание цефтриаксона 
в 0,1 мл сыворотки (мкг) 

The content of ceftriaxone in 0.1 ml 
of serum (μg) 

ܺ±∆Х 
(n = 6) 

SD 
(n =6 ) 

RSD, % 
(n = 6) 

ε̅, % 
(n = 6) 

Intra-day 
20.0 20.16±0.62 0.496 2.46 7.10 
5.0 5.55±0.23 0.184 3.32 6.99 
0.1 0.11±0.02 0.016 15.31 19.03 

Intеr-day 
20.0 20.70±0.64 0.613 2.49 3.10 
5.0 5.22±0.28 0.255 4.33 5.38 
0.1 0.09±0.01 0.011 8.31 10.21 
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При максимальном содержании цефтриак-
сона в модельной смеси (20,0 мкг/0,1 мл сыво-
ротки) в первый день исследования имела место 
наибольшая величина стандартного отклонения 
(SD) при минимальном показателе относитель-
ной его величины (RSD) – 2,46%. При этом отно-
сительная погрешность отклонения расчетной 
концентрации изучаемого антибиотика в ка-
либровочных растворах по сравнению с факти-
ческим его значением была довольно низкой. 
В течение второго дня исследования стандарт-
ное отклонение возрастало до 0,61, а относи-
тельная погрешность (ɛ, %), наоборот, сокраща-
лась в два раза. И в том и в другом случае неза-
висимо от содержания цефтриаксона в модель-
ной смеси относительная погрешность сохраня-
лась в рамках требований FDA и EMA (табл. 4). 

Специфичность предлагаемой методики ве-
рификации цефтриаксона в сыворотке крови 
изучена посредством анализа электрофоре-
грамм, полученных при трех вариантах концен-
трации антибиотика: 0,1; 5,0; 20,0 мкг/0,1 мл. 
По нашим данным, при оценке образцов, со-
держащих цефтриаксон, наблюдались пики, ко-
торые трактовались нами в качестве индикатора 
времени миграции изучаемого препарата. Ука-
занное предположение подтверждено кон-
трольным исследованием «интактной» сыво-
ротки (без добавления антибиотика). При этом 
на электрофореграмме аналогичные по времени 
пики отсутствовали (рис. 2). Данное обстоятель-
ство позволяет констатировать: выявляемый на 
электрофореграммах пик соответствует времени 
миграции цефтриаксона, что объективно под-
тверждает специфичность методики. Совокуп-
ная информация свидетельствует о том, что 
проведенное исследование в заданном диапа-
зоне концентрации цефтриаксона в модельных 
смесях подтвердило правильность, прецизион-
ность, специфичность и линейность разрабо-
танной методики. Из этого следует, что диапа-
зон ее применения (аналитическая область), в 
пределах которого методика соответствует меж-
дународным техническим требованиям по ос-
новным перечисленным параметрам, составляет 
0,1-20,0 мкл/0,1 мл. 

По результатам проведенных исследований 
на основе анализа электрофореграмм установ-
лено, что минимальная концентрация цефтри-
аксона в образце, для которой возможно его ко-
личественное определение со значениями отно-
сительного стандартного отклонения (RSD, %) и 
относительной погрешности (ɛ, %) не более 20% 
в диапазоне линейной зависимости с соотно-
шением сигнал/шум не менее 10/1, составляет 
0,1 мкг/0,1 мл. Данное обстоятельство объектив-
но подтверждается посредством электрофоре-
граммы, характеризующей нижний предел ко-

личественного определения разрабатываемой 
методики (рис. 3). 

Работоспособность предлагаемой методики 
в условиях клинического испытания оценивали 
путем определения концентрации цефтриаксо-
на в сыворотке крови через 30 минут после 
внутривенного введения 1 г препарата. При 
этом на электрофореграмме верифицировали 
пиковый подъем кривой, время появления ко-
торого соответствовало tm = 12,92 мин. После 
добавления в исследуемую среду 1 мкг стан-
дартного раствора цефтриаксона на электрофо-
реграмме наблюдали значительное увеличение 
пика, который совпадал с подъемом кривой ис-
следуемого антибактериального средства 
(рис. 4). Используя уравнение калибровочного 
графика, установлено, что концентрация це-
фтриаксона в сыворотке крови составляла 
0,84±0,28 мкг/мл. 

Повторное исследование, проведенное по 
той же схеме через 60 минут после введения це-
фтриаксона, показало, что на электрофореграм-
ме фиксировалось пиковое изменение кривой, 
соответствующее tm = 11,49 мин. По добавлении 
в исследуемую среду 1 мкг цефтриаксона-
стандарта наблюдали значимое возрастание пи-
ка электрофореграфической кривой, и он совпа-
дал с пиковым подъемом, который соответство-
вал исследуемому антибактериальному сред-
ству. Проведенная в эти сроки количественная 
оценка содержания цефтриаксона подтвердила 
его наличие в сыворотке крови на уровне 
0,49±0,18 мкг/мл. Данное обстоятельство позво-
ляет зафиксировать стабильную концентрацию 
антибиотика на протяжении всего периода опе-
ративного вмешательства, что минимизирует 
риск развития раневой инфекции. 

Таким образом, предложенная методика ко-
личественного определения цефтриаксона в сы-
воротке крови, выполненная с помощью отече-
ственной системы капиллярного электрофореза 
(«Капель-105М»), отвечает установленным ва-
лидационным критериям по таким параметрам, 
как линейность, правильность, прецизионность, 
специфичность. Представленные результаты 
показывают, что идентификация цефтриаксона 
осуществляется в селективных условиях. При 
этом требуется минимальное количество объек-
та, позволяющее уменьшить количество соэкс-
трактивных веществ в пробах, что в сочетании 
с приемом стекинга при электрофорезе обеспе-
чивает высокую чувствительность методики. 
Она может быть рекомендована для проведения 
анализа в условиях клинико-диагностических 
лабораторий. 
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Рис. 2. Электрофореграммы сыворотки крови («Капель–105М») при концентрации цефтриаксона: 
20,0 мкг/0,1 мл (1); 5,0 мкг/0,1 мл (2); 0,1 мкг/0,1 мл (3); без антибиотика (4). 

Fig. 2. Electrophoregrams of blood serum («Kapel – 105M») in ceftriaxone concentration: 20.0 μg/0.1 ml (1); 5.0 μg/0.1 ml (2); 
0.1 μg/0.1 ml (3); without antibiotic (4)  

 

 

Рис. 3. Электрофореграмма цефтриаксона в сыворотке крови на уровне нижнего предела количе-
ственного определения (0,1 мкг/мл; «Капель–105М»). 

Fig. 3. Electrophoregram of ceftriaxone in blood serum at the level of the lower limit of quantification (0.1 μg/ml; «Kapel – 105M»). 
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Рис. 4. Электрофореграммы сыворотки крови («Капель–105М»): через 30 мин после внутривенного 
введения 1 г цефтриаксона (1), после введения в пробу 1 мкг цефтриаксона–стандарта (2), через 60 мин 
после внутривенного введения 1 г цефтриаксона (3), после введения в пробу 1 мкг цефтриаксона–
стандарта (4). 

Fig. 4. Electrophoregrams of blood serum ("Kapel–105M"): 30 min after intravenous administration of 1 g of ceftriaxone (1), 
after the introduction of 1 mcg of ceftriaxone – standard into the sample (2), after 60 min after intravenous administration of 1 g of ceftri-
axone (3), after the introduction of 1 mcg of ceftriaxone – standard into the sample (4). 
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VERIFICATION OF CEFTRIAXONE AND DETERMINATION OF ITS CONCENTRATION 
IN BLOOD SERUM BY CAPILLARY ELECTROPHORESIS IN SURGICAL PATIENTS 

 
© Larichev A.B., Smirnova A.V., Slobodskaya N.A., Kryuchkov V.B., Vasiliev A.A., Izyumov N.M. 

 
Yaroslavl State Medical University (YSMU) 

5, Revolutionary St, Yaroslavl, Yaroslavl region, Yaroslavl region, 150000, Russian Federation 
 

 

Objective: to develop a method for verifying ceftriaxone and determining its concentration in blood serum by means 
of capillary electrophoresis. 

Materials and methods. The study used ceftriaxone sodium salt (CJSC Pharmaceutical Company "Lekko"), model mix-
tures of biological fluids (whole blood, serum and blood plasma) with different concentrations of ceftriaxone; clinical biolog-
ical blood samples taken during breast surgery against the background of perioperative antibiotic prophylaxis. The concen-
tration of ceftriaxone was determined by using a Capel-105M capillary electrophoresis system (CJSC Lumex, St. Petersburg, 
Russia). 

Results. An express method has been developed for the determination of ceftriaxone in blood serum (sample volume - 
0.1 ml), which involves the use of a precipitant of protein substances - crystalline ammonium sulfate, extraction of the or-
ganic system chloroform - isobutanol in a ratio of 3: 1, re-extraction of the substance into a working electrolyte diluted with 
water, and subsequent electrophoresis on the device "Capel-105M". Method validation indicates its linearity, correctness, 
precision and specificity; the lower limit of quantitation is 0.1 µg/0.1 ml biological medium. The effectiveness of the tech-
nique was confirmed in a clinical trial by determining the concentration of ceftriaxone in the blood serum 30 minutes after 
intravenous administration of 1 g of the drug for the purpose of perioperative antibiotic prophylaxis. 

Conclusion. The method for the quantitative determination of ceftriaxone in blood serum, performed by using a capil-
lary electrophoresis system (“Kapel-105M”), meets the established validation criteria. At the same time, the identification 
of the antibiotic is carried out under selective conditions and requires a minimum amount of the object, thereby reducing 
the amount of co-extractive substances in the samples, which, in combination with the method of stacking during electro-
phoresis, provides a high sensitivity of the technique. It can be recommended for analysis in clinical diagnostic laboratories. 

Keywords: ceftriaxone; blood serum; capillary electrophoresis; ceftriaxone verification technique; perioperative antibi-
otic prophylaxis. 
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