
8

Фармацевтические науки

Подходы к оценке количественного состава 
лекарственных средств на основе пептидов 
природного происхождения, содержащих 
гликозаминогликан-пептидный комплекс

1 Санкт-Петербургский государственный химико-фармацевтический университет Министерства здравоохранения 
Российской Федерации, Санкт-Петербург, Россия 

 2 Государственный научно-исследовательский испытательный институт военной медицины Министерства 
обороны Российской Федерации, Санкт-Петербург, Россия

3 Дорожная клиническая больница открытого акционерного общества «Российские железные дороги»,  
Санкт-Петербург, Россия

4 Российский университет дружбы народов, Москва, Россия

 * e-mail: nickolai.vengerovich@pharminnotech.com
Поступила в редакцию 01.12.2019 г.

После доработки 05.01.2020 г.
Принята к публикации 10.02.2020 г.

Исследованы препараты, выделенные из биоматериала сельскохозяйственных животных и рыб. Эти препа-
раты (румалон, алфлутоп) при производстве не могут быть получены в равных соотношениях и концентрациях. 
Разработан алгоритм количественного определения компонентов пептидов природного происхождения на ос-
нове изучения модельных лекарственных препаратов, содержащих гликозаминогликан-пептидный комплекс. 
Методами инфракрасной спектроскопии и высокоэффективной жидкостной хроматографии установлены кон-
центрации хондроитина сульфата натрия, гиалуроновой кислоты, глюкозамина, белка, свободных аминокислот 
и аминокислот, входящих в состав пептидов (алфлутопа и румалона). При сравнении с большинством зареги-
стрированных на территории Российской Федерации монокомпонентных лекарственных средств, содержащих 
хондроитина сульфата натрия в концентрации 100 мг/мл, лекарственных препаратов глюкозамина (200 мг/мл), 
лекарственных препаратов гиалуроновой кислоты (10 мг/мл) было установлено, что основные активные компо-
ненты исследованных препаратов оказались более чем в 50, 100 и 7 раз меньше соответствующих значений для 
монопрепаратов. При этом процентное содержание свободных аминокислот или короткоцепочечных пепти-
дов в исследованных препаратах велико (37–62%). Это позволяет предположить, что они оказывают влияние на 
клиническую эффективность лекарственных средств на основе природных пептидов.

Разработанный алгоритм количественного определения компонентов пептидных препаратов природно-
го происхождения, включающий в себя последовательность распространенных и общедоступных методик 
(идентификация образцов методом инфракрасной спектроскопии в сравнении со стандартными образцами, 
количественное определение хондроитина сульфата натрия, гиалуроновой кислоты, глюкозамина, белка и ами-
нокислот методами инфракрасной спектроскопии и высокоэффективной жидкостной хроматографии), целесо-
образно использовать при определении минимальных значений концентрации активных компонентов и адъю-
вантов пептидного происхождения при исследованиях и регистрации лекарственных препаратов на их основе, 
а также для обоснования путей поиска и объяснения механизмов действия подобных соединений.

ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная хроматография.
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Лекарственные средства на основе пептидов известны в фарма-
кологии достаточно давно, а пептиды природного происхожде-
ния использовали еще в период до становления фармакологии 
как науки [1]. Несмотря на то, что пептидные препараты состав-
ляют сравнительно небольшую часть рынка лекарственных 
средств (в Соединенных Штатах Америки зарегистрировано 
более 60 пептидов, утвержденных управлением по контролю 
за продуктами и лекарствами), в настоящее время около 140 
пептидных препаратов проходят клинические испытания, а до-
клинические – более 500 [2].

На сегодняшний день одну из групп подобных лекарственных 
средств составляют соединения на основе гликозаминогли-
кан-пептидных комплексов. Некоторые из подобных препара-
тов предназначены для регенерации хрящевой и костной тка-
ни. При этом механизмы их действия до конца не исследованы. 
Существует предположение, что, поступая в клетки, низкомо-
лекулярные пептиды животного происхождения выступают в 
качестве структурных элементов матрикса, участвуют в обра-
зовании фибрилл коллагена и протеогликанов, восполняют не-
достающие компоненты, влияют на формирование тканей [3].

S. Camarero-Espinosa, J.J. Cooper-White [4] высказаны пред-
положения о том, что лекарственные средства, содержа-
щие гликозаминогликаны, служат триггером для запуска 
процессов направленной дифференциации мультипотент-
ных мезенхимальных стромальных клеток. Клиническая 
эффективность этих препаратов доказана только на уровне 
неконтролируемых исследований. Единственное опублико-
ванное рандомизированное контролируемое пятилетнее 
испытание румалона не выявило доказательств его влияния 
на прогрессирование остеоартроза тазобедренных и колен-
ных суставов [5]. Гликозаминогликаны используют также 
в качестве систем доставки факторов роста в поврежден-
ную костную ткань [6, 7] и в качестве матриц-носителей для 
управляемой доставки в нервную ткань [8].

В отличие от синтетических короткоцепочечных пептидов 
[3], препараты, выделенные из биоматериала сельскохозяй-
ственных животных и рыб, не могут быть получены в равных 
соотношениях и концентрациях. Это существенным обра-
зом ограничивает исследования их эффективности, а также 
препятствует регистрации ввиду невозможности воспро-
извести состав с достаточной точностью. Y. Pan и другими 
[9] предприняты попытки разложить подобные смеси на со-
ставные части, что позволило установить наиболее активные 
компоненты. Ими являются хондроитинсульфат (18–49 кДа), 
гепарансульфат, а также связанный с хондроитинсульфатом 
фактор роста фибробластов, что, вероятно, и обуславливает 
восстановление тканей, регенерацию повреждений.

На сегодняшний день исследования, посвященные разра-
ботке методик идентификации качественного состава [10] 
и оценки количественного состава пептидов природного 
происхождения [11], составляют основу для развития дан-
ного научного направления в целом.

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ
Разработать алгоритм количественного определения ком-
понентов пептидов природного происхождения на основе 
изучения модельных лекарственных средств, содержащих 
гликозаминогликан-пептидный комплекс.

ВВЕДЕНИЕ МАТЕРИАЛЫ

В исследовании использованы следующие лекарственные 
препараты:

- алфлутоп, раствор для инъекций, ампула 1 мл №10, се-
рия 3381017, годен до 09.2022 (К.О. Биотекнос С.А., Румыния);

- алфлутоп, раствор для инъекций, ампула 2 мл №5, серия 
3310418, годен до 03.2021 (К.О. Биотекнос С.А., Румыния);

- румалон, раствор для внутримышечного введения, ам-
пула 1 мл №25, серия 1717751, годен до 11.2022 (К.О. Ромфарм 
Компани С.Р.Л., Румыния).

Все препараты были приобретены в аптечной сети. Они 
зарегистрированы на территории Российской Федерации 
в качестве лекарственных средств и содержат в своем 
составе гликозаминогликан-пептидные комплексы (из 
мелкой морской рыбы – алфлутоп; или хрящей и костного 
мозга молодых телят – румалон), что позволило выбрать 
их для исследования.

В качестве стандартных образцов использовали:
- хондроитина сульфат натрия (стандарт Европейской 

Фармакопеи, 250 мг, код Y0000280, серия 2.0, идентифика-
ционный номер 000mM8);

- гиалуронат натрия (стандарт Американской Фармако-
пеи, 250 мг, серия FOM296);

- глюкозамина гидрохлорид (стандарт Американской 
Фармакопеи, 200 мг, серия GOM183);

- аминокислотный стандарт (NCl0180, Pierce, США).

Количественное определение состава лекарственных 
средств на основе пептидов природного происхождения 
было проведено с использованием комплекса методик ин-
фракрасной спектрометрии и высокоэффективной жидкост-
ной хроматографии.

Идентификация компонентов лекарственных препаратов 
методом ИК-спектроскопии и их сравнение со стандартны-
ми образцами проводили с использованием ИК-спектроме-
тра с преобразованием Фурье Cary 630 Agilent, снабженно-
го модулем нарушенного полного внутреннего отражения 
в области 4000–650 см-1. После регистрации ИК-спектров 
производили их обработку с помощью программного 
обеспечения MicroLabFTIR Software. По результатам нало-
жения полученных спектров и их обработки формировали 
таблицы с указанием процента совпадения спектра стан-
дартного образца со спектром испытуемого образца. Про-
боподготовку проводили в соответствии с требованиями 
Общей фармакопейной статьи ОФС 1.2.1.1.0002.15 «Спектро-
метрия в инфракрасной области» [12].

Количественное определение хондроитина сульфата натрия 
проводили методом турбидиметрического титрования с 
цетилпиридиния хлоридом согласно требованиям методи-
ки количественного определения хондроитина сульфата 
натрия [13] с использованием титратора автоматического  
«Т50» в комплекте с фототродом «DP5» фирмы Mettler 
Toledo (Швейцария).

Содержание хондроитина сульфата натрия (мг/мл) в испыту-
емых препаратах рассчитывали по формуле:

,
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Рис. 1. ИК-спектр препарата алфлутоп с. 3381017 в сравнении со 
стандартным спектром хондроитина сульфата натрия
Fig. 1. IR spectrum of the drug alflutop s. 3381017 in comparison 
with the standard spectrum of chondroitin sodium sulfate

Рис. 2. ИК-спектр препарата алфлутоп с. 3381017 в сравнении со 
стандартным спектром гиалуроната натрия
Fig. 2. IR spectrum of the drug alflutop s. 3381017 compared to 
the standard spectrum of sodium hyaluronate

Рис. 3. ИК-спектр румалона с. 1717761 в сравнении со 
стандартным спектром хондроитина сульфата натрия
Fig. 3. IR spectrum of the drug rumalon s. 1717761 in comparison 
with the standard spectrum of chondroitin sodium sulfate

где V– объем испытуемого препарата, мл; С – концентрация 
хондроитина сульфата натрия, определенная по калибровоч-
ному графику, мкг/мл.

Количественное определение содержания гиалуроновой 
кислоты осуществлялось в соответствии с требованиями ме-
тодики количественного определения гиалуроната натрия 
[13] спектрофотометрически по реакции с карбазолом.

По калибровочной кривой, построенной по оптическим 
плотностям каждого из стандартных растворов, определяли 
средние концентрации D-глюкуроновой кислоты в испытуе-
мых растворах:

где сg – средняя концентрация D-глюкуроновой кислоты в ис-
пытуемых растворах, мг/мл; cs – средняя концентрация испы-
туемого вещества в испытуемых растворах, мг/мл; Z – опреде-
ленное процентное содержание С6Н10О7 в D-глюкуроновой 
кислоте; h – потеря в массе при высушивании, %; 401,3 – относи-
тельная молекулярная масса дисахаридного фрагмента; 194,1 – 
относительная молекулярная масса глюкуроновой кислоты.

Количественное определение содержания глюкозамина осу-
ществлялось методом высокоэффективной жидкостной хро-
матографии (ВЭЖХ) согласно методикам, представленным в 
литературе [14, 15].

Хроматографические условия: колонка Waters µ Bondapak 
NH2 30 cм, температура колонки – 26±1 ºС; детектор – ультра-
фиолетовый спектрофотометрический, длина волны 195 нм, 
скорость потока – 1,3 мл/мин. Подвижная фаза: смесь ацетони-
трила и 0,026 М фосфатного буфера KH2PO4 с добавлением 
0,25 мл NH4OH рН=7,5 (75:25).

Определение общего белка проводили в соответствии с тре-
бованиями Государственной Фармакопеи или Европейской 
Фармакопеи 8.0 [12, 13]. Использовался колориметрический 
метод Лоури, основанный на реакции белков с солями меди 
(II) в щелочном растворе и восстановлении фосфорномолиб-
дено-вольфрамового реактива (реактив Фолина). Интенсив-
ность окраски образовавшихся при этом продуктов опреде-
ляли по оптической плотности при длине волны 750 нм.

Для расчета содержания белка (Х, мг) в 1 мл препарата с уче-
том его разведения применяли следующую формулу:

где С – концентрация белка, найденная по калибровочной кри-
вой, мг/мл; V – объем препарата, взятого на анализ, мл.

Определение суммарного содержания аминокислот проводи-
ли согласно требованиям Европейской Фармакопеи 8.0 [13].

Содержание аминокислот в 1 мл препарата в мкмоль (Х) вычис-
ляли по формуле:

где ∑Sак.пр – сумма аминокислот в пробе образца,  
µмоль/мл; ∑Sак.ст – сумма аминокислот в стандарте амино-
кислот, µмоль/мл.

Дескриптивные статистические показатели представлены как 
M – среднее арифметическое и SD – стандартное отклонение.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Установлено, что спектры препарата алфлутоп совпадают со 
стандартными образцами хондроитина сульфата натрия и 
гиалуроанта натрия на 73,8±3,4% и 77,5±4,1% соответственно 
(рис. 1 и 2). При этом совпадение спектров препарата рума-
лон составило 92,2±3,7% и 88,3±2,9% соответственно (рис. 3 
и 4). Из-за низкой концентрации хондроитина сульфата на-
трия в препарате алфлутоп выделение активного вещества 
из данной лекарственной формы стандартными способами 
оказалось затруднено.

Текущий образец           Chondroitin Sulfate Sodium EP RS ID 00mM8

Текущий образец            Sodium Hyaluronate USP RS LOT FOM296

Текущий образец            Chondroitin Sulfate Sodium EP RS ID 00mM8

,

,

x

x

x

x

x x
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Рис. 5. Хроматограмма исходного стандартного раствора 
глюкозамина гидрохлорида с временем удерживания 3,352 мин
Fig. 5. Chromatogram of the initial standard glucosamine hydro-
chloride standard solution with a retention time of 3.352 min

Рис. 6. Хроматограмма препарата румалон с. 1717761. Время 
удерживания глюкозамина 3,353 мин
Fig. 6. Chromatogram of the drug rumalon s. 1717761. Glucos-
amine retention time 3.353 min

Рис. 7. Хроматограмма препарата алфлутоп с. 3310418. Время 
удерживания глюкозамина гидрохлорида 3,307 мин
Fig. 7. Chromatogram of the drug alflutop s. 3310418. Glucos-
amine hydrochloride retention time 3.307 min

Рис. 4. ИК-спектр румалона с. 1717761 в сравнении со 
стандартным спектром гиалуроната натрия
Fig. 4. IR spectrum of the drug rumalon s. 1717761 in comparison 
with the standard spectrum of sodium hyaluronate

Румалон с.1717751 Румалон с.1717761 Алфлутоп с.3381017

Средний объем 
титранта, мл

Содержание ХС, 
мг/мл

Средний объем 
титранта, мл

Содержание ХС, 
мг/мл

Средний объем 
титранта, мл

Содержание 
ХС, мг/мл

5,59±0,21 1,904±0,024 5,62±0,36 1,914±0,041 2,44±0,13 0,402±0,029

Табл. 1. 
Результаты турбидиметрического титрования по определению содержания хондроитина сульфата

 натрия (ХС) в исследуемых модельных препаратах, M±SD
Tabl. 1. 

The results of turbidimetric titration for determination of the content of chondroitin sodium sulfate (cholesterol) 
in the studied model preparations, M±SD

Содержание хондроитина сульфата натрия в препарате ал-
флутоп почти в 5 раз ниже в сравнении с препаратом рума-
лон (табл. 1).

Содержание гиалуроновой кислоты в препарате румалон 
с.1717751 составило 1,42±0,08 мг/мл, в препарате алфлутоп 
с.3381017 – 0,27±0,08 мг/мл. Заметим, что концентрация гиалу-
роновой кислоты в препарате румалон была достаточно низ-
кой; при этом значение оптической плотности испытуемых 
растворов не превышало 0,05.

В серии предварительных исследований было установлено, 
что присутствующие в модельных препаратах аминокислоты 
затрудняют определение глюкозамина в исследуемых препа-
ратах спектрофотометрическим методом. В связи с этим для 
определения истинного содержания глюкозамина использо-
вали метод ВЭЖХ. На рис. 5 показана хроматограмма исход-
ного стандартного раствора глюкозамина гидрохлорида.

Анализ хроматограмм исследуемых препаратов румалон и 
алфлутоп (рис. 6 и 7) позволил установить содержание в них 
глюкозамина – 3,6±0,05 и 1,51±0,04 мг/мл соответственно.

Текущий образец            Sodium Hyaluronate USP RS LOT FOM296

Рис. 8. Хроматограмма аминокислотного стандарта
Fig. 8. Chromatogram of the amino acid standard

При добавлении к препарату алфлутоп 0,5 мл трихлоруксусной 
кислоты раствор не мутнел, что свидетельствовало об отсут-
ствии белка в данном препарате. Концентрация белка в препа-
рате румалон находилась в пределах 0,36–0,45 мг/мл.

Метод ВЭЖХ позволил выявить в обоих препаратах наличие 
свободных аминокислот (рис. 8–13)
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Рис. 11. Хроматограмма исходного препарата алфлутоп 
с.3310418 после дериватизации
Fig. 11. Chromatogram of the initial drug alflutop s. 3310418  
following derivatization

Рис. 9. Хроматограмма исходного препарата румалон с.1717761 
после дериватизации
Fig. 9. Chromatogram of the initial drug rumalon s.1717761  
following derivatization

Рис. 12. Хроматограмма гидролизованного препарата румалон 
с.1717761 после дериватизации
Fig. 12. Chromatogram of the hydrolyzed drug rumalon s.1717761 
following derivatization

Рис. 10. Хроматограмма исходного препарата румалон  
с. 1717761 после дериватизации
Fig. 10. Chromatogram of the starting drug rumalon s. 1717761 
following derivatization

Рис. 13. Хроматограмма гидролизованного препарата 
алфлутоп с. 3310418 после дериватизации
Fig. 13. Chromatogram of the hydrolyzed drug alflutop s. 3310418 
following derivatization

ВЫВОДЫ

Установлено, что после кислотного гидролиза исследуемых 
образцов общее количество аминокислот увеличилось с 
1,22±0,11 до 3,3±0,24 мкмоль/л для румалона и с 10,98±0,47 до 
17,6±0,72 для алфлутопа. Это позволяет прийти к заключению о 
достаточно большом представительстве короткоцепочечных 
пептидов и/или свободных аминокислот в исходных образцах 
исследованных лекарственных препаратов (37–62%).

Количественный состав модельных лекарственных средств, 
содержащих гликозаминогликан-пептидный комплекс, пред-
ставлен в табл. 2.

Из табл. 2 следует, что содержание основных компонентов ис-
следованных пептидов природного происхождения представ-
лено в достаточно малых количествах.

Известно, что большинство зарегистрированных на террито-
рии Российской Федерации монокомпонентных лекарствен-
ных средств содержат хондроитина сульфата натрия в кон-
центрации 100 мг/мл (артогистан, инъектран, хонсат, артравир 
инкамфарм, драстоп, хондроксид, хондрогард, мукосат, хон-
дромед-лекфарм и др.). Монокомпонентные лекарственные 
препараты глюкозамина в качестве раствора для внутримы-
шечного введения содержат действующее начало в концен-
трациях 200 мг/мл (сустагард артро, эльбона, дона). Моноком-
понентные лекарственные препараты содержат гиалуроновую 
кислоту в концентрации 10 мг/мл (гиалган фидия).

Таким образом, полученные результаты свидетельствуют, что 
в исследованных препаратах (хондроитина сульфат, глюкоза-
мин и гиалуроновая кислота) количество активных компонен-
тов в 50, 100 и 7 раз меньше их значений в монопрепаратах.

Одной из возможных гипотез, объясняющих эффектив-
ность подобных соединений, следует считать оценку взаи-
модействия активных компонентов в составе комбиниро-
ванных средств. При этом тип взаимодействия активных 
компонентов, вероятнее всего, будет синергетичным.

Другим возможным объяснением эффективности подоб-
ных лекарственных средств может служить наличие в их 
составе факторов роста и/или компонентов, инициирующих 
необходимую дифференцировку мезенхимальных стро-
мальных клеток в зоне повреждения.
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Препарат
Содержание аминокислот, мкмоль/мл

Свободные аминокислоты После гидролиза Количество, 
приходящееся на пептиды

Румалон с. 1717761 1,22±0,11 3,3±0,24 2,08±0,16

Алфлутоп с.3310418 10,98±0,47 17,6±0,72 6,62±0,31

Показатель Румалон Алфлутоп

Количественное определение 
хондроитина сульфата натрия, мг/мл

1,904±0,024
(с.1717751) 0,402±0,029

(с.3381017)1,914±0,041
(с.1717761)

Количественное определение 
гиалуроновой кислоты, мг/мл

1,42±0,08
(с.1717751)

0,27±0,08
(с.3310418)

Количественное определение 
глюкозамина методом ВЭЖХ, мг/мл

3,60±0,05
(с.1717761)

1,51±0,04
(с.3310418)

Определение белка, мг/мл

0,36±0,01
(с.1717751)

Не определяется
0,45±0,03

(с.1717761)

Определение свободных 
аминокислот, мкмоль/мл

1,22
(с.1717761)

10,98
(с.3310418)

Определение аминокислот, входящих 
в состав пептидов

2,06
(с.1717761)

6,62
(с.3310418)

Табл. 2. 
Результаты определения суммы аминокислот в испытуемых лекарственных препаратах, M±SD

Tabl. 2. 
The results of determining the amount of amino acids in the tested drugs, M±SD

Табл. 3. 
Результаты исследований лекарственных препаратов, M±SD

Tabl. 3. 
The results of drug studies, M±SD

Предложенный алгоритм количественного определения 
компонентов пептидов природного происхождения, вклю-
чающего в себя последовательность распространенных и 
общедоступных методик (идентификация образцов мето-
дом ИК-спектроскопии в сравнении со стандартными об-
разцами; количественное определение хондроитина суль-

фата натрия, гиалуроновой кислоты, глюкозамина, белка и 
аминокислот методами ИК-спектроскопии и ВЭЖХ), может 
быть использован для определения минимальных значений 
активных компонентов и адъювантов пептидов природного 
происхождения при их исследованиях и регистрации в каче-
стве лекарственных препаратов.
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The preparations isolated from the biomaterial of farm animals and fish were studied. These preparations 
(rumalon, alflutop) cannot be obtained in equal proportions and concentrations during their production.  
An algorithm for quantitative determination of components of peptides of natural origin based on the study of 
model drugs containing a glycosaminoglycan-peptide complex has been developed. Using infrared spectroscopy 
and high performance liquid chromatography, the concentrations of chondroitin sodium sulfate, hyaluronic acid, 
glucosamine, protein, free amino acids and amino acids that make up the peptides (alflutop and rumalon) were 
established. In comparison with the majority of monocomponent drugs registered in the territory of the Russian 
Federation and containing chondroitin sodium sulfate at a concentration of 100 mg/ml, glucosamine drugs (200 
mg/ml), hyaluronic acid drugs (10 mg/ml) it was found that the main active components of the studied drugs were 
more than 50, 100 and 7 times smaller. At the same time, the preparations under study contained a large percentage 
of free amino acids or short-chain peptides. It indirectly suggests their participation in the clinical efficacy of drugs 
based on natural peptides.

The developed algorithm for quantitative determination of components of peptide preparations of natural origin, 
including common and generally available methods sequence (identification of samples by infrared spectroscopy 
in comparison with standard samples, quantitative determination of chondroitin sodium sulfate, hyaluronic acid, 
glucosamine, protein and amino acids by infrared spectroscopy and highly efficient liquid chromatography) is 
advisable to use when determining minimum specific values of contents (concentrations) of active components and 
adjuvants of peptide origin in studies and registration of drugs based on them, as well as to justify ways in order to 
search and explain the mechanisms of action of such compounds.

KEYWORDS: peptides; glycosaminoglycan; chondroitin sulfate; hyaluronic acid; rumalon; alflutop; infrared 
spectroscopy; high performance liquid chromatography; amino acids; short-chain peptides
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