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РЕЗЮМЕ

Введение. Одним из главных преимуществ исследования волос человека перед биожидкостями является то, что анализ 

волос позволяет определить динамику употребления психоактивных веществ в течение нескольких недель, месяцев и даже лет. 

Роль тестирования волос в качестве альтернативной, дополнительной биоматрицы человека расширилась по всему спектру 

токсикологических исследований. 

Цель исследования – выявление возможности определения срока давности приема лекарственного вещества на образцах 

шерсти лабораторных животных после прекращения введения препарата. 

Материал и методы. Модельными лекарственными веществами (МЛВ) были фенобарбитал и димедрол. Исследование про-

водили на приборе ГХ-МС Agilent 7890 A/5977 MSD. Эксперименты проводили на лабораторных животных — морских свинках 

самцах рыжей и черной окраски. Пробоподготовку образцов шерсти выполняли с помощью ферментов химопсин, химотрипсин, 

трипсин и папаин.

Результаты. МЛВ в моче лабораторных животных обнаруживались только до 11 сут фенобарбитала и 4 сут дифенгидрами-

на. В шерсти данные вещества были обнаружены на 42 сут эксперимента после проведения пробоподготовки разработанной 

нами методикой ферментативного гидролиза указанными протеазами. Фенобарбитал обнаружили в количествах, сопоставимых 

с количествами при хроническом употреблении вещества, тогда как количество дифенгидрамина было в 3–4 раза ниже по срав-

нению с хронической интоксикацией. Эти результаты согласуется с особенностями фармакокинетики веществ, периодом полу-

выведения и особенностями их метаболизма. Следует отметить, что для фенобарбитала и дифенгидрамина, обнаруженное 

через 42 дня количество вещества было больше для рыжей шерсти, чем для черной.

Заключение. Методика пробоподготовки волос ферментативным гидролизом в сочетании с анализом ГХ-МС позволяет 

обнаружить вещества в биообъекте человека, даже после того, как исследование мочи и крови дают отрицательные результаты. 

Однако высокая погрешность определения делает невозможным проведение количественного определения.

Ключевые слова: волосы (шерсть), ферментативный гидролиз, срок давности употребления, ферментативный гидролиз, 

дифенгридрами, фенобарбитал.
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Введение

По данным литературы, за последнее де-
сятилетие число лиц, страдающих нар-

команией и токсикоманией, увеличилось в 5,8 
раза [1]. Одним из наиболее ответственных меро-
приятий в этом плане является проведение ме-
дицинского освидетельствования подозревае-
мых с целью установления факта употребления 
наркотических, психотропных и иных токсиче-
ских веществ, результаты которого во многом за-
висят от лабораторного исследования биологиче-
ских проб. Значение такого исследования резко 
возрастает с увеличением сроков, прошедших со 
времени последнего контакта с психоактивным 
или иным токсических веществом, а также выяс-
нение таких данных, как продолжительность, пе-
риодичность и интенсивность его употребления 
[2–4].

В настоящее время установление факта упо-
требления психоактивных или лекарственных 
веществ в немедицинских целях базируется в ос-

новном на данных анализа мочи и крови. Ана-
лиз биологических жидкостей дает отрицатель-
ные результаты уже спустя 1–5 сут с момента 
последнего приема вещества. Следовательно, в 
ходе анализа биожидкостей можно проследить 
процесс выведения вещества из организма за 
короткий период времени. Следует особо отме-
тить, что в большинстве случаев повторный от-
бор образцов зачастую затруднен или просто не-
возможен [5].

В связи с увеличением масштабов употребле-
ния наркотических и психотропных веществ, 
появлением новых психоактивных веществ, 
необходимо введение системы мониторинга с 
применением высокочувствительных и спец-
ифичных методов, а также расширение круга 
исследуемых объектов. Одним из главных пре-
имуществ исследования волос перед биожидко-
стями является то, что анализ волос позволяет 
определить динамику употребления психоак-
тивных веществ в течение нескольких недель, 
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SUMMARY

Introduction. One of the main advantages of studying human hair over biofluids is that hair analysis allows one to determine the 

time course of changes in the use of psychoactive substances over several weeks, months, and even years. The role of testing the hair as 

an alternative, complementary human biomatrix has expanded across the spectrum of toxicological studies.

Objective: to identify the possibility of determining the limitation period for taking a drug substance on hair samples from 

laboratory animals after discontinuing the drug.

Material and methods. Phenobarbital and diphenhydramine were model drug substances (MDSs). The investigation was conducted 

using an Agilent 7890 A/5977 MSD GC/MS sampler. The experiments were done on laboratory animals (red and black male guinea pigs). 

Hair samples were prepared using the enzymes chymopsin, chymotrypsin, trypsin, and papain.

Results. MDSs were detected in the urine of laboratory animals within 12 (phenobarbital) and 4 (diphenhydramine) days after their 

administration. These substances were found in the hair on 42 days of the experiment after the sample being prepared using the authors’ 

procedure for enzymatic hydrolysis with the above proteases. Phenobarbital was seen in the amounts comparable to those in the chronic 

use of the substance, whereas the amount of diphenhydramine was 3-4 times lower than that in chronic intoxication. These results were 

consistent with the pharmacokinetic characteristics of the substances, with their half-lives and the features of their metabolism. It 

should be noted that or phenobarbital and diphenhydramine, the amount of the substance detected after 42 days to be greater for red 

hair than for black one.

Conclusion. The procedure for hair sample preparation by enzymatic hydrolysis in combination with GC-MS analysis makes it 

possible to detect substances in the human biological object, even after urine and blood tests yield negative results. However, the high 

determination error makes it impossible to quantify.

Key words: hair (wool), enzymatic hydrolysis, limitation period of use, diphenhydramine, phenobarbital.

For reference: Krysko M.V., Slustovskaya Yu.V., Strelova O.Yu., Kuklin V.N. Determination of the limitation period for taking 

drug substances by the hair for the diagnosis of intoxication. Farmatsiya, 2020; 69 (5): 43–50. https://doi.org/10/29296/25419218-
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месяцев, а в некоторых случаях даже лет. Забор 
образцов волос не требует специальных усло-
вий, как и последующее хранение проб в тече-
ние длительного времени, в отличие от биожид-
костей [5–7].

Роль тестирования волос в качестве альтер-
нативной или дополнительной биоматрицы рас-
ширилась по всему спектру токсикологических 
исследований. Образцы волос регулярно собира-
ются во время уголовных расследований по пре-
ступлениям, связанным с употреблением или 
оборотом психоактивных веществ, а последнее 
время защиты детей в социально неблагополуч-
ных семьях. Особо актуальным мониторинг упо-
требления психоактивных веществ становится 
в программах реабилитации пациентов, боль-
ных наркоманией, тестирование на наркотики 
на рабочем месте, выдача водительских прав и 
т.п. [8].

Включение лекарственных веществ в воло-
сы происходит в основном из кровотока в двух 
областях корня: луковица волоса и зона верхней 
дермы. Некоторые авторы отмечают, что посту-
пление лекарственных веществ в структуру во-
лоса может происходить также путем диффузии 
из сальных желез и пота [9, 10]. Поскольку боль-
шинство лекарственных веществ имеют высокое 
сродство к меланину, то считается, что в основ-
ном данные вещества откладываются в обога-
щенном меланине слое (кортексе). Необходимо 
отметить, что разновидности меланина (эумела-
нин и феомеланин) также оказывают влияние на 
количество веществ, обнаруженных в волосах [7, 
9, 11].

Целью нашего исследования явилось выяв-
ление возможности определения срока давно-
сти приема лекарственного вещества на образцах 
шерсти лабораторных животных (морских сви-
нок белой, черной и рыжей окраски) после пре-
кращения введения препарата. 

Материал и методы
Эксперименты проводили с использованием 

следующих реактивов: субстанция дифенгидра-
мина гидрохлорид (по ФС.2.1.0096.18), субстан-
ция фенобарбитала (по ФС.2.1.0041.15), фермен-
ты папаин (ЗАО «Вектон»), химотрипсин (ООО 
«СамсонМед»), химопсин (ООО «СамсонМед»), суб-
станции трилона Б (ЧДА) и цистеина. В исследова-
нии использовали вибрационную шаровую мель-
ницу Retsch MM-200, настольную центрифугу 
HETTICH Rotanta 460 R, роторную мешалку Intelli 
– Mixer RM-1L, аналитические весы Sartorius 

СР224S, хроматограф с масс-селективным де-
тектором Agilent 7890 A/5977 MSD на колонке 
HP — 5ms (30 м × 0,25 мм × 0,25 мкм), управле-
ние с помощью программы MassHunter GC MS. 
Полученные данные обрабатывали в програм-
мах MassHunter Qualitative Analysis и MassHunter 
Quantitative Analysis.

Эксперименты проводили на лабораторных 
животных – морских свинках рыжей и черной 
окраски (самцы, возраст около 6 месяцев, сред-
няя масса около 770 г). Содержание и исследо-
вание животных осуществляли в соответствии с 
действующими принципами Европейской кон-
венции по защите позвоночных животных (Ев-
ропейская конвенция по защите позвоночных 
животных, используемых для эксперименталь-
ных и других научных целей (ETS N123), Страс-
бург, 1986), используемых для эксперименталь-
ных и других научных целей. Перед началом и в 
ходе эксперимента животных содержали в стан-
дартных условиях вивария на сбалансированной 
диете.

В течение 6 мес ежедневно внутрижелудочно 
через зонд животным вводили раствор модель-
ного лекарственного вещества (фенобарбитала 
и дифенгидрамина гидрохлорида), в количестве, 
соответствующем суточной дозе для челове-
ка. На 28-й день эксперимента произвели отбор 
шерсти, срезая ее хирургическими ножницами 
максимально близко к коже животного. Затем 
прекратили ввод препарата и в течение 2 нед со-
бирали суточную мочу. На 42-й день после пре-
кращения ввода препарата провели отбор шер-
сти. Полученные навески шерсти промывали от 
внешних загрязнений водой очищенной, затем 
метиловым спиртом в объеме 9 мл, до покрытия 
частиц биообъекта, однократно. Промытые и 
высушенные при комнатной температуре образ-
цы сначала измельчали ножницами до размера 
3–5 мм, затем в шаровой мельнице до порошко-
образной массы. Режим измельчения в шаровой 
мельнице: 15 мин при 23 ГГц. Далее на анали-
тических весах отвешивали точную навеску со 
средней массой 0,4 г. 

Метиловый спирт и воду, полученные после 
промывки образца шерсти, анализировали в опи-
санных далее условиях. В смывах с шерсти дифен-
гидрамин и фенобарбитал не обнаружены. 

Ферментативный гидролиз химопсином вы-
полняли по следующей методике: к точной на-
вески шерсти (около 0,4 г) прибавляли раствор 
фермента в соотношение фермент : субстрат 
(шерсть животного) 1:100. Навеску фермента 
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растворяли в фосфатном буфере с рН 7,4 сре-
ды, затем образец нагревали в течение 3 ч при 
37°С. Полученные пробы центрифугировали 
при 4600 об/мин в течение 10 мин, центрифугат 
отбирали. К осадку добавляли вторую порцию 
раствора фермента в том же объеме, перемеши-
вали и нагревали следующие 3 ч в аналогичных 
условиях. Полученные пробы центрифугирова-
ли при 4600 об/мин в течение 10 мин, центри-
фугат отбирали. Общее время гидролиза соста-
вило 6 ч. 

Гидролизат охлаждали и проводили жид-
кость-жидкостную экстракцию хлороформом 
при рН 2 для фенобарбитала и при рН 9–10 для 
дифенгидрамина порциями по 3 мл 3 раза. По-
лученные вытяжки объединяли и выпаривали 
досуха. Сухой остаток объединенной вытяжки 
растворяли в 600 мкл комплексного раствори-
теля (дихлорметан, дихлорэтан, гептан, пропа-
нол-2) и исследовали методом газовой хрома-
тографии на хроматографе Agilent 7890 A с 
масс-селективным детектором 5977 MSD. Пробы 
вводили автоматически. Условия анализа: газ-
носитель гелий, скорость потока через колонку 
0,8 мл/мин, температура испарителя 280°С, тем-
пература интерфейса МС детектора 290°С, тем-
пература колонки программируемая: начальная 
– 80°С в течение 0,4 мин, нагревание со скоро-
стью 50°С/мин до 100°С, далее 30°С/мин до 300°С 
с выдержкой при конечной температуре 5 мин. 
Режим сканирования: по полному ионному току 
(SCAN) в диапазоне масс m/z 40–500 а.е.м. В газо-
вый хроматограф автоматически с помощью ав-
тосамплера вводили 1 мкл исследуемого раство-
ра в комплексном растворителе – дихлорэтан : 
дихлорметан : гептан : изопропиловый спирт 
(1:1:1:0,5). 

Количественное определение модельных ле-
карственных веществ проводили с помощью га-
зовой хроматографии с масс-селективным детек-
тированием, расчет вели по градуировочному 
графику, построенному по стандартным раство-
рам субстанции дифенгидрамина гидрохлори-
да и фенобарбитала. Методики количественного 
определения модельных лекарственных веществ 
были ранее валидирована [12]. Гидролиз протеа-
зами химотрипсином и выполняли при таких же 
условиях. 

Ферментативный гидролиз папаином выпол-
няли методике: к точной навеске шерсти (около 
0,4 г) прибавляли раствор фермента в соотноше-
ние фермент:субстрат (шерсть животного) 1:100. 
Навеску фермента растворяли в ацетатном буфе-
ре с рН 4,7 среды, содержащим 0,1% раствор три-
лона Б и 0,1% раствора цистеина. После этого тер-
мостатировали при 37°С 3 ч. Затем проводили 
гидролиз и экстракцию модельных лекарствен-
ных веществ как описано выше. 

Извлечение фенобарбитала из мочи проводи-
ли прямой жидкость–жидкостной экстракцией 
при рН 2 (добавляли 20% раствор серной кисло-
ты), экстрагировали хлороформом 3 раза порци-
ями по 3 мл. Полученные вытяжки объединяли 
и выпаривали досуха. Извлечение дифенгидрами-
на из мочи проводили прямой жидкость-жидкост-
ной экстракцией хлороформом при рН 9–10. Су-
хой остаток растворяли в 500 мкл комплексного 
растворителя и исследовали методом газовой хро-
матографии с масс-селективным детектировани-
ем в условиях, описанных выше.

Результаты и обсуждение
Выбранные в качестве модельного лекар-

ственного вещества дифенгидрамина гидрохло-
рид (димедрол) и фенобар-
битал относятся к разным 
группам азотсодержащих 
синтетических лекарствен-
ных средств и отличаются 
по кислотно-основным свой-
ствам, липофильности и, сле-
довательно, фармакокинети-
ческим константам (периоду 
полувыведения). Дифенги-
драмина гидрохлорид – син-
тетическое, азотсодержащее 
лекарственное средство. Ди-
фенгидрамин – слабое ос-
нование, имеет небольшой 
период полувыведения и 

Таблица 1 

Динамика концентрации фенобарбитала и дифенгидрамина 
в моче после прекращения приема терапевтической дозы

Table 1

Time course of changes in the urinary concentrations of phenobarbital and 
diphenhydramine after discontinuing their therapeutic dose

Концентрация фенобарбитала, мг/л

24 ч 48 ч 72 ч 168 ч 216 ч 240 ч 264 ч 336 ч

4,2 2,7 2,2 1,3 1,5 1,5 0,9 0

Концентрация дифенгидрамина, мг/л

24 ч 48 ч 72 ч 96 ч 120 ч 240 ч 264 ч 336 ч

22,3 12,8 3,9 2,4 0 0 0 0
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низкую липофильность. Фе-
нобарбитал представляет со-
бой вещество, обладающее 
кислыми свойствами, с вы-
сокой липофильностью и 
большим периодом полувы-
ведения [12]. Лекарственные 
средства встречаются в прак-
тике судебно-химических и 
химико-токсикологических 
лабораторий и имеют ток-
сикологическое значение в 
настоящее время. На сегод-
няшний день димедрол и фе-
нобарбитал сохраняют не-
высокие, но стабильные 
позиции в статистики отрав-
лений [13]. 

В ранее опубликованных 
работах, нами был представ-
лен материал о разработке 
методик ферментативного 
гидролиза на природно-окра-
шенных в черный и белый 
цвет шерсти животных [14]. 
В продолжение указанного 
исследования проводились 
эксперименты с животны-
ми рыжей и черной природ-
ной окраски для определе-
ния срока давности приема 
модельных лекарственных 
веществ. 

В результате проведен-
ных исследований (табл. 1; 
рис. 1, 2) установлено, что 
фенобарбитал можно обна-
ружить в моче только в те-
чение 11 дней после послед-
него приема препарата, на 
14-е сутки фенобарбитал или 
его метаболиты в моче не об-
наружены. Дифенгидрамин 
был обнаружен в течение 
первых 4 сут после последне-
го приема модельного лекар-
ственного вещества, на 5-е 
сутки дифенгидрамин или 
его метаболиты в моче обна-
ружены не были. Получен-
ные результаты по анализу 
мочи согласуется с данными 
литературы о фармакокине-

Рис. 1. Хроматограмма и масс-спектр экстракта, содержащего 

основание димедрола, после прекращения употребления МЛВ

(ферментативный гидролиз папаином образцов черной шерсти)

Fig. 1. The chromatogram and mass spectrum of an extract 

containing the diphenhydramine base after discontinuing MDSs 

(enzymatic hydrolysis of black hair samples with papain)

Рис. 2. Хроматограмма и масс-спектр экстракта, содержащего 

фенобарбитал, после прекращения употребления МЛВ 

(ферментативный гидролиз папаином образцов рыжей шерсти)

Fig. 2. The chromatogram and mass spectrum of an extract containing 

phenobarbital after discontinuing MDSs 

(enzymatic hydrolysis of red hair samples with papain)
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тических параметрах данных веществ: период по-
лувыведения фенобарбитала составляет 70–100 ч, 
за этот период времени он успевает накопиться 
в тканях организма, в том числе в волосах, кото-
рые отрастали в течение 4 нед. Дифенгидрамин 
имеет период полувыведения до 9 ч, быстро мета-
болизирует с образованием гидрофильных мета-
болитов, практически не накапливается в тканях 
(в течение 1-х суток после интоксикации концен-
трация во внутренних органах снижается на ⅓), 
поэтому и не значительно накапливается в воло-
сах после последнего приема [12].

Через 1 мес после окончания приема содержа-
ние вещества кислой природы (фенобарбитала) в 
черной и рыжей шерсти снизилось до уровня, со-

поставимого с его количе-
ством при хроническом при-
еме (табл. 2). Следует также 
отметить, что в шерсти рыже-
го окраса фенобарбитал нако-
пился в несколько большем 
количестве (20,96±1,3 нг/мг 
после гидролиза химотрип-
сином), чем в шерсти черно-
го окраса (19,24±2,3 нг/мг). 
Вещество основной приро-
ды (дифенгидрамин) обнару-
жено в черной и рыжей шер-
сти в количестве, примерно в 
3–4 раза ниже, чем при регу-
лярном приеме. При этом ко-
личество дифенгидрамина, 
извлеченного из рыжей шер-
сти, примерно в 2 раза боль-
ше (12,60±2,6 нг/мг), чем из 
черной (5,65±2,4 нг/мг). 

Статистическая обработ-
ка полученных результатов 
(табл. 3) показала высокую 
погрешность ε% (41,7–25,3%) 
и CV% (21,1–20,7 %), что не со-
ответствует критерию при-
емлемости. В связи с этим 
говорить о возможности про-
ведения достоверной коли-
чественной оценки нарко-
тических и психотропных 
веществ спустя 1 мес после 
окончания приема вещества 
затруднительно, можно гово-
рить только о факте обнару-
жения вещества.

Заключение
Таким образом, проведенное исследование 

продемонстрировало, что методика пробопод-
готовки волос (шерсти) ферментативным гидро-
лизом в сочетании с последующим анализом ме-
тодом ГХ-МС позволяет обнаружить вещества в 
биообъекте человека, даже после того, как иссле-
дование мочи и крови дают отрицательные ре-
зультаты. Данную методику можно использовать 
для получения ретроспективной информации об 
употреблении токсиканта. Однако полученные 
результаты имеют высокую погрешность опре-
деления, что делает невозможным проведение 
количественного определения токсиканта в дан-
ном объекте.

Таблица 2 

Cодержание фенобарбитала и дифенгидрамина в экстрактах 
из образцов шерсти после ферментативного гидролиза 

при хроническом употреблении

Table 2

The levels of phenobarbital and diphenhydramine in the extracts 
from hair samples after enzymatic hydrolysis in their chronic use

Фермент

Метрологические характеристики результатов 
количественное содержание МЛВ в шерсти

x –
 ± Δx нг/мг S ε% CV%

Фенобарбитал / черная шерсть

Химотрипсин 22,79±0,90 0,43 3,8 1,9

Химопсин 20,10±0,50 0,22 2,2 1,1

Папаин 24,15±0,50 0,25 2,1 1,1

Кислотный 19,32±1,90 0,73 9,7 3,8

Фенобарбитал / рыжая шерсть

Химотрипсин 27,05±2,50 1,24 9,3 4,6

Химопсин 22,19±0,60 0,29 2,6 1,3

Папаин 26,11±2,70 1,36 10,5 5,2

Кислотный 6,67±2,60 0,89 26,8 13,3

Дифенгидрамин / черная шерсть

Химотрипсин 32,01±0,90 0,50 2,9 1,6

Химопсин 23,66±2,30 1,14 9,7 4,8

Папаин 23,75±0,30 0,16 1,4 0,7

Щелочной 11,65±0,20 0,07 1,5  0,6

Дифенгидрамин / рыжая шерсть

Химотрипсин 19,95±0,90 0,43 4,3 2,2

Химопсин 17,86±1,30 0,66 7,4 1,3

Папаин 18,75±2,50 1,24 13,4 6,6

Щелочной 9,21±2,60 1,32 28,8 14,3
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Таблица 3 

Результаты статистической обработки данных количественного 
содержания фенобарбитала и дифенгидрамина в экстрактах 
из образцов шерсти на 42-е сутки эксперимента (n=5, P=95%)

Table 3 

Results of statistical processing of data on the quantitative 
content of phenobarbital and diphenhydramine in the extracts 
from hair samples on 42 days of the experiment (n=5; P=95%)

Фермент

Метрологические характеристики результатов 
количественное содержание МЛВ в шерсти

x –
 ± Δx нг/мг S ε% CV%

Фенобарбитал / черная шерсть

Химотрипсин 19,24±2,30 1,15 12,1 5,9

Химопсин 19,85±0,50 0,28 2,6 1,4

Папаин 16,21±2,20 1,20 13,7 7,4

Кислотный 8,07±1,90 0,93 23,3 11,6

Фенобарбитал / рыжая шерсть

Химотрипсин 20,96±1,30 0,66 6,3 3,1

Химопсин 18,67±1,00 0,54 5,4 2,9

Папаин 17,91±0,80 0,41 4,3 2,3

Кислотный 6,67±1,80 0,89 26,8 13,3

Дифенгидрамин / черная шерсть

Химотрипсин 5,43±2,30 1,12 41,7 20,7

Химопсин 5,65±2,40 1,19 42,5 21,1

Папаин 5,08±0,90 0,47 17,2 9,3

Щелочной 8,67±1,80 0,90 20,9 10,4

Дифенгидрамин / рыжая шерсть

Химотрипсин 6,78±2,30 0,93 34,1 13,6

Химопсин 12,60±2,60 1,41 28,7 11,2

Папаин 10,05±2,50 0,99 25,3 9,8

Щелочной 9,17±2,70 1,34 29,4 14,6
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