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АННОТАЦИЯ 
Введение. Белок устойчивости к раку молочной железы человека (BCRP, ABCG2) — транспортный 
белок суперсемейства АВС транспортеров, использующий энергию АТФ для своей работы. BCRP 
играет важную роль в фармакокинетике, поэтому новые лекарственные вещества рекомендуется 
тестировать на принадлежность к его субстратам, индукторам и ингибиторам. Оценку влияния ве-
ществ на активность данного белка-транспортера in vitro проводят по изменению трансмембранного 
переноса его субстратов, одним из которых является кверцетин. Это, в свою очередь, требует разра-
ботки и валидации метода его количественного анализа в соответствующей матрице. 
Цель. Разработка метода количественного определения кверцетина с помощью высокоэффектив-
ной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) с тандемным масс-селективным детектированием 
(МС/МС) и выполнении его полной валидации. 
Материалы и методы. Метод разрабатывали на ВЭЖХ «Ultimate 3000», оснащенном МС/МС де-
тектором TSQ Fortis («Thermo Fisher», США). Для проведения хроматографического анализа ис-
пользовали колонку UCT Selectra C18 4,6 мм × 100 мм × 5 мкм, 100 A, предколонку Selectra C18 
Guard Cartridges SLC-18 GDC46-5UM. Время анализа составляло 11 мин при температуре разделе-
ния 35°С, скорости потока подвижной фазы 0,5 мл/мин и объеме вводимой пробы 5 мкл. Применяли 
градиентный режим элюирования: соотношение 0,1%-ного раствора муравьиной кислоты и ацето-
нитрила составило: на 0 мин 70% и 30%; 0,3 мин — 30% и 70%; 4 мин — 1% и 99%; 9 мин — 70% и 
30%. Время удерживания кверцетина соответствовало 3,91 мин. Условия детектирования были сле-
дующими: негативный режим ионизации, мониторинг множественных реакций 301 m/z → 150,9 m/z 
при энергии столкновения 22 В и 301 m/z → 178,9 m/z при энергии столкновения 17 В, фрагмента-
ция источника 5 В, напряжение электроспрея 3000 В, давление CID-газа 1 мТорр, Sheath gas 50 Arb, 
Aux gas 10 Arb, Sweep gas 10 Arb, температура трубки для переноса ионов 300°С, температура испа-
рителя 350°С. Матрицей служила транспортная среда после инкубации в течение 3 часов с клетками 
линии Сасо-2, гиперэкспрессирующими BCRP. В указанной среде в дальнейшем будет оцениваться 
транспорт кверцетина через клеточный монослой in vitro. Осаждение белка и выделение кверцетина 
из транспортной среды осуществляли смесью воды и ацетонитрила в соотношении 1:1.  
Результаты. Разработанный метод был валидирован по следующим параметрам: селективность, 
линейность, точность, прецизионность, предел количественного определения, перенос пробы, 
матричный эффект, стабильность образцов. Аналитический диапазон методики находился в диа-
пазоне 5–500 нмоль/л. Коэффициент корреляции составлял более 0,99. Предел обнаружения и 
нижний предел количественного определения кверцетина (НПКО) соответствовали 1 и 5 нмоль/л. 
Расчет внутри- и межцикловой точности и прецизионности показал, что данные параметры для 
НПКО не превышают 20 и 15% — для остальных концентраций. Стабильность аналита продемон-
стрирована при трехкратном цикле заморозки-разморозки при -80ºС, при хранении при -80°С в 
течение 60 сут, после пробоподготовки и нахождении в течение 24 ч в автосемплере. Перенос 
пробы и матричный эффект отсутствовали. 
Выводы. Разработан метод количественного определения кверцетина с помощью ВЭЖХ-МС/МС 
в транспортной среде и выполнена его полная валидация. 
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ABSTRACT 
INTRODUCTION: Human breast cancer resistance protein (BCRP, ABCG2) is a transport protein  

of ABC superfamily of transporters that uses ATP energy of for its work. BCRP plays an important role 

in the pharmacokinetics of drugs, therefore all new drugs are recommended to be tested for belonging  

to its substrates, inducers and inhibitors. The influence of substances on the activity of this transport  

protein in vitro is evaluated by a change of transmembrane transfer of its substrates, one of which being 

quercetin. This, in turn, requires the development and validation of a method for its quantitative analysis 

in an appropriate matrix. 

AIM: To develop a method for the quantitative determination of quercetin using high performance liquid 

chromatography (HPLC) with tandem mass selective detection (MS/MS) with full validation. 

MATERIALS AND METHODS: The method was developed on Ultimate 3000 HPLC equipped  

with TSQ Fortis (Thermo Fisher, USA) MS/MS detector. The conditions of chromatographic analysis 

were as follows: column UCT Selectra C18 4.6 mm*100 mm 5μm, 100 A, Selectra C18 Guard Cartridges 

SLC-18 GDC46-5UM. The analysis time was 11 min at separation temperature 35°С, flow rate  

0.5 ml/min, injected sample volume 5 μl. Gradient elution regime was used: on 0th  minute, the ratio of 

0.1% formic acid solution and acetonitrile was 70% and 30%; 0.3 min — 30% and 70%; 4 min — 1% 

and 99%; 9 min — 70% and 30%. Quercetin retention time was 3.91 minutes. Detection conditions:  

negative ionization mode, 301 m/z → 150.9 m/z with collision energy 22 V, 301 m/z →178.9 m/z with 

collision energy 17 V, source fragmentation 5 V, electrospray voltage 3 000 V, CID gas pressure 

1 mTorr, Sheath gas 50 Arb, Aux gas 10 Arb, Sweep gas 10 Arb, ion transfer tube temperature 300°C, 

vaporizer temperature 350°C. The matrix was transport medium after incubation for 3 hours with Caco-2 

cells overexpressing BCRP. In this medium, the transport of quercetin through the cell monolayer was 

further evaluated in vitro. Precipitation of protein and isolation of quercetin from the transport medium 

was realized by a mixture of water and acetonitrile in a ratio of 1:1.  

RESULTS: The developed method was validated by the following parameters: selectivity, linearity,  

accuracy, precision, limit of quantification, sample transfer, matrix effect, sample stability.  

The analytical range of the technique was 5–500 nmol/l. In this case, the correlation coefficient was more 

than 0.99. The limit of detection and the lower limit of quantification of quercetin (LLQQ) were 1 and 

5 nmol/l, respectively. The calculation of intra- and inter-cycle accuracy and precision showed that these 

parameters do not exceed 20% for the concentration corresponding to the lower limit of quantitative  

determination, and 15% for other concentrations. The analyte demonstrated stability in  triple freeze-

defreeze cycle at -80°C, in storage at -80°C for 60 days, after sample preparation and being kept in the 

autosampler for 24 hours. There was no sample transfer and no matrix effect. 

CONCLUSION: A method for the quantitative determination of quercetin using HPLC-MS/MS in a 

transport medium was developed and fully validated. 
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Введение 

Эффлюксные транспортные белки 

играют важную роль в процессах всасы-

вания, распределения и выведения лекар-

ственных веществ из организма. Их ин-

дукция или ингибирование существенно 

изменяет фармакокинетику веществ, яв-

ляющихся субстратами транспортных 

белков, что может привести к снижению 

фармакологического эффекта или сим-

птомам относительной передозировки [1]. 

В США и Европе для повышения 

безопасности фармакотерапии новые ле-

карственные препараты рекомендуется 

тестировать на принадлежность к субстра-

там, индукторам и ингибиторам клиниче-

ски значимых белков-транспортеров, в том 

числе белка устойчивости к раку молочной 

железы (BCRP). На начальных этапах ис-

следования активность транспортера оце-

нивают in vitro — на клетках, экспресси-

рующих данный белок, а затем, при необ-

ходимости, in vivo — на добровольцах [2]. 

BCRP (ABCG2) является членом под-

семейства G-белков суперсемейства ABC-

транспортеров. Данный белок экспрессиру-

ется в синцитиотрофобластах плаценты че-

ловека, в апикальной мембране энтероцитов, 

в мембранах гепатоцитов, на поверхности 

эндотелия сосудов головного мозга, в клет-

ках яичников, надпочечников и легких [3]. 

На данный момент известно более 

200 субстратов BCRP, но не установлено 

точной связи между структурой вещества 

и его субстратной принадлежностью. Пер-

воначально в качестве субстратов BCRP 

были установлены противоопухолевые 

средства, такие как метотрексат, митоксан-

трон, топотекан, иринотекан, флавопири-

дол, иматиниб и др. Однако другие классы 

противоопухолевых препаратов, включая 

винбластин, цисплатин и паклитаксел не 

являются его субстратами. Субстратная 

специфичность BCRP не ограничивается 

противоопухолевыми средствами: транс-

портер контролирует фармакокинетику 

празозина, глибурида, циметидина, суль-

фасалазина, нитрофурантоина, розуваста-

тина, порфиринов, флавоноидов и т. д. [3]. 

Таким образом, широкий спектр субстра-

тов и вариабельность активности BCRP 

требует разработки и апробации методов 

изучения его функциональной активности 

с целью проведения эффективной и безо-

пасной фармакотерапии и прогнозирова-

ния возможных фармакокинетических 

взаимодействий на его уровне. 

Для оценки активности BCRP в ка-

честве субстрата было предложено анали-

зировать трансмембранный перенос квер-

цетина — низкотоксичного вещества 

группы флавоноидов природного проис-

хождения, относящегося к препаратам ви-

тамина Р. Испытания in vitro выполняют 

на клетках линии Сасо-2 (аденокарцинома 

ободочной кишки человека) после их 21-

дневного инкубирования на полупрони-

цаемой мембране трансвелл-системы. 

Данная культура в указанных условиях 

приобретает морфологическое и функ-

циональное сходство с энтероцитами че-

ловека, гиперэкспрессирующими BCRP и 

гликопротеин-P [4–6]. Изучение транспор-

та кверцетина требует разработки и вали-

дации метода количественного анализа 

вещества в соответствующей матрице. 

Цель. Разработка метода количест-

венного определения кверцетина в транс-

портной среде клеток линии Сасо-2 с по-

мощью высокоэффективной жидкостной 

хроматографии (ВЭЖХ) с тандемным масс-

селективным детектированием (МС/МС) и 

выполнении его полной валидации. 

Материалы и методы 

В исследовании использовали суб-

станцию кверцетина («Sigma-Aldrich», 

Германия). Структурная формула кверце-

тина и основные пути фрагментации его 

молекулы представлены на рисунке 1. 

Работа была выполнена на ВЭЖХ  

«Ultimate 3000» с градиентным насосом, де-

газатором, автосемплером, УФ-детектором и 

МС/МС детектором TSQ Fortis («Thermo 

Fisher», США). Управление системой 

ВЭЖХ-МС/МС и анализ данных проводили 

с помощью программного обеспечения 

«Thermo Scientific Xcalibur (ver. 4.2.47)». 

Использовали следующие реактивы: 

вода ВЭЖХ-МС («Panreac», Испания), ки- 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A4%D0%BB%D0%B0%D0%B2%D0%BE%D0%BD%D0%BE%D0%B8%D0%B4%D1%8B
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Рис. 1. Структурная формула кверцетина и детектируемые продукты его фрагментации. 

 

слота муравьиная 98% для аналитики 

(«Panreac», Испания), ацетонитрил для 

UV-IR-HPLC («Panreac», Испания). 

Применялись следующие условия 

хроматографирования: Колонка UCT 

Selectra C18 4,6 мм × 100 мм 5 мкм, 100A, 

предколонка — Selectra C18 Guard  

Cartridges SLC-18 GDC46-5UM, время ана-

лиза — 11 мин, температура разделения 35°С, 

скорость потока подвижной фазы — 0,5 

мл/мин, объем вводимой пробы — 5 мкл.  

Элюирование проводили в гради-

ентном режиме по следующей программе 

(табл. 1). 
 

Таблица 1. Соотношение компонентов подвижной фазы  
Время анализа Кислота муравьиная 0,1%-ный раствор Ацетонитрил 

0,0 мин 70% 30% 

0,3 мин 30% 70% 

4,0 мин 1% 99% 

9,0 мин 70% 30% 

 

При данных условиях время удер-

живания кверцетина составило 3,91 мин. 

Ионизацию молекул проводили в 

негативном режиме методом электроспрея 

(напряжение 3000 В). 

Условия детектирования: Sheath gas 

50 Arb, Aux gas 10 Arb, Sweep gas 10 Arb, 

давление CID-газа 1 мТорр, температура 

трубки для переноса ионов 300°С, тем-

пература испарителя 350°С. 

Режим детектирования кверцети-

на — мониторинг множественных реак-

ций, 301 m/z → 150,9 m/z при энергии 

столкновения 22 В и 301 m/z → 178,9 m/z 

при энергии столкновения 17 В, фрагмен-

тация источника 5 В. 

Матрицей являлась транспортная сре-

да, представляющая собой раствор Хэнкса с 

25 мМ Хепес и 1% диметилсульфоксида, 

после инкубации с клетками линии Сасо-2 в 

течение 3 ч. Осаждение белка и выделение 

кверцетина из транспортной среды осущест-

вляли смесью воды и ацетонитрила в соот-

ношении 1:1. Для этого к 50 мкл образца 

транспортной среды добавляли 950 мкл ука-

занной смеси, тщательно перемешивали на 

встряхивателе Vortex (Heidolph, Германия), 

после чего центрифугировали в течение 10 

мин при 13000 g на центрифуге Avanti JXN-

3 Beckman Coulter («Beckman Coulter», 

США). Надосадочную жидкость переносили 

в виалы и помещали в автосемплер.  

Приготовление матричного и калиб-

ровочных растворов. 2,6 мг кверцетина 

растворяли в 2,6 мл метанола для получе-

ния раствора с концентрацией 1,0 мг/мл 

(3333 мкмоль/л), затем к 0,15 мл получен-

ного раствора добавляли 9,85 мл метанола 

для получения матричного раствора с кон-

центрацией 50 мкмоль/л. Из него путем 

разведения в метаноле готовили 7 рабочих 

растворов в объеме 10 мл с концентрация-

ми 50, 100, 200, 500, 1000, 2000 и 5000 

нмоль/л. Матричный и рабочие растворы 

хранили при температуре -80°С. 

Путем добавления к матрице равных 

объемов рабочих растворов были приго-

товлены калибровочные растворы кверце-

тина следующих концентраций: 5, 10, 20, 

50, 100, 200 и 500 нмоль/л. Диапазон кон-

центраций целевого вещества был выбран 

на основе ожидаемых значений при про-

ведении транспортного эксперимента на 

клетках линии Caco-2.  
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Валидация. Валидацию биоаналити-

ческого метода проводили на основе Руко-

водства по экспертизе лекарственных 

средств Том I, правил проведения исследо-

ваний биоэквивалентности лекарственных 

препаратов в рамках Евразийского эконо-

мического союза (2016), а также Руководств 

FDA Guidance for Industry: Bioanalytical 

method validation. U.S. Department of Health 

and Human Services, Food and Drug Admin-

istration, Center for Drug Evolution and Re-

search (CDER). U.S. Government Printing Of-

fice: Washington, DC (2018) и ЕМА Guide-

line on bioanalytical method validation. Euro-

pean Medicines Agency. Committee for me-

dicinal products for human use: London (2011) 

по следующим параметрам [7–9]:  

- селективность;  

- градуировочная кривая (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 и их обсуждение 

Селективность. Выполняли анализ 

холостой матрицы без добавления стандарта 

кверцетина и матрицы с добавлением квер-

цетина до конечной концентрации 5 

нмоль/л. На хроматограммах образцов холо-

стой матрицы не фиксировались пики со 

временем удерживания, соответствующим 

времени удерживания кверцетина (рис. 2, 3). 

 
Рис. 2. Хроматограмма холостой матрицы. Рис. 3. Хроматограмма матрицы  

с добавлением стандарта кверцетина до  

конечной концентрации 5 нмоль/л. 

 

Предел обнаружения кверцетина в 

матрице с помощью разработанного мето-

да составил 1 нмоль/л, при этом соотно-

шение сигнала к шуму было не менее 3.  

Нижний предел количественного оп-

ределения (НПКО) кверцетина составил 5 

нмоль/л. При этом отношение сигнала к 

шуму было не ниже 10, а точность и преци-

зионность определения не превышали 20%. 

Градуировочная кривая. Проводили 

анализ 7 образцов холостой матрицы с до-

бавлением равных объемов рабочих рас-

творов кверцетина до получения концен-

траций целевого вещества 5, 10, 20, 50, 

100, 200 и 500 нмоль/л. По полученным 

значениям строили 3 градуировочные кри-

вые в координатах площадь пика кверцети-

на–концентрация кверцетина (образец гра-

фика 1 приведен на рис. 4). Были получены 

следующие уравнения линейной регрессии: 

y = 31,0517 + 65,1779*x, R
2
 = 0,9987,  

W = 1/x; y=25,6809+35,643*x, R
2
 = 0,9960,  

W = 1/x; y=-77,6652+58,3289*x, R
2 

= 0,9947,  

W = 1/x. Рассчитанные коэффициенты 

корреляции соответствовали принятой 

норме (не менее 0,99). 

Отклонения концентраций калибро-

вочных образцов, рассчитанные по урав- 
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Рис. 4. График 1 зависимости «площадь пика кверцетина–концентрация кверцетина». 

 

нению линейной зависимости, от номи-
нальных значений, приведены в таблице 2. 

Точность и прецизионность. Прово-
дили анализ растворов контролей качест-
ва кверцетина с концентрациями 5, 20, 
200 и 400 нмоль/л в рамках трех циклов. 
Прецизионность (относительное стан-
дартное отклонение) и точность (относи-

тельная погрешность) оценивали внутри 
цикла, для этого анализировали по 5 об-
разцов для каждой концентрации кверце-
тина. Далее тестировали прецизионность 
и точность между циклами. Полученные 
величины соответствовали принятым нор-
мам (не более 20% для НПКО и не более 
15% — для остальных точек) (табл. 3, 4). 

 

Таблица 2. Отклонения концентраций кверцетина в калибровочных образцах от их  
номинальных значений 

Концентрация 
номинальная, 

нмоль/л 

График 1 График 2 График 3 
Концентрация 
рассчитанная, 

нмоль/л 

Точ-
ность, 

% 

Концентрация 
рассчитанная 

нмоль/л 

Точ-
ность, 

% 

Концентрация 
рассчитанная 

нмоль/л 

Точ-
ность, 

% 
5 4,1 17,6 5,4 8,6 5,2 4,3 
10 10,0 0,5 9,0 14,0 11,1 11,0 
20 22,5 12,3 17,9 10,4 21,7 8,4 
50 53,0 6,1 54,0 8,0 43,9 12,2 

100 101,6 1,6 104,2 4,2 88,1 11,9 
200 204,9 2,4 215,6 7,8 204,9 2,4 
500 489,2 2,2 479,2 4,2 514,1 2,8 

 

Таблица 3. Точность и прецизионность методики количественного определения  
кверцетина в транспортной среде внутри цикла 

Концентрация 
номинальная, 

нмоль/л 

Концентрация 
рассчитанная 

нмоль/л 

Точ-
ность, 

% 

Концентрация 
средняя, 
нмоль/л 

Средняя 
точность, 

% 
SD 

Презицион-
ность, % 

5 

4,1 18,6 

5,5 10,4 0,8 14,5 
6,0 19,3 
5,8 15,8 
5,9 18,1 
5,8 16,2 

20 

21,4 7,1 

22,1 10,5 0,5 2,3 
22,3 11,6 
22,2 10,8 
22,6 13,1 
21,9 9,4 

200 

214,5 7,2 

208,8 4,4 14,3 6,8 
193,9 3,0 
224,0 12,0 
218,5 9,2 
193,1 3,4 

400 

429,5 7,4 

433,9 8,5 20,1 4,6 
435,9 9,0 
402,5 0,6 
447,6 11,9 
454,2 13,55 
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Таблица 4. Точность и прецизионность методики количественного определения  

кверцетина в транспортной среде между циклами 
Концентрация 
номинальная, 

нмоль/л 

Концентрация 
рассчитанная 

нмоль/л 

Точ-
ность, 

% 

Концентрация 
средняя, 
нмоль/л 

Средняя 
точность, 

% 
SD 

Прецизион-
ность, % 

5 
5,5 10,2 

5,6 12,0 0,3 5,4 5,3 6,3 
5,8 16,6 

20 
22,1 10,4 

21,8 9,0 0,4 1,8 21,9 9,4 
21,4 6,8 

200 
208,8 4,4 

210,6 5,3 5,8 2,8 205,9 2,9 
217,0 8,5 

400 
433,9 8,5 

441,4 10,4 7,9 1,8 449,6 12,4 
440,6 10,2 

 
Стабильность. Стабильность мат-

ричного раствора кверцетина анализирова-
лась при его хранении при -80°С в течение 
60 суток. Стабильность растворов кверце-
тина в концентрациях 20 и 400 нмоль/л в 
матрице оценивалась при трехкратном 
цикле заморозки-разморозки при -80°С, 
при хранении при -80°С в течение 60 су-
ток, после пробоподготовки и нахождении 
в течение 24 ч в автосемплере. Анализиро-
вали по 3 образца для каждой концентра-
ции и каждого вида стабильности. 

Правильность для каждой концентра-

ции (для средних значений) находилась в 

пределах 15% от номинальных значений. 
Перенос пробы. При последователь-

ном анализе пробы с концентрацией квер-
цетина 500 нмоль/л в матрице и образца 
чистой матрицы на хроматограмме послед-
ней отсутствовали пики, соответствующие 
по времени удерживания пикам кверцетина. 

Матричный эффект. Определяли 

отношения площади пиков образцов с до-

бавлением кверцетина до концентраций 

20 и 400 нмоль/л в матрице к площади пи-

ков аналита в метаноле. Относительное 

стандартное отклонение отношения пло-

щадей пиков, рассчитанное для 6 образ-

цов, не превышало 15%. 

Заключение 

Разработан метод количественного 

определения кверцетина в транспортной 

среде клеток линии Сасо-2 с помощью 

ВЭЖХ-МС/МС. Данный метод был вали-

дирован по следующим параметрам: се-

лективность, линейность, точность, преци-

зионность, предел количественного опре-

деления, перенос пробы, матричный эф-

фект, стабильность. Аналитический диапа-

зон методики составил 5–500 нмоль/л, что 

позволяет применять ее для оценки кон-

центрации кверцетина при изучении влия-

ния тестируемых веществ на активность 

транспортного белка BCRP in vitro. 
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