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Введение. Ротенон – нейротоксин, вызывающий повреждение дофаминергических нейронов чёр-
ной субстанции и используемый в качестве средства для моделирования экспериментального пар-
кинсонического синдрома. Разработка методики количественного определения ротенона в голов-
ном мозге позволит предложить и апробировать новые стратегии фармакотерапии паркинсонизма, 
связанные со снижением проникновения нейротоксических веществ в мозг.
Цель исследования заключалась в разработке и валидации ВЭЖХ-методики (высокоэффективная 
жидкостная хроматография) количественного определения ротенона в коре больших полушарий  
головного мозга крыс.
Материал и методы. Количественное определение ротенона осуществляли с помощью хроматогра-
фической системы Stayer («Аквилон», Россия) с УФ-спектрофотометрическим детектором UVV 104 
при длине волны 296 нм в изократическом режиме. Применяли обращенно-фазную хроматографи-
ческую колонку Luna C18 100Å (250*4,6) с зернением 5 мкм при температуре 37°С. Состав подвиж-
ной фазы: вода деионизированная, ацетонитрил в соотношении 70:30. Определение концентрации 
ротенона проводили методом абсолютной калибровки по площади пиков.
Пробоподготовка заключалась в гомогенизации 500 мг измельченной лобной доли коры головного 
мозга крыс в 500 мкл воды очищенной с последующим центрифугированием (1750 g), отбором надо-
садочной жидкости, осаждением белка ацетонитрилом (2,5 мл). Водный слой упаривали на ротор-
но-вакуумном испарителе. К сухому остатку добавляли 250 мкл подвижной фазы и 100 мкл инжек-
тировали в хроматограф.
Результаты. Методика была валидирована по следующим параметрам: селективность, линейность, 
точность, прецизионность, пределы обнаружения и определения, перенос пробы, стабильность об-
разцов. Аналитический диапазон составил 62,5−1000,0 нг/г мозга с коэффициентом корреляции 
более 0,99. Предел обнаружения и количественного определения ротенона составляли соответ-
ственно 25,0 и 62,5 нг/г. Расчет внутри- и межцикловой точности и прецизионности показал, что 
данные параметры не превышают 20% для концентрации, соответствующей нижнему пределу коли-
чественного определения, и 15% – для более высоких концентраций. Стабильность методики про-
демонстрирована при краткосрочном хранении в условиях комнатной температуры, трехкратном 
цикле заморозки-разморозки при минус 80°С, хранении при минус 80 °С в течение 60 сут. Перенос 
пробы отсутствовал.
Ограничения исследования. Разработанная хроматографическая методика позволяет анализировать 
содержание ротенона в коре головного мозга крыс в диапазоне концентраций 62,5−1000,0 нг/г.
Заключение. Разработана и валидирована методика количественного определения ротенона в гомо-
генате коры больших полушарий головного мозга крыс.
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Introduction. Rotenone is a neurotoxin that causes damage of dopaminergic neurons in the substantia nigra 
and is used as a model for experimental parkinsonian syndrome. The development of a technique for the 
quantitative determination of rotenone in the brain will allow testing new strategies for the pharmacotherapy 
of parkinsonism by reducing the penetration of toxic substances into the brain.
The aim of the study was to develop and validate an HPLC method for the quantitative determination of 
rotenone in the cerebral cortex of rats.
Material and methods. Quantitative determination of rotenone was carried out using a Stayer chromatographic 
system (Аквилон, Russia) with a UV spectrophotometric detector UVV 104 at a wavelength of 296 nm in 
isocratic mode. A reverse-phase chromatographic column Luna C18 100Å (250*4.6) with a grain size of 5 μm 
at a temperature of 37°C was used. The composition of the mobile phase was deionized water, acetonitrile in a 
ratio of 70:30. Determination of rotenone concentration was carried out by the method of absolute calibration 
by the area of the peaks.
Sample preparation consisted in homogenization of 500 mg of crushed frontal lobe of the rat cerebral cortex in 
500 μl of purified water, followed by centrifugation (1750 g), collection of the supernatant and sedimentation 
of the proteins by acetonitrile. The liquid layer was evaporated on a rotary vacuum. 250 μl of the mobile phase 
was added to the dry residue, and 100 μl was injected into the chromatograph.
Results. The method was validated for the following parameters: selectivity, linearity, accuracy, precision, limits 
of detection and determination, sample transfer, sample stability. The analytical range was 62.5−1000.0 ng/g 
brain with a correlation coefficient of more than 0.99. The limits of detection and quantification of rotenone 
were 25.0 and 62.5 ng/g, 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 higher concentrations. The stability of the technique was demonstrated during 
short-term storage at room temperature, three freeze-thaw cycles at –80°C, and storage at –80°C for 60 days. 
There was no sample transfer.
Limitations. The chromatographic technique makes it possible to analyze the content of rotenone in the 
cerebral cortex of rats in the concentration range of 62.5–1000.0 ng/g.
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Введение
Ротенон – это цитотоксичное соединение 

из группы флавоноидов, получаемое из корней 
ряда растений семейства Бобовые (f. Fabaceae). 
Он применяется в сельском хозяйстве в качестве 
пестицида и инсектицида. Ротенон ингибирует 
цепь переноса электронов в митохондриях, что 
приводит к гибели клетки [1].

В эксперименте in vitro ротенон нарушал син-
тез и сборку белков цитоскелета, репликацию 
ДНК, везикулярный транспорт медиаторов [2],  
а при системном введении повреждал центральные 
и периферические дофаминэргические нейроны [3].

Ротенон-индуцированная модель – это одна 
из перспективных моделей токсического пар-
кинсонизма, которая вызывает нигростриальную 
дегенерацию и является наиболее приближенной 
по патогенетическим механизмам и симптомам 
к болезни Паркинсона [4]. Ротенон обладает вы-
сокой липофильностью и, таким образом, легко 
проникает во все органы, включая головной мозг.

На сегодняшний день в научной литера-
туре приведён ряд методик количественного 
определения ротенона в головном мозге, плаз-
ме крови и растительных экстрактах. Методом 
ВЭЖХ-масс-спектрометрии (высокоэффективная 
жидкостная хроматография) определяли количе-
ство ротенона в головном мозге крыс [5], в плазме 
крови человека [6], в оливковом масле [7], фрук-
тах и овощах [8], однако данный метод является  

дорогостоящим и экономически малодоступ-
ным. Также при литературном поиске был найден 
метод определения ротенона в плазме крови  
ВЭЖХ-УФ, однако для растворения ротенона ис-
пользовали метанол [9], при апробации данной 
методики происходила адсорбция ротенона на ко-
лонке и наблюдался эффект переноса пробы. 

Разработка методики количественного опреде-
ления ротенона позволила бы доказать проникно-
вение нейротоксина в головной мозг при модели-
ровании экспериментального паркинсонического 
синдрома, а также проводить посмертную диагно-
стику интоксикации данным веществом. Кроме 
того, оценка содержания ротенона в мозге даст воз-
можность апробировать новые стратегии фармако-
терапии паркинсонизма, связанные со снижением 
проникновения токсических веществ в мозг [10].

Цель исследования – разработка и валидация ме-
тодики количественного определения ротенона в 
гомогенате коры больших полушарий головного 
мозга крыс методом ВЭЖХ с УФ-детектированием. 

Материал и методы 
Животные. В исследовании использова-

лись крысы-самцы породы Вистар массой тела 
280−320 г в соответствии с правилами надле-
жащей лабораторной практики (Приказ МЗ РФ  
№ 199н от 1 апреля 2016 г.), с целью забора био-
материала для разработки и валидации методи-
ки количественного определения ротенона.

Conclusion. A method for the quantitative determination of rotenone in the homogenate of the cerebral cortex 
of rats has been developed and validated.
Keywords: rotenone; HPLC; cerebral cortex; rats
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Животных выводили из эксперимента передо-
зировкой золетила («Золетил 100», «Virbac C.A.», 
Франция) в дозе 30 мг/кг массы тела и извлека-
ли образец лобной доли коры больших полуша-
рий головного мозга. В качестве биологической 
матрицы использовался гомогенат данной ткани 
интактных крыс, полученный от 5 разных живот-
ных. Образцы мозга хранили в морозильной ка-
мере при –80°С [11].

Оборудование и реактивы. Количественное 
определение ротенона в гомогенате лобной доли 
коры больших полушарий головного мозга крыс 
осуществляли с использованием хроматогра-
фической системы Stayer («Аквилон», Россия) с 
УФ-спектрофотометрическим детектором UVV 
104, оснащенным петлевым краном-дозатором 
PEEK с петлей ввода на 100 мкл, при длине волны 
296 нм. Применяли обращенно-фазную хрома-
тографическую колонку Luna C18 100Å (250*4,6) 
с зернением 5 мкм при температуре 37°С. Ввод 
проб в петлю хроматографа осуществляли шпри-
цом «Microsyringes» (Германия).

В работе использовали следующее вспомога-
тельное оборудование: гомогенизатор Diax 9000 
(«Heidolph», Германия), центрифуга «Elmi CM 
6M» (Elmi, Латвия), деионизатор «Водолей Д301» 
(«Аквилон», Россия), роторно-вакуумный ис-
паритель «VV – Micro» («Heidolph», Германия), 
шейкер «Shaker S 3.01» («Elmi», Латвия), встря-
хиватель лабораторный медицинский «Vortex» 
(«Elmi», Латвия) [11].

Для приготовления подвижной фазы ис-
пользовали реактивы: ацетонитрил «для ВЭЖХ» 
(«Merck», Германия), вода деионизированная, 
полученная с помощью деионизатора «Водолей 
Д301» («Аквилон», Россия).

В исследовании использовали субстанцию ро-
тенона («Sigma», США).

Пробоподготовка. Ткань мозга массой 500 мг 
гомогенизировали при 24 000 оборотах в 1 мин в 
500 мкл деионизированной воды в течение 1 мин 
на гомогенизаторе DIAX 900. Осаждение белков 
осуществляли ацетонитрилом (2,5 мл) путём  
встряхивания на приборе Shaker при 500 оборо-
тах в мин в течение 10 мин, после чего центри-
фугировали при 1750 g в течение 10 мин и отби-
рали надосадочную жидкость.

Подготовка калибровочных растворов осу-
ществлялась следующим образом: 5,0 мг роте-
нона растворяли в 5 мл ацетонитрила для по-
лучения матричного раствора с концентрацией 
1,0 мг/мл. Из него путем разведения в деиони-
зированной воде готовили 5 рабочих раство-
ров в объеме 5 мл с концентрацией 62,5, 125,0, 
250,0, 500,0, 1000,0 нг/мл, которые добавляли в 

объеме 500 мкл к 500 мг ткани мозга с последу-
ющей гомогенизацией. Матричный и рабочие 
растворы хранили при температуре минус 80°С.

Диапазон концентраций целевого вещества 
был выбран на основе ожидаемых значений при 
внутривенном введении раствора ротенона кры-
сам породы Вистар при моделировании лекар-
ственного паркинсонизма [10].

Органический слой упаривали на роторно-ваку-
умном испарителе (Heidolph instruments, Германия). 
Сухой остаток растворяли в 250 мкл подвижной 
фазы и 100 мкл раствора вводили в хроматограф [11].

Условия хроматографирования. Температура 
разделения – 37°С. Скорость потока – 1 мл/мин. 
Подвижная фаза состояла из ацетонитрила и воды 
в объёмном отношении 30:70. Время удерживания 
ротенона в данных условиях составило 6,72 мин.

Валидация. Валидацию биоаналитической ме-
тодики выполняли согласно Руководству по экс-
пертизе лекарственных средств, том I, Правилам 
проведения исследований биоэквивалентности 
лекарственных препаратов в рамках Евразийско-
го экономического союза, 2016, Руководствам 
ЕМА Guideline on bioanalytical method validation 
1 и FDA Guidance for Industry: Bioanalytical 
method validation.U.S. Department of Health and 
Human Services, Food and Drug Administration, 
Center for Drug Evolution and Research (CDER). 
U.S. Government Printing Office: Washington, DC, 
2018. European Medicines Agency. Committee for 
medicines products for human use: London, 2011 по 
следующим параметрам: 

• селективность;
• калибровочная кривая (линейность);
• нижний предел количественного определения;
• точность;
• прецизионность;
• перенос пробы;
• стабильность ротенона в гомогенате мозга [11].

Результаты и обсуждение
Селективность. Проводили анализ холостой 

пробы гомогената коры больших полушарий го-
ловного мозга крыс без добавления стандарта ро-
тенона и образцов гомогената мозга с добавлением 
рабочих растворов ротенона до конечных концен-
траций 62,5–1000,0 нг/г. На хроматограммах об-
разцов холостой пробы гомогената коры больших 
полушарий головного мозга крыс не наблюдалось 
пиков со временем удерживания, соответствую-
щим времени удерживания ротенона (рис. 1, 2). 

Предел обнаружения ротенона в гомогенате 
коры больших полушарий головного мозга крыс 
составил 25,0 нг/г, при этом отношение сигнала к 
шуму (базовой линии) было не менее 3. 
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Нижний предел количественного определе-
ния ротенона составил 62,5 нг/г. При этом со-
отношение сигнала к шуму было не ниже 10, 
а точность и прецизионность определения  
не превышали 20%.

Калибровочная кривая. Проводили анализ 
5 образцов холостой пробы гомогената коры 
головного мозга крыс с добавлением равных 
объемов рабочих растворов ротенона до полу-
чения концентраций 62,5, 125,0, 250,0, 500,0, 
1000,0 нг/г. Калибровочные растворы готовили 
трижды: перед началом проведения рутинного 
анализа и в процессе анализа при смене подвиж-
ной фазы. По полученным результатам были 

построены 3 калибровочных графика в коорди-
натах зависимость площади пика ротенона от 
концентрации целевого вещества. Были получе-
ны следующие уравнения линейной регрессии:  
у = 2,9854х – 40,106; R2 = 0,9981; у = 3,0619х – 49,706; 
R2 = 0,9987; у =3,0783х – 46,99; R2 = 0,9971. Рас-
считанные коэффициенты корреляции соответ-
ствовали принятой норме (не менее 0,99). Откло-
нения концентраций калибровочных образцов, 
рассчитанные по уравнению линейной зависи-
мости от номинальных значений, не превышали 
допустимых пределов (не более 20% для нижнего 
предела количественного определения и не бо-
лее 15% – для более высоких концентраций ка-
либровочных растворов), приведены в табл. 1.

Точность и прецизионность. Выполняли ана-
лиз образцов гомогената коры головного мозга 
крыс с добавлением рабочих растворов ротенона 
до получения концентраций 62,5, 200,0, 500,0, 
800,0 нг/г в рамках трех циклов. На первом этапе 
оценивали точность и прецизионность внутри 
цикла, для этого анализировали по 5 образцов 
для каждой концентрации ротенона. Далее те-
стировали точность и прецизионность между 
циклами. Величины прецизионности (относи-
тельного стандартного отклонения) и точности 
(относительной погрешности) соответствовали 
принятым нормам, не более 20% для нижнего 
предела количественного определения и не бо-
лее 15% для остальных точек (табл. 2, 3).

Стабильность. Для оценки стабильности 
ротенона в гомогенате коры головного мозга 
крыс при хранении в замороженном состоянии  
(при –80°С) в течении 60 дней, а также при 
3-кратной заморозке-разморозке готовили образ-
цы с концентрацией 62,5, 200,0, 500,0, 800,0 нг/г. 
Половину образцов анализировали сразу после 
приготовления, а остальные – после хранения 
в замороженном состоянии или заморозки-раз-
морозки. В обоих случаях исследовали по 3 неза-
висимых образца [11]. Рассчитанные концентра-

Рис. 2. Хроматограмма матрицы с добавлением рабочего 
раствора ротенона до конечной концентрации 125,0 нг/г.

Fig. 2. Chromatogram of the matrix with the addition  
of rotenone solution to concentration 125,0 нг/г.
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Рис. 1. Хроматограмма холостой матрицы.
Fig. 1. Intact matrix chromatogram.

Таблица 1 / Table 1

Отклонения концентраций ротенона в калибровочных образцах от их номинальных значений
Deviations of rotenone concentrations in calibration samples from their nominal values

Концентрация 
номинальная, 

нг\г

График 1 График 2 График 3

концентрация 
рассчитанная, нг\г точность концентрация 

рассчитанная, нг\г точность концентрация 
рассчитанная, нг\г точность

62,5 69,0 10,4 65,3 4,5 66,8 6,9

125,0 140,2 12,1 138,3 10,6 143,1 14,5

250,0 243,1 2,8 246,1 1,6 248,2 0,7

500,0 473,9 5,21 478,8 4,2 466,0 6,8

1000,0 1011,4 1,14 1009,0 0,9 1013,1 1,3
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Таблица 2 / Table 2

Точность и прецизионность методики количественного определения ротенона в гомогенате коры 
головного мозга крыс внутри цикла

Accuracy and precision of the method for the quantitative determination of rotenone in the homogenate  
of the cerebral cortex of rats within the cycle

Концентрация 
номинальная, нг/г

Концентрация 
рассчитанная, нг\г Точность, % Среднее, нг/г Средняя 

точность,% SD Прецизионность, %

62,5

66,8 6,9

66,6 6,6 2,2 3,3

64,6 3,4

70,3 12,5

65,2 4,3

66,4 6,2

200,0

209,3 4,65

207,8 3,9 16,1 7,7

210,8 5,4

221,4 10,7

180,3 9,9

217,0 8,5

500,0

465,9 6,8

471,4 5,7 10,3 2,2

473,1 5,4

488,4 2,3

461,3 7,7

469,5 6,1

800,0

785,4 1,8

773,5 3,3 25,3 3,3

766,4 4,2

805,3 0,7

774,1 3,2

726,5 7,9

Таблица 3 / Table 3

Точность и прецизионность методики количественного определения ротенона в гомогенате коры 
больших полушарий головного мозга крыс между циклами

Accuracy and precision of the method for quantitative determination of rotenone in the homogenate of the cerebral 
cortex of rats between cycles

Концентрация 
номинальная, нг/г

Концентрация 
рассчитанная, нг\г Точность, % Среднее, нг/г Средняя 

точность,% SD Прецизионность, %

62,5

66,6 6,6

68,0 8,9 2,0 2,967,2 7,5

70,3 12,5

200,0

207,8 3,8

193,2 3,4 13,1 6,7181,9 9,1

190,1 5,0

500,0

471,6 5,6

483,7 3,3 14,1 2,9499,2 0,2

480,3 3,9

800,0

773,2 3,3

774,0 3,3 11,0 1,4785,2 1,9

763,2 4,6
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ции ротенона до и после манипуляций статисти-
чески значимо не различались (p > 0,05, t-крите-
рий Стьюдента). 

Перенос пробы. При последовательном анализе 
пробы гомогената мозга с концентрацией ротено-
на 1000,0 нг/г и образца чистой холостой пробы 
гомогената мозга на хроматограмме чистой транс-
портной среды отсутствовали пики, соответствую-
щие по времени удерживания пикам ротенона.

Заключение
Разработана и валидирована методика коли-

чественного определения ротенона в гомогенате 
лобной доли коры больших полушарий голов-

ного мозга крыс. Данная методика валидирова-
на по следующим параметрам: селективность, 
линейность, точность, прецизионность, предел 
количественного определения, перенос пробы 
и стабильность образцов. Подтвержденный ана-
литический диапазон составил 62,5–1000,0 нг/г. 
Разработанная методика позволяет оценить 
содержание ротенона в коре больших полуша-
рий головного мозга крыс с целью изучения его 
проникновения через гематоэнцефалический 
барьер при экспериментальном паркинсони-
ческом синдроме и апробации новой стратегии 
терапии токсического паркинсонизма, направ-
ленной на снижение концентрации нейротокси-
на в ткани мозга. 
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