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Актуальность Рынок снотворных и седативных лекарственных препаратов обновляется в связи с высокой ток-
сичностью барбитуратов и ограничениями их использования. В настоящее время для терапии 
тревожных состояний и инсомнии часто назначают более безопасные лекарства, такие как Z-
препараты, доксиламин и некоторые производные бензодиазепина, которые, однако, тоже могут 
вызывать острые отравления при передозировке или немедицинском применении.

Цель исследования Создание доступной экспрессной методики тонкослойной хроматографии (ТСХ) для предвари-
тельного скринингового обнаружения доксиламина, феназепама и залеплона с целью диагнос-
тики острых отравлений.

Материал и методы Использовали методы ТСХ и газовой хроматографии с масс-селективным детектированием 
(ГХ–МС). Пробоподготовку образцов мочи пациентов с симптомами острых отравлений доксила-
мином, залеплоном, феназепамом и модельных образцов мочи проводили с помощью жидкость-
жидкостной экстракции при рН 9,0 хлороформом для анализа методом ТСХ и смесью этилаце-
тат–диэтиловый эфир (1:1) для ГХ–МС.

Результаты Разработана ТСХ-методика обнаружения доксиламина, залеплона и феназепама, которая поз-
воляет на этапе предварительного исследования быстро выявить их наличие в моче больного, 
а также отличить друг от друга в случае однотипной симптоматики отравления. Для подтверж-
дающего анализа использовался метод ГХ–МС. По сравнению с подтверждающими методами 
разработанная методика ТСХ-скрининга обладает экспрессностью, не требует использования до-
рогостоящего высокотехнологичного оборудования, при этом позволяет дифференцировать док-
силамин, залеплон и феназепам от других токсикологически значимых психоактивных веществ, 
обнаруживаемых при общем скрининге.
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ГХ–МС	 — газовая хроматография с масс-селективным 
детектированием

ТСХ	 — тонкослойная хроматография
УФ-свет	— ультрафиолетовый свет

Rf	 — коэффициент подвижности
Z-препараты — общее название снотворных препаратов 

3- го поколения (залеплон, зопиклон, золпидем)
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Введение

Отравление лекарственными препаратами снот-
ворного и седативного действия является на сегод-
няшний день достаточно актуальной проблемой. Это 
связано как с терапией инсомнии, так и с немедицин-
ским применением таких препаратов. Использование 
многих из них даже с лечебными целями может вызы-
вать привыкание и развитие толерантности [1–3], что 
обуславливает их постоянное применение, иногда во 
все возрастающих дозах. Следствием этого становятся 
передозировки и острые отравления. 

После значительного ограничения применения бар-
битуратов и бензодиазепинов первого поколения для 
терапии инсомнии стали широко применяться небезо-
диазепиновые гипнотики — так назывемые Z-препа-
раты, например залеплон, антигистаминный препарат 
с седативным действием — доксиламин, относительно 
новые представители класса бензодиазепинов, в част
ности, феназепам [2–6]. Однако встречаются острые 
отравления данными препаратами при использовании 
их с суицидальной [7–9] и иными немедицинскими 
целями. Отмечены случаи злоупотребления ими в 
повышенных дозах среди лиц, страдающих наркоза-
висимостью, что приводит к острым отравлениям [7]. 
Следует также отметить, что наиболее известными 
осложнениями при приеме бензодиазепиновых тран-
квилизаторов являются развитие лекарственной зави-
симости, синдром отмены, дневная сонливость и спу-
танность сознания у некоторых групп пациентов даже 
при терапевтическом дозировании. Например, у лиц 
пожилого и старческого возраста возможен высокий 
риск падений вследствие терапии [10–12]. Залеплон 
вызывает быстрое, но кратковременное снотворное 
действие, и у большинства пациентов не приводит к 
дневной сонливости и снижению работоспособности 
[13]. Тем не менее, в литературе упоминаются случаи 
как смертельных, так и несмертельных отравлений 
залеплоном и другими Z-препаратами, несмотря на 
их низкий, по сравнению с бензодиазепинами, леталь-
ный токсический индекс [7, 14, 15].

Следует отметить, что при химико-токсикологи-
ческом анализе возникают трудности при идентифи-
кации указанных препаратов, особенно при их совмес-
тном присутствии. 

Ранее были предложены подходы для раздельного 
обнаружения доксиламина, залеплона и феназепама 
при скрининговом исследовании методом тонкослой-
ной хроматографии (ТСХ) [7, 16–21]. Однако пред-
лагаемые подвижные фазы и способы детектирова-
ния неселективны для обнаружения представленных 
веществ. Иммунохимические методы для доксилами-
на и Z-препаратов не разработаны и не применяются. 
Существующие тест-системы на производные 1,4-бен-
зодиазепина обладают групповой специфичностью и 
не всегда обнаруживают феназепам [22–25].

Таким образом, актуальна разработка доступных 
информативных скрининговых методов для обнару-
жения этих препаратов в биологических средах при 
острых отравлениях.

Цель исследования: разработать методику ТСХ 
для предварительного скринингового обнаружения 
доксиламина, феназепама и залеплона с целью диа-
гностики острых отравлений ими.

Материал и методы

В исследовании использовали: субстанцию-поро-
шок феназепама (Усолье-Сибирский ХФЗ, степень чис-
тоты 99,0%), таблетки шипучие «Донормил» по 15 мг 
(«Бристол-Майерс Сквибб Компани», Франция, годен 
до 11.2022) и капсулы «Анданте» по 10 мг (ОАО «Гедеон 
Рихтер», Венгрия, годен до 05.2022).

Исходный стандартный раствор феназепама с кон-
центрацией 0,5 мг/мл готовили, растворяя точную 
навеску 5 мг субстанции в 10 мл этанола. 

Исходный раствор доксиламина с концентрацией 
около 1,5 мг/мл готовили путем растворения шипучей 
таблетки препарата «Донормил» в количестве 15 мг в 
дистиллированной воде с извлечением вещества дву
кратной экстракцией хлороформом при значении pH, 
равном 9 (регулятор pH — 10% раствор аммиака) [18], 
полученный хлороформный слой отделяли центрифу-
гированием, объединенные хлороформные экстракты 
упаривали в токе азота досуха, а сухой остаток пере-
растворяли в 10 мл этанола. Для определения предела 
обнаружения получали растворы доксиламина с кон-
центрациями 0,5 мг/мл и 1,0 мг/мл путем соответству-
ющего разведения исходного раствора этанолом.

Исходный раствор залеплона с концентрацией 
0,5 мг/мл готовили из содержимого капсулы «Анданте» 
в количестве 10 мг, залеплон извлекали из порошка 
двукратной экстракцией хлороформом при значении 
pH, равном 10 [21], хлороформный слой отделяли цен-
трифугированием, объединенные экстракты упарива-
ли в токе азота досуха, а сухой остаток перерастворяли 
в 20 мл этанола.

Исходный смешанный раствор готовили путем 
смешивания по 2 мл каждого из растворов с концент-
рациями доксиламина 1,5 мг/мл, залеплона 0,5 мг/мл и 
феназепама 0,5 мг/мл. Результирующая концентрация 
веществ представлена в табл. 1.

Для приготовления модельного образца мочи к 
1 мл исходного смешанного раствора добавляли 9 мл 
интактной биологической жидкости. Результирующие 
концентрации веществ указаны в табл. 1.

В качестве неподвижной фазы в ТСХ-исследова-
нии использовали пластины TLC SilicaGel 60 F254 на 
гибкой алюминиевой подложке (Merck). Сравнивали 
следующие подвижные фазы: этилацетат-этанол-25% 
раствор аммиака (10:30:1), толуол-ацетон-метанол-
25% раствор аммиака (45:45:7,5:2,5), этилацетат-мета-
нол-25% раствор аммиака (17:2:1), метанол-диэти-
ламин (9,5:0,5) и хлороформ-метанол-диэтиламин 
(9,5:0,5:0,25). Для детектирования применяли ультра-
фиолетовый свет (УФ-свет) с длиной волны 254 нм, 

Та бл и ц а  1
Концентрация доксиламина, залеплона и феназепама 
в стандартных образцах
Ta b l e  1
The concentration of Doxylamine, Zaleplon and 
Phenazepam in standard samples

Название 
препарата

Концентрация, мг/мл

Исходные 
растворы

Исходный 
смешанный раствор

Модельный 
образец мочи

Доксиламин 0,5; 1,0; 1,5 0,5 0,05

Залеплон 0,5 0,17 0,017

Феназепам 0,5 0,17 0,017
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реактив Драгендорфа и реакцию образования азокра-
сителя. Для получения азокрасителя хроматографи-
ческие зоны обрабатывали раствором серной кислоты 
в этаноле (1:1) и подвергали гидролизу при темпе-
ратуре 130ºC в течение 20 минут, далее на пластин-
ку наносили последовательно 0,1% раствор натрия 
нитрита и 0,1% раствор (N-1-нафтил)-этилендиамина 
дигидрохлорида и наблюдали окрашивание хрома-
тографических зон. Для установления параметров Rf 
хроматографирование образцов в выбранной системе 
проводили в трех повторностях.

В качестве подтверждающих методов при анализе 
проб мочи пациентов с острым отравлением исполь-
зовали ГХ–МС.

Условия анализа методом ГХ–МС: газовый хро-
матограф ThermoTraceGCUltra с масс-спектрометри-
ческим детектором DSQII. Колонка TR-5MS, длина 
30 м, внутренний диаметр 0,25 мм, толщина пленки 
неподвижной жидкой фазы — 0,25 мкм. Газ-носи-
тель — гелий. Температурная программа колонки: 
50°C — 3 минуты, нагрев 100°C/мин до 100°C, 100°C — 
1 минута, нагрев 15°C/мин до 280°C, 280°C — 20 минут. 
Температура инжектора — 220°C. Детектирование 
по полному ионному току в диапазоне m/z 45–650, 
ионизация электронным ударом с энергией 70 eV. 
Длительность анализа — 18 минут.

Пробоподготовка при анализе методом ТСХ. 
5 мл исследуемой пробы мочи или модельного образца 
подщелачивали 10% раствором аммиака до рН, равно-
го 9, добавляли 5 мл хлороформа и экстрагировали в 
течение 3 минут, слои разделяли центрифугированием 
в течение 5 минут при 3500 об/мин. После центрифу-
гирования слой органической фазы упаривали досуха 
в токе азота. Сухой остаток перерастворяли в 0,5 мл 
этанола. На линию старта пластинки наносили 50 мкл 
пробы и по 30 мкл каждого из исходных растворов 
индивидуальных веществ.

Пробоподготовка для анализа методом ГХ–МС. 
К 3 мл мочи добавляли 1 г хлорида натрия, 50 мкл 25% 
раствора аммиака, 50 мкл раствора дифениламина 
(внутренний стандарт в концентрации 100 мкг/мл) 
и 2,5 мл смеси этилацетат-диэтиловый эфир (1:1). 
Экстрагировали в течение 10 минут при перемеши-
вании в шейкере, затем разделяли слои центрифу-
гированием в течение 10 минут при 3500 об/мин. 
Органический слой переносили в стеклянные виалы, 
упаривали досуха под вакуумом и растворяли остаток 
в 100 мкл этилацетата. В хроматограф вводили 2 мкл 
полученного раствора.

Та бл и ц а  2
Значения коэффициента подвижности (Rf) доксиламина, залеплона и феназепама в сравниваемых подвижных фазах 
для тонкослойной хроматографии
Ta b l e  2
Rf values of Doxylamine, Zaleplon and Phenazepam in compared mobile phases for thin layer chromatography

Название вещества Значение Rf в системе растворителей

Этилацетат–этанол–
25% раствор аммиака 

(10:30:1)

Толуол–ацетон–
метанол–25% раствор 
аммиака (45:45:7,5:2,5)

Этилацетат–метанол–
25% раствор аммиака 

(17:2:1)

Метанол–диэтиламин 
(9,5:0,5)

Хлороформ–метанол–
диэтиламин (9,5:0,5:0,25)

Доксиламин 0,29±0,02 0,46±0,02 0,47±0,03 1,0 0,96±0,04

Залеплон 0,85±0,04 0,52±0,02 0,78±0,05 0,88 0,88±0,04

Феназепам 0,87±0,04 0,63±0,03 0,88±0,04 0,91 0,85±0,05

Длительность хроматогра-
фирования, мин

27 15 20 25 26

Результаты и обсуждение

Разработка методики ТСХ-обнаружения 
доксиламина, залеплона и феназепама

Выбор подвижной фазы проводили с учетом вли-
яния состава и полярности на подвижность веществ и 
разрешающую способность хроматографической сис-
темы. Результаты значений коэффициентов подвиж-
ности доксиламина, залеплона и феназепама в сравни-
ваемых системах, установленные в ходе эксперимента, 
представлены в табл. 2.

Исходя из данных табл. 2, среди исследованных 
систем нами была выбрана система толуол-ацетон-
метанол-25% раствор аммиака (45:45:7,5:2,5), посколь-
ку она обеспечивает полное разделение всех трех 
изучаемых веществ, так как хроматографические зоны 
имеют четкие контуры. Длительность хроматографи-
рования составила 15 минут, что удовлетворяет тре-
бованию экспрессности. Эта система рекомендована 
для ТСХ-исследования и некоторых других токсиколо-
гически значимых веществ основного характера [26], 
что позволяет обнаруживать указанные вещества, не 
нарушая общего хода исследования. В остальных сис-
темах коэффициенты подвижности всех веществ или 
пары залеплон и феназепам имели близкие значения и 
не позволяли четко разделять их при одновременном 
присутствии. 

Применяемые способы детектирования хромато
графических зон исследуемых веществ и минималь-
но обнаруживаемые концентрации представлены в 
табл. 3.

По результатам, представленным в табл. 3, можно 
прийти к выводу, что залеплон обладает собственной 
флюоресценцией, а доксиламин гасит флюоресцен-
цию, таким образом, они могут быть обнаружены. 
После проведения гидролиза доксиламин и феназепам 
образуют продукты, которые можно обнаружить по 
характерной флюоресценции в УФ-свете. Последующая 
обработка хроматографических зон залеплона и фена-
зепама 0,1% раствором натрия нитрита и 0,1% раст
вором (N-1-нафтил)-этилендиамина дигидрохлорида 
приводила к образованию окрашенных продуктов. Для 
феназепама — это известный продукт азосочетания 
[16, 26], а для залеплона структура продукта не опреде-
лена, что требует его дальнейшего изучения. Реактив 
Драгендорфа являлся универсальным детектором для 
всех трех веществ так как при его использовании без 
предварительного гидролиза коэффициенты подвиж-
ности (Rf) имели устойчивые значения при анализе 
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как растворов индивидуальных веществ, так и их в 
смешанном растворе.

При хроматографировании образца, содержащего 
все три исследуемых соединения, значения Rf прак-
тически не менялись по сравнению с таковыми при 
хроматографировании исходных растворов индивиду-
альных веществ, укладываясь в рассчитанные и приве-
денные в табл. 2 отклонения. 

Для оценки применимости методики для обнару-
жения веществ после выделения из биологической 
жидкости (мочи) экстракции подвергали модельные 
образцы мочи, содержащие смесь доксиламина, залеп-
лона и феназепама в указанных концентрациях (см. 
табл. 1). Эксперимент проводили в трех повторностях. 
Извлечение и проявление образцов проводили по опи-
санной выше методике. Отклонение Rf не превышало 
10% от установленных на растворах индивидуальных 
веществ величин.

Разработанная нами методика была использована 
при исследовании проб мочи пациентов с подозрени-
ем на отравление доксиламином, феназепамом или 
залеплоном. Во всех экспериментах пятна, соответ
ствующие изучаемым веществам, на хроматограммах 
экстрактов из мочи пациентов с острыми отравле-
ниями имели окраску и значения Rf, подобные уста-
новленным в модельном эксперименте. Результаты 
приведены в табл. 4. 

Полученные результаты были подтверждены при 
ГХ–МС-исследовании биологических проб.

Как видно из табл. 4, среди проанализированных 
проб в двух было подтверждено наличие доксиламина 
и феназепама, обнаруженных с помощью разработан-
ной нами методики ТСХ. При этом их обнаружение не 
осложнялось наличием в пробе других токсикантов. В 
одной из исследованных проб предложенная методика 

Та бл и ц а  3
Оценка различных способов детектирования феназепама, залеплона и доксиламина
Ta b l e  3
Evaluation of different detection methods for Phenazepam, Zaleplon and Doxylamine

Название 
вещества, предел 

обнаружения

Детекторы

УФ, 254 нм Смесь концентрированной 
серной кислоты и этанола (1:1)

УФ, 254 нм после 
гидролиза

Реакция образования 
азокрасителя

Реактив Драгендорфа

Доксиламин 10 мкг Гашение флюоресценции — Ярко-оранжевая флуо
ресценция

— Оранжевое окрашивание

Залеплон 10 мкг Ярко-голубая флуоресценция Светло-зеленое окрашивание Зеленая флуоресценция Розовое окрашивание Оранжевое окрашивание

Феназепам 10 мкг — Желтое окрашивание Зелено-голубая флуо
ресценция

Фиолетовое окрашивание Оранжевое окрашивание

Примечание: УФ — ультрафиолетовый свет
Note: УФ — ultraviolet light

Та бл и ц а  4
Результаты исследования биологических проб пациентов с подозрением на отравления доксиламином 
и феназепамом
Ta b l e  4
The results of analyzing biological samples of patients with suspected Doxylamine and Phenazepam poisoning

№ пробы Обнаружение других веществ

ТСХ ГХ–МС Этанол в крови, г/л Этанол в моче, г/л Другие вещества Примечания

1 Доксиламин, 
феназепам

Доксиламин, 
феназепам

н/о н/о Бисопролол, 
верапамил

2 Доксиламин, 
феназепам

Доксиламин, 
феназепам

2,37 4,65

3 н/о Доксиламин 1,85 2,48 Низкая концентрация 
в пробе

Примечания: ГХ–МС — газовая хроматография с масс-селективным детектированием; н/о — не определено; ТСХ — тонкослойная хроматография
Notes: ГХ–МС — gas chromatography with mass selective detection; н/о — not detected; ТСХ — thin layer chromatography

ТСХ дала отрицательные результаты на доксиламин, 
в то время как он был обнаружен при подтверждаю-
щем исследовании. Причиной ложно-отрицательного 
результата, скорее всего, послужила низкая концент-
рация препарата в пробе. Поскольку в биосредах дан-
ного пациента был также обнаружен этанол — 1,85 г/л в 
крови и 2,48 г/л в моче, — тяжесть состояния пациента, 
вероятно, была обусловлена сочетанным синергичным 
воздействием терапевтической дозы доксиламина и 
этанола. 

По сравнению с подтверждающими методами раз-
работанная методика ТСХ обладает простотой про-
ведения, экспрессностью и не требует использования 
дорогостоящего высокотехнологичного оборудования, 
при этом она позволяет уверенно обнаружить в одной 
смеси доксиламин, залеплон и феназепам, что может 
наблюдаться при острых отравлениях. 

Заключение

Предложенная методика обнаружения доксилами-
на, залеплона и феназепама методом тонкослойной 
хроматографии, включающая хроматографирова-
ние в системе толуол-ацетон-метанол-25% раствор 
аммиака (45:45:7,5:2,5), использование в качестве 
детектора ультрафиолетового света с длиной волны 
254 нм с последующей обработкой пластины реакти-
вом Драгендорфа, а также образование окрашенных 
продуктов по реакции азосочетания после гидролиза 
залеплона и феназепама на пластинке, может быть 
использована для скринингового исследования при 
острых отравлениях доксиламином, феназепамом и 
залеплоном благодаря экспрессности, информатив-
ности, достаточной чувствительности, относительной 
простоте и доступности.
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Выводы

1. Разработана методика тонкослойной хромато
графии обнаружения доксиламина, залеплона и фена-
зепама в биологической жидкости (моче), пригодная 
для экспресс-диагностики острого отравления этими 
препаратами.

2. Предложенная методика проста в использова-
нии, доступна, не требует сложного оборудования и 

реактивов, позволяет обнаружить и дифференциро-
вать доксиламин, залеплон и феназепам при их сов-
местном присутствии.

3. Достаточная чувствительность и информатив-
ность разработанной методики как этапа предвари-
тельного исследования подтверждена результатами 
параллельного анализа проб мочи пациентов методом 
газовой хроматографии-масс-спектрометрии.
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Chemical and Toxicological Diagnosis of Acute Poisoning With Doxylamine, 
Zaleplon, and Phenazepam
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Background The market of hypnotic and sedative drugs is being updated due to the high toxicity of barbiturates and the limitations of their use. Currently, 
safer drugs such as Z-drugs, Doxylamine, and some benzodiazepine derivatives are often prescribed for the treatment of anxiety and insomnia, but they can cause 
acute poisoning if overdosed or in case of nonmedical use.

Aim To establish an affordable express thin-layer chromatography (TLC) technique for preliminary screening detection of Doxylamine, Phenazepam and Zaleplon 
in order to diagnose acute poisoning.

Material and Methods Thin-layer chromatography (TLC) and gas chromatography with mass selective detection (GC-MS) methods were used. Urine samples 
from patients with symptoms of acute Doxylamine, Zaleplon, Phenazepam poisoning, and model urine samples were prepared by liquid-liquid extraction at pH 9.0 
with chloroform for TLC analysis, with ethyl acetate-diethyl ether mixture (1:1) for GC-MS.

Results We developed the TLC method of Doxylamine, Zaleplon and Phenazepam detection which helps reveal their presence in the patient’s urine, as well as 
distinguish one from another in case of similar toxic symptoms. The GC-MS method was used for confirmatory analysis. Compared to confirmatory methods, the 
developed technique of TLC screening is expressive, does not require expensive high-tech equipment, while allowing to differentiate Doxylamine, Zaleplon and 
Phenazepam from each other and from other toxicologically significant psychoactive substances detected in general screening.
Keywords: doxylamine, zaleplon, phenazepam, acute poisoning, TLC, GC-MS
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