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Введение
В современном мире использование психотропных 

лекарственных средств постоянно растет и выходит на уро-
вень стандартных схем в применении при легких и средних 
формах психических нарушений или для поддержания 
психического здоровья пациента без клинической симпто-
матики. Это позволяет иметь регулярный доступ большой 
массы населения к данной группе препаратов, что обусла-
вливает бесконтрольное применение их [1]. Отравления 
психотропными препаратами носит в настоящий момент 
значимый уровень и достигает в последние годы больших 
значений, в связи, с чем возросла потребность в лекар-
ственном мониторинге психотропных и сильнодействую-
щих лекарственных веществ и химико-токсикологических 
исследованиях при определении токсикантов [2, 3].

Для скринингового определения психотропных, нарко-
тических и токсических веществ для установления факта 
приема в биологических жидкостях широко используется 

иммунохроматографический метод (ИХА), оценивающий 
общее содержание представителей группы исследуемых 
соединений. Данные методы имеют отрицательное токси-
кологическое значение. Не обнаружение на этом этапе пси-
хотропных веществ исключает необходимость дальнейшего 
использования подтверждающих методов анализа. В таких 
случаях присутствует вероятность ложноотрицательных 
результатов, что ставит под сомнение употребление данных 
веществ даже при наличии клинической картины упо-
требления их. Существует недостаток при использовании 
данного метода – низкая избирательность специфических 
антител, которая может привести к ложноположительному 
результату исследования [4, 5].

В зоне риска ложноположительных реакций при ис-
пользовании метода ИХА находятся лекарственные сред-
ства группы агонистов бензодиазепиновых рецепторов, 
поскольку по химической структуре не все они являются 
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бензодиазепинами, а некоторые (залеплон и зопиклон) 
другой химической структуры, но схожим механизмом 
действия на рецепторы в организме [6]. Из производных 
бензодиазепинов активно используется в медицинской 
практике феназепам и клобазам

Залеплон – снотворное 
средство, предназначенное для 
лечения тяжелых форм нару-
шения сна, так же встречается 
применение вне медицинских 
показаний или злоупотребление, 
которое избирательно связы-
вается с бензодиазепиновыми 
рецепторами 1 типа (омега‑1). 
Химическое название – N-(3-
(3-(цианопиразоло [1,5-a] пи-
римидин‑7-ил) фенил)-N-эти-
лацетамил – N-этилацетамид), 
является производным пира-
золпиримидина [7, 8].

Зопиклон – снотворное 
средство, относится к группе агонистов бензодиазепи-
новых рецепторов так же, как залеплон. Химическое 
название – (RS)-6-(5-хлор‑2-пиридил)-7[4(4-
метилпиперазин‑1-ил) карбонилокси]-5,6-дигидропи-
роло[3,4-b] пиразин‑5-он [9, 10].

Клобазам – транквилизатор (анксиолическое средство), 
относится к группе бензодиазепинов. Химическое название – 
7-Хлор‑1-метил‑5-фенил‑1H‑1,5-бензодиазе-пин‑2,4(3H,5H)-
дион [11, 12].

Феназепам – транквилизатор, так же как клобазам 
относится к группе бензодиазепинов. Международное 
непатентованное название (МНН) – бромдигидрохлорфе-
нилбензодиазепин. Химическое название – 7-бром‑5-(ор-
то-хлорфенил)-2,3-дигидро‑1Н‑1,4-бензодиазепин‑2-он 
[13, 14].

Цель исследования – предложить рекомендации по ис-
пользованию метода иммунохроматографического анализа 
(ИХА) в условиях ложноположительных и ложноотри-
цательных реакций на наркотические препараты при 
анализе мочи.

Методы исследования
Действующее вещество залеплона, зопиклона, клобаза-

ма и феназепама выделяли из таблеток соответствующих 
лекарственных форм, очищали методом фильтрационной 
адсорбции от вспомогательных веществ, с последующим 
центрифугированием и повторной фильтрацией получен-
ного раствора после доводили в мерной колбе нативной 
мочой до концентрации 0,001 % (10 мкг/мл).

В исследовании методом иммунохроматографиче-
ского анализа использовали экспресс-тест ИХА‑10-
МУЛЬТИТЕСТ-ФАКТОР (ООО «Фактор-Мед Продакшн», 
Россия) для выявления 10 групп наркотических и пси-
хотропных веществ, предназначенный для исследования 
in vitro при одноэтапном качественном одновременного 
выявления следующих соединений: морфина, мариху-
аны, кокаина, амфетамина, метамфетамина, метадона, 
барбитуратов, бензодиазепина, МДМА (уличное назва-
ние – экстази) и ТАД (трициклических антидепрессантов) 
в моче человека.

В иммунохроматографическом анализе анализируемый 
образец мочи абсорбируется поглощающими участками 
хроматографических полосок и в случае наличия в нем ис-
следуемого наркотического вещества (или его метаболитов), 
которое реагирует со специфическими моноклональными 
антителами, пропитанными полоской. При положительной 
реакции качественный результат проявляется в тестовой 
зоне планшета в виде линий розового цвета на уровне 
маркировок С (Control) и в случае появления второй линии 
розового цвета в зоне Т (Test), что указывает на отсутствие 
в исследуемом образце исследуемых наркотических ве-
ществ или их метаболитов, то есть является отрицательным 
результатом анализа. Также возможность отрицательного 
результата может быть в случае, когда же концентрация 
ниже предела обнаружения (чувствительности) на ис-
следуемое вещество. Данные по пределам обнаружения 
представлены в таблице 1.

Анализируемые рабочие образцы растворов залеплона, 
зопиклона, клобазама и феназепама в моче и используемые 
наборы полосок ИХА‑10-МУЛЬТИ-ФАКТОР предвари-
тельно в течение 5–20 минут перед проведением анализа 
доведены до комнатной температуры (t=+18–25 °C).

Рисунок 1. Структурная фор-
мула залеплона

Рисунок 2. Структурная формула зопиклона

Рисунок 3. Структурная форму-
ла клобазама

Рисунок 4. Структурная форму-
ла феназепама
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В чистую сухую емкость вносили анализируемый рас-
твор исследуемого вещества объёмом 1,5–2,0 мл.

Вскрытие индивидуальной упаковки планшета прово-
дили непосредственно перед анализом, извлекали планшет 
и погружали строго вертикально концом со стрелками 
в раствор до уровня ограничительной линии на 20–30 
секунд. После чего извлекали планшет из жидкости, клали 
его на ровную чистую сухую поверхность. Оценку резуль-
тата через 5 минут визуально оценивали по появлению 
и отсутствию соответствующих полос в зоне реакции.

Результаты и их обсуждение
Результаты визуального контроля проведённого иссле-

дования представлены на рисунке 5.
Согласно данным представленным на рисунке 5 фе-

назепам показывает отрицательный тест на бензодиазе-
пины, а клобазам показывает положительную реакцию 
на бензодиазепины, залеплон и зопиклон показывают 
отрицательную реакцию на все 10 групп тестируемых 
соединений. Результаты были апробированы в 6 повтор-
ностях на 3-х концентрациях – 1 мкг/мл, 10 мкг/мл, 100 
мкг/мл. Феназепам дал отрицательный результат при 
проведении исследования, что возможно предположить 
согласно данным научно-практической литературы [15] – 
в настоящее время отсутствует достоверной информации 
о чувствительности и селективности метода при опреде-
лении методом ИХА феназепама или высоким порогом 
предела обнаружения нативного феназепама. Это позво-
ляет предположить, что при определении феназепама 
возможно получение ложноотрицательных результатов 
при определении на группу бензодиазепинов.

Проведена валидационная оценка разработанной методи-
ки со статистической обработкой полученных данных в со-
ответствии с методическими рекомендациями по валидации 
аналитических методик, используемых в судебно-химическом 
и химико-токсикологическом анализе 
биологического материала. Методика 
прошла валидационную оценку по сле-
дующим обязательным параметрам: 
эффект переноса аналита, определе-
ние интерференционных эффектов 
и подавление/повышение ионизации. 
Параметры – чувствительность и специ-
фичность не изучались, так как разра-
ботанная методика относится к пробо-
подготовке, а качественное определение 
проводится по представленной ранее 
методике [16].

Эффект переноса аналита оцени-
вали для идентификации исследуе-
мого вещества в 6-ти повторностях. 
Установление эффекта переноса ана-
лита подтверждали путем 3-х кратно-
го анализа пробы с высокой концен-
трацией аналита и холостого образца.

Определение интерференционных 
эффектов проводили в части дру-
гих часто встречающихся аналитов. 

В практике используются те соединения, которые могут 
быть совместны в приеме с исследуемыми веществами 
или которые могу показать схожие результаты. В нашем 
исследовании использовали соединения внутри группы 
агонистов бензодиазепиновых рецепторов ввиду схожей 
симптоматике при клинической оценке отравления. Оценку 
достигали путем анализа холостых образцов со стандарт-
ными добавками аналита (залеплона, зопиклона, клобазама 
и феназепама).

Результаты валидационной оценки разработанной ме-
тодики по данным параметрам, представлены в таблице 2.

Из таблицы 2 видно, что параметры валидационных 
характеристик соответствуют критериям приемлемости 
(стандартизация отбора проб, обеспечение условий для 
хранения проб, контроль результатов) исследования объ-
ектов при проведении судебно-химического и химико-ток-
сикологического исследования.

Таблица 1
Чувствительность тест-системы методом ИХА

Тест-полоски для определения Чувствительность, 
мкг/мл

опиатов 0,3
каннабиноидов (ТГК) 0,05
для кокаина 0,3
для амфетамина 1,0
для метамфетамина 0,5
для метадона 0,3
для барбитуратов 0,3
для бензодиазепина 0,3
для МДМА (экстази) 0,5
для катинонов 0,01
для «спайсов» (синтетических каннабимиметиков) 0,03
для ТАД (трициклических антидепрессантов) 1,0
для фентанила 0,01
для тропикамида 0,1

Рисунок 5. Результат иммунохроматографического анализа агонистов бензодиазепиновых 
рецепторов водных растворов с концентрацией 10 мкг/мл (А – зопиклон, Б – феназепам, 
В – залеплон, Г – клобазам)

Таблица 2
Результаты оценки валидационных характеристик методики ИХА при исследовании 

образцов залеплона, зопиклона, клобазама и феназепама

Параметр Результат

Оценка переноса аналита «Переноса» аналита для 10 мкг/мл не наблюдается

Определение интерференционных 
эффектов

Отсутствие интерференционных эффектов среди 
агонистов бензодиазепиновых рецепторов (залеплон, 
зопиклон, клобазам, феназепам) и их метаболитов
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Выводы
Используемый метод ИХА в качестве предварительного 

скринигового метода при обнаружении агонистов бензо-
диазепиновых рецепторов разной химической структуры 
дает достоверные отрицательные результаты на залеплон 
и зопиклон. При исследовании на клобазам результат по-
ложительный на бензодиазепины, а на феназепам дает 
ложноотрицательный результат при обнаружении на группу 
бензодиазепинов.
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