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Аннотация. Актуальность исследования: Количественное определение эндогенных веществ является важной задачей в экспериментальной 
и клинической фармакологии. В случае работы с эндогенными соединениями возникают определённые сложности. Главным из них является не-
возможность получения такой же биоматрицы без эндогенного соединения для использования в качестве эталонных растворов при построении 
калибровочных кривых. Цель: Цель исследования – разработка математической методики расчёта концентрации эндогенных соединений в био-
объектах с помощью хроматографических методов, позволяющей получить статистически достоверную интервальную оценку концентрации 
эндогенных соединений. Материалы и методы: для реализации вычислительной части предложенного алгоритма используется программа инже-
нерных расчётов Mathcad версии 15.0. Результаты: Разработана математическая методика расчёта концентрации эндогенных соединений в био-
объектах с помощью хроматографических методов, которая позволяет получить статистически достоверную интервальную оценку концентрации 
эндогенных соединений. Особенностью данной методики является использование исключительно анализируемого биообъекта для проведения 
количественного определения эндогенных веществ, без использования так называемых «чистых» биообъектов для калибровочных кривых, а также 
дорогостоящих дейтерированных аналогов маркеров – субстратов изоферментов CYP450 и их метаболитов. Это позволяет сохранить оригинальный 
биоматричных эффект при снятии хроматограммы. Также используется статистический аппарат для исключения возможных грубых ошибок. Для 
подтверждения достоверности разработанного метода количественного определения установлена сходимость результатов, полученных данным 
методом и при использовании дейтерированных стандартов. Выводы: Разработана математическая методика расчёта концентрации эндогенных 
соединений в биообъектах с помощью хроматографических методов, которая позволяет получить статистически достоверную интервальную 
оценку концентрации эндогенных соединений.  
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An approach to the quantitative determination of endogenous substances in biological fluids by  
a chromatographic method using a mathematical apparatus
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Abstract. Relevance of the study: The quantification of endogenous substances is an important task in experimental and clinical pharmacology. In the case 
of working with endogenous compounds, certain difficulties arise. The main one is the impossibility of obtaining the same biomatrix without endogenous 
compounds for use as standard solutions in the construction of calibration curves. Purpose: The aim of our study was to develop a mathematical methodology 
for calculating the concentration of endogenous compounds in biological objects measured by chromatography, which allows us to obtain a statistically 
reliable interval estimation of the concentration of endogenous compounds. Materials and methods: To implement the computational part of the proposed 
algorithm, the Mathcad engineering calculation program version 15.0 from PTC (Parametric Technology Corporation) is used, which operates under the family 
of Windows operating systems (XP, 7, Vista, 8). Main results: A mathematical methodology has been developed for calculating the concentration of endogenous 
compounds in biological objects measured by chromatography, which allows one to obtain a statistically reliable interval estimate of the concentration of 
endogenous compounds. A feature of this technique is the use of an exclusively analyzed bioobject for quantitative determination of endogenous substances, 
without the use of so-called “pure” bioobjects for calibration curves, as well as expensive deuterated analogs of markers – substrates of CYP450 isoenzymes 
and their metabolites. This allows you to maintain the original biomatrix effect when removing the chromatogram. A statistical apparatus is also used to 
eliminate possible gross errors. To confirm the reliability of the developed method of quantitative determination, the convergence of the results obtained 
by this method using deuterated standards is established. Conclusions: A mathematical methodology has been developed for calculating the concentration 
of endogenous compounds in biological objects measured by chromatography, which allows one to obtain a statistically reliable interval estimate of the 
concentration of endogenous compounds. A feature of this technique is the use of only the analyzed bioobject for quantitative determination of endogenous 
substances, which allows you to maintain the original biomatrix effect when removing the chromatogram.
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Введение / Introduction

Количественное определение эндогенных веществ 
является актуальной задачей в диагностике заболе-
ваний, определении метаболической активности, 
определении маркеров патологических состояний.  
В данной работе количественное определение наи-
более актуально для определения активности изо-
фермента цитохрома P450 методом фенотипирования 
с использованием эндогенных субстратов, таких как 
кортизол, пинолин, холестерин и др.

Для количественного определения с помощью 
инструментального физико-химического хромато-
графического метода преимущественно используется 
два подхода к обработке данных, а именно: метод 
абсолютной градуировки (калибровки) и метод вну-
треннего стандарта. Причём и тот, и другой метод 
практически предполагает построение калибровочной 
кривой, эталонные растворы которых необходимо 
хроматографировать в строго идентичных условиях, 
что и анализируемый образец. К таким условиям от-
носятся: температура, давление, параметры прибора 
и колонки, подвижная и неподвижная фазы, раство-
ритель, методика пробоподготовки и прочее.

Сложность определения концентрации эндоген-
ного соединения в биообъекте с использованием 
хроматографического метода заключается в невоз-
можности получения такой же биоматрицы без эн-
догенного соединения для использования в качестве 
эталонных растворов при построении калибровочных 
кривых (рис. 1).

Для решения данных вопросов необходимо раз-
работать соответствующую методику. В связи с этим, 
целью данного исследования была разработка матема-
тической методики расчёта концентрации эндогенных 
соединений в биообъектах, измеренных методом хро-
матографии, позволяющую получить статистически 
достоверную интервальную оценку концентрации 
эндогенных соединений.

Количественное определение эндогенных веществ 
является важной задачей в экспериментальной и 
клинической фармакологии, что подтверждается 
большим количеством работ в данном направлении, 
например [1, 2].

При количественном определении методом хро-
матографии в фармакологии используется два подхода 
к обработке данных: метод абсолютной градуировки 
(калибровки) и метод внутреннего стандарта. Оба 
метода предполагают построение калибровочной 
кривой, эталонные растворы которых необходимо 
хроматографировать в одинаковых условиях с ана-
лизируемым образцом.

В случае работы с экзогенными соединениями, 
как правило, сначала разрабатывается методика ко-
личественного определения вещества в водном или 
спиртовом растворе (но не в биожидкости). Далее 
разрабатывается методика количественного опре-
деления экзогенного вещества непосредственно в 
биожидкости, например, в плазме крови, на так на-
зываемой «чистой» плазме. Такая методика состоит 
из двух частей. Во-первых, разрабатывается методика 
пробоподготовки, основной целью которой является 

Рис. 1. Калибровочная кривая для экзо- (а) и эндогенного (б) вещества
Figure 1. Calibration curve for exo- (a) and endogenous (b) substances

а б
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получение максимального количества определяемого 
вещества в подходящем растворителе, то есть подбира-
ются операции и материалы для достижения оптималь-
ного процента экстракции вещества, который в над-
лежащих практиках, как правило, составляет 70–80 % 
и более. Во-вторых, разрабатывается методика хрома-
тографирования, целью которой является непосред-
ственное количественное определение: выбор метода 
обработки результатов, выбор внутреннего стандарта 
(если используется метод внутреннего стандарта), вы-
бор рабочих растворов и калибровочных стандартов, 
подбор параметров хроматографирования и прочее.

В случае работы с эндогенными соединениями воз-
никают определённые сложности. Кроме указанных 
ранее, следует отметить, что отсутствует «чистая» плаз-
ма, то есть такая же плазма без соединения. Эту про-
блему в основном решают получением «чистых» или 
модельных биожидкостей путём разного рода очисток, 
в процессе которых происходит очистка не только от 
интересуемого эндогенного соединения, но и от других 
веществ, влияющих на общий уровень базовой линии 
при хроматографировании, на неидентичность условий 
пробоподготовки модельных и анализируемых образцов.

Материалы и методы / Materials and methods 

Средства ПО / Software
Для реализации вычислительной части предложен-

ного алгоритма используется программа инженерных 
расчётов Mathcad версии 15.0 от корпорации PTC 
(Parametric Technology Corporation), которая функцио-
нирует под управлением семейства операционных си-
стем Windows (XP, 7, Vista, 8). Главными достоинствами 
Mathcad и его колоссальным преимуществом перед 
другими расчётными средствами являются лёгкость и 
наглядность программирования задачи, отображение 
сложных математических выражений в том виде, в 
каком они обычно записываются на листе бумаги, то 
есть отсутствие специального языка программирова-
ния, простота использования, возможность создания 
средствами Mathcad высококачественных технических 
отчётов с таблицами, графиками и текстом. 

В данной работе разработана математическая ме-
тодика количественного определения эндогенных 
веществ хроматографическим методом (рис. 2).

Пробоподготовка и хроматографирование / Sample 
preparation and chromatography

Методика пробоподготовки и хроматографирова-
ния соответствует методике Смирнова В.В. [3]. 

Рассмотрим различные блоки предлагаемого ал-
горитма более подробно.

Генерация выборочной совокупности концентраций 
/ Generation of a concentrations sample set  

После хроматографирования двух совокупностей 
проб – серии стандартных разведений в органическом 

растворителе и серии стандартных концентраций в 
нативной плазме, экстрагируемых впоследствии в 
органический растворитель – имеем данные, пред-
ставленные в табл. 1 и 2.

В табл. 1 и 2 концентрации C ′i и Ci (при m = n) могут 
быть одинаковыми, а концентрация C0, как правило, 
равна нулю.

Найдем среднее значение неизвестной концен-
трации x  вещества A в нативной плазме и среднее 
значение % экстракции .z

Предположим z z z z zi n0 1= = = = = =... ... ,  тогда 
для 0-го и 1-го измерения:
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Обозначим x x= 01.

Таблица 1

Измерения серии стандартных разведений

Table 1

Measurements of a series of standard dilutions

Известные концентрации из серии 
стандартных разведений в органиче-

ском растворителе C

Площадь пиков на 
хроматограмме S ′

C ′1 S ′1

C ′2 S ′2

… …

C ′i S ′i

… …

C ′m S ′m

Таблица 2

Измерения серии стандартных концентраций в нативной плазме

Table 2

Measurements of a series of standard concentrations in native plasma

Неизвестные концентрации в нативной 
плазме вещества А, извлечённого в 

органический растворитель С

Площадь пиков на 
хроматограмме S

(x + C0)z0 S0

(x + C1)z1 S1

(x + C2)z2 S2

… …

(x + Ci)zi Si

… …

(x + Cn)zn Sn
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Рис. 2. Алгоритм количественного определения эндогенных веществ в биообъектах хроматографическим методом
Figure 2. Algorithm for quantitative determination of endogenous substances in biological objects by chromatographic 
method
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Для i-го и (i + 1)-го измерения
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Условие i < j ограничивает дублирование данных, 
поскольку xij = xji.

Вычисленные значения неизвестных концентра-
ций можно представить в виде матрицы (n + 1) × (n + 1):
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 (рис. 3). 

На основе этой матрицы неизвестных концен-
траций получаем выборочное среднее значение по 
выборке:
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Также получаем выборочное среднее квадратичное 
отклонение (СКО) по выборке:
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Теперь, зная значение x,  можно найти среднее 
значение % экстракции z .  Для этого используем со-
отношения с известными концентрациями из серии 
стандартных разведений.
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Получаем выборку случайной величины ξz объёмом 
m, для которой можно посчитать среднее значение.
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Таким образом, имеется выборка случайной ве-
личины ξz объёмом m(n + 1). 

Пусть также вектор средних по строчкам значений 
запишем:
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.Рис. 3. Пример генеральной совокупности неизвест-
ных концентраций
Figure 3. An example of a population of unknown 
concentrations
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Откуда выборочное среднее значение % экстрак-
ции определяется по формуле:
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Также получаем выборочное СКО % экстракции:

s
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Проверка нормальности распределения
Далее распределение полученных выборок необ-

ходимо проверить на нормальность. Для этого выдви-
гаются и проверяются основная (H0) и альтернативная 
(H1) гипотезы.

H0: Значения измерений концентрации эндоген-
ного вещества подчиняются нормальному закону 
распределения;

H1: Значения измерений концентрации эндоген-
ного вещества не подчиняются нормальному закону 
распределения.

Для выбора критерия проверки предлагается руко-
водствоваться таким параметром, как объём выборки. 
Если объём выборки менее 40, то можно использовать 
непараметрический критерий Колмогорова, в против-
ном случае (объём выборки от 40 и более), согласно 
рекомендации, используется параметрический кри-
терий Пирсона.

Непараметрический критерий Колмогорова стро-
ится на основании выборочной функции распределе-
ния F(x), которая для вариационного ряда выборки 
x x x xi N1 2≤ ≤ ≤ ≤ ≤... ...  равна:

F x

x x

i

N
x x x i N

x x

i i

N
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Проверяется степень различия выборочной F(x) 
и гипотетической F0(x) функций распределения. В 
качестве меры отклонения считается максимальная 
по модулю разница между этими функциями:

D F x F x= −max ( ) ( ) .0

По теореме Колмогорова оценивается вероят-
ность того, что расхождение между гипотетической 
и выборочной функцией распределения будет иметь 
полученное значение D. Теорема Колмогорова вы-
глядит следующим образом:

lim ( ) ( ),
N

P N D k
→∞

< =λ λ

где: k(λ) — функция Колмогорова.
Таким образом, для проверки по критерию Кол-

могорова заданной выборки на нормальность, не-
обходимо:

1) выбрать число интервалов для x и их границы;
2) определить для этих интервалов значения вы-

борочной F(x) и гипотетической F0(x) функций рас-
пределения;

3) определить максимальный модуль отклонения 
D этих функций по всем интервалам;

4) посчитать значение критерия для нашей кон-
кретной выборки

 λ = D N ;  

6) задаться уровнем значимости α для проверки 
гипотезы;

7) посчитать критическое значение λα из формулы:

lim ( ) ( ) ;
N

P k
→∞

< = = −λ λ λ αα α 1

8) сравнить значение критерия и критического 
значения.

Если λ λα< , то гипотеза H0 принимается с уровнем 
значимости α, т. е. делается вывод о нормальности 
закона распределения. Если λ λα≥ ,   то гипотеза H0 
отвергается с уровнем значимости α.

Критерий Пирсона / Pearson's criterion
Параметрический критерий Пирсона строится на 

основании выборочной функции плотности вероят-
ности.

Проверяется степень различия выборочной и гипо-
тетической вероятностных функций. В качестве меры 
отклонения считается взвешенная сумма квадратов 
отклонений между выборочной и гипотетической 
вероятностными функциями:

Z N
pi N

p
i

r
i

i= −



=

∑ 1

1

2ν
.

Распределение данной величины в случае нор-
мального распределения выборки подчиняется закону 
хи-квадрат χ2. На этом и основан критерий Пирсона.

Таким образом, для проверки по критерию Пирсо-
на заданной выборки на нормальность, необходимо:

1) выбрать число интервалов для x и их границы;
2) определить для этих интервалов значения вы-

борочной 
νi

N
 и гипотетической pi  вероятностных 

функций;
3) посчитать значение критерия для нашей кон-

кретной выборки;
4) задаться уровнем значимости α для проверки 

гипотезы;
5) определить критическое значение χ2 

α,r-l-1  с  r-l-1 
степенями свободы, где r – количество интервалов, 
l – количество параметров, которые оцениваются 
из выборки (для нормального распределения их 2 – 
среднее и СКО);

6) сравнить значение критерия и критического 
значения.
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Если Z r l< − −χα, ,1
2  то гипотеза H0 принимается с 

уровнем значимости α, т. е. делается вывод о нор-
мальности закона распределения. Если Z r l≥ − −χα, ,1

2  
то гипотеза H0 отвергается с уровнем значимости α.

Проверка на промахи / Check for outliers
Для обнаружения грубых ошибок (выбросов) мож-

но воспользоваться критерием Граббса, в котором 
проверяются максимальные и минимальные значе-
ния выборки, для которых вычисляются следующие 
значения критерия:

G
x x

S
i j i j

ij

x
1 =

−
<

| max( ) |
;, ,
    G

x x

S
i j i j

ij

x
2 =

−
<

| min( ) |
, ,

Критическое значение критерия Граббса GT явля-
ется табулированным значением. 

Если G1 > GT, то значение max( )xij  считают прома-
хом и исключают из выборки и дальнейшей обработки 
результатов измерений. Если G2 > GT, то значение 
min( )xij  считают промахом и исключают из выборки 
и дальнейшей обработки результатов измерений.

Интервальная оценка / Interval estimation
Получим интервальную оценку математического 

ожидания (неизвестной концентрации x).

µ µ µx x= = ;    s
s

N
x

x= ;    
x

s

x

s
N t

x x
N

− = − ∈ −
µ µ

1,

где tN − 1 — распределение Стьюдента с числом степеней 
свободы N − 1.

Зададимся уровнем значимости α = 1 − P или до-
верительной вероятностью P = 1 − α.

Пусть необходимо найти интервал, в котором 
окажется значение µx с вероятностью, например,  
90 %, т. е. p = 0,9 (или α = 0,1).

Возьмём 2 квантиля распределения Стьюдента 
t
N −1

2
,
α  и t

N − −1 1
2

,
α  ( , .tN −1 0 05  и tN −1 0 95, . ).   

Вероятность того, что случайная величина 
x
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т. к. распределение Стьюдента симметрично, то 
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Таким образом, доверительный интервал
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Абсолютная погрешност

 ∆x
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Аналогичную обработку и оценку проводят также 
и для % экстракции.

Заключение / Conclusion

Разработана математическая методика расчёта кон-
центрации эндогенных соединений в биообъектах, из-
меренной методом хроматографии, которая позволяет 
получить статистически достоверную интервальную 
оценку концентрации эндогенных соединений. Особен-
ностью данной методики является использование ис-
ключительно анализируемого биообъекта для проведения 
количественного определения эндогенных веществ, без 
использования так называемых «чистых» биообъектов 
для калибровочных кривых. Это позволяет сохранить 
оригинальный биоматричный эффект при снятии хрома-
тограммы. Также используется статистический аппарат 
для исключения возможных грубых ошибок.
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