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РЕФЕРАТ 
На сегодняшний день оценка функционального состояния гепатобилиарной 
системы посредством анализа изменений клиренса экзогенного кофеина явля-
ется одним из перспективнейших печёночных нагрузочных проб. Цель иссле-
дования - установить фармакокинетическое изменение уровней экзогенного 
кофеина в плазме крови лабораторных животных с целью дальнейшего инду-
цирования различных патологий печени и последующей оценки изменения его 

клиренса. Для исследования были использованы нелинейные лабораторные крысы (18 
самцов, 18 самок, средняя живая масса 180 г. ±4%, возраст- 3 месяца). Из подопытных 
животных было сформировано 3 группы (по 6 самок и 6 самцов в каждой), каждой из 
которых подкожно вводился 20% раствор кофеин-натрия бензоат (ООО «Мосагроген», 
Россия) с шагом в 50 мг/кг (50, 100, 150) в пересчёте на чистый кофеин. 

При использовании дозировок в 100 и 150 мг/кг нами отмечалась нелинейная 
биотрансформация исследуемого вещества, а именно, пиковые значения концентрации 
спустя 4 часа после введения, что также является стандартным фармакокинетическим 
показателем для дозировок, проходящих по верхней границе терапевтической широты 
препарата и связано с тем, что при подобных дозировках ферментная система цитохрома 
Р-450 не отличается реактивностью по сравнению со временем всасывания вещества. 

В результате эксперимента, нами были установлены начальные и пиковые уров-
ни кофеина для дальнейшего изучения его изменений при искусственном индуцирова-
нии гепатопатий различного генеза в конкретной экспериментальной группе лаборатор-
ных животных. Также нами было отмечено отсутствие зависимости от пола перечислен-
ных уровней, причём такие результаты согласуются с полученными данными других 
исследователей. 

https://rscf.ru/project/23-26-00011/
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ВВЕДЕНИЕ / INTRODUCTION 
На сегодняшний день оценка функци-

онального состояния гепатобилиарной 
системы посредством анализа изменений 
клиренса экзогенного кофеина является 
одним из перспективнейших печёночных 
нагрузочных проб, что обусловлено его 
исключительным (97-98%) метаболизмом 
с задействием ферментной системой ци-
тохрома Р-450 с образованием таких про-
дуктов биотрансформации, как теобро-
мин и теофиллин, которые, с точки зре-
ния своих химических свойств, не опре-
деляются специфическими количествен-
ными и качественными кофеиновыми 
реакциями, что позволяет с высокой точ-
ностью дифференцировать уровни кофеи-
на в биологических жидкостях и оцени-
вать динамику его биотрансформации, 
которая существенно видоизменяется при 
наличии функциональных нарушений. 
Кофеин относительно быстро и в полном 
объёме достигает система кровотока неза-
висимо от способа введения, имеет низ-
кое связывание с плазмой, а также корот-
кий период полувыведения, отличную 
переносимость (при условии контроля его 
влияния на сердечно-сосудистую систе-
му), и его биотрансформация практиче-
ски ограничивается печенью [1,2,3,4,5,6]. 

Несмотря на большой потенциал кофе-
ина в качестве ординарного вещества для 
тестирования функции печени [7], его 
использование до сих пор не нашло ши-
рокого клинического применения. Основ-
ной проблемой в использовании данного 
метода является широкая видовая и инди-
видуальная вариабельность основных 
фармакокинетических параметров, что не 
позволяет однозначно подобрать методи-
ку измерения уровней кофеина.  

Таким образом, наиболее оптималь-
ным способом оценки клиренса является 
его индивидуальное изучение у живот-
ных, здоровых с точки зрения клинико-
биохимических параметров, с дальней-
шим индуцированием гепатопатологий 
различного генеза на тех же животных. 
Подобные дизайны эксперимента объяс-
няются тем, что, несмотря на то, что фар-
макокинетика кофеина изучалась во мно-

жестве клинических испытаний, каждое 
из которых имело свою направленность, 
полученные другими исследователями 
данные невозможно использовать в связи 
с изменчивостью данного показателя ин-
дивидуально у каждого животного. 

Цель исследования - установить фар-
макокинетическое изменение уровней 
экзогенного кофеина в плазме крови ла-
бораторных животных с целью дальней-
шего индуцирования различных патоло-
гий печени и последующей оценки изме-
нения его клиренса. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДО-
ВАНИЯ / MATERIALS AND METHOD  

Исследования проводились в виварии 
кафедры фармакологии и токсикологии 
ФГБОУ ВО СПбГУВМ. Исследования 
были проведены в соответствии принци-
пами Европейской конвенции о защите 
позвоночных животных, используемых 
для экспериментов и других научных це-
лей, правилами надлежащей лаборатор-
ной и клинической (GLP и GCP) практи-
ки, а также требованиям Директивы 
2010/63/EU Европейского парламента и 
совета Европейского Союза от 22 сентяб-
ря 2010 года по охране животных, ис-
пользуемых в научных целях [8,9]. Ди-
зайн исследования одобрен комиссией по 
биоэтике ФГБОУ ВО «Санкт-
Петербургский государственный универ-
ситет ветеринарной медицины». 

Для исследования были использованы 
нелинейные лабораторные крысы (18 сам-
цов, 18 самок, средняя живая масса 180 г. 
±4%, возраст- 3 месяца) [10], закупленные 
в Федеральном государственном унитар-
ном предприятии «Питомник лаборатор-
ных животных «Рапполово». 

Перед исследованием все животные 
были подвергнуты профилактическому 
карантинированию (акклиматизационный 
период). В течение карантинирования 
проводили ежедневный осмотр каждого 
животного (поведение и общее состоя-
ние), дважды в день животных наблюдали 
в клетках (заболеваемость и смертность) 
[11].  

В комнате содержания животных под-
держивались следующие условия окружа-
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ющей среды: температура окружающего 
воздуха 18-24℃; относительная влаж-
ность 50-60%; автоматическая смена 12-
ти часового светового периода (06.00-
18.00 – день, 18.00-06.00 –ночь); 100% 
вентилирование без рециркуляции со сме-
ной воздуха 7-12 объемов комнаты в час 
[12]. 

Крыс содержали в поликарбонатных 
клетках на подстиле площадью 2150 см2. 
В качестве подстилки использовались 
опилки деревьев нехвойных пород, стери-
лизованные в сухожаровом шкафу. Для 
кормления животных использовался ком-
бикорм полнорационный для лаборатор-
ных животных ЛБК-120 (Тосненский 
комбикормовый завод), соответствующий 
ГОСТ 34566-2019. Профильтрованная 
водопроводная вода давалась в стандарт-
ных автоклавированных питьевых буты-
лочках [12]. 

Из подопытных животных было сфор-
мировано 3 группы (по 6 самок и 6 сам-
цов в каждой), каждой из которых под-
кожно вводился 20% раствор кофеин-
натрия бензоат (ООО «Мосагроген», Рос-
сия) с шагом в 50 мг/кг (50, 100, 150) в 
пересчёте на чистый кофеин. Данные до-
зировки обосновываются тем, что, по 
мнению большинства исследователей, 
именно такой шаг, попадающий в тера-
певтическую широту действия препарата, 
даёт наиболее прогнозируемые и опреде-
ляемые концентрации кофеина в плазме 
крови. 

По истечении 10 минут после введе-
ния у каждого животного регистрирова-
лись показатели электрокардиограммы с 
помощью беспроводной системы реги-
страции и анализа ЭКГ животных 
«Физиобелт» (ООО «Нейробиотикс», Рос-
сия) с целью исключения животных из 
эксперимента при наличии негативных 
реакций на вводимый препарат со сторо-
ны сердечно-сосудистой системы. 

Спустя 30 мин., 1, 2, 4, 8 и 12 часов у 
подопытных животных отбирали кровь 
путём венепункции хвостовой вены 
[13,14] с сохранением ее интактного со-
стояния и получения плазмы, в которой с 
помощью модернизированной методики 

определения кофеина в биологических 
жидкостях Стреловой О.Ю. и Чувиной 
Н.А. (2008 г.)[15] регистрировался уро-
вень кофеина. Для реализации вышеука-
занной методики использовали спектро-
фотометр модели УФ-1100 («Shanghai 
Mapada Instruments Co.,Ltd», Китай). Об-
щее количество отобранного за 6 вене-
пункций биоматериала не превышало 1% 
от общего объема крови [16]. Временные 
интервалы выбирались исходя из зареги-
стрированного периода полувыведения 
препарата. 

Математико-статистическую обработ-
ку полученных данных проводили с ис-
пользованием программы Statistica 6.1. 
Рассчитывали среднюю арифметическую 
(М) и ее среднюю ошибку (m). Расчет 
достоверности разницы (р) по критерию 
Стьюдента не проводился в связи с поис-
ковым характером исследования и отсут-
ствием групп сравнения.  

РЕЗУЛЬТАТЫ / RESULTS  
В результате эксперимента негатив-

ных реакций на введение препарата со 
стороны сердечно-сосудистой системы 
отмечено не было, токсическое действие 
препарата не проявлялось. Уровень кофе-
ина в плазме крови представлены в табли-
це 1. 

При использовании дозировки в 50 мг/
кг наблюдалось стандартное линейное 
снижение уровня кофеина в плазме крови 
с резким снижением на 4 час после сни-
жения, что, в целом, отражает стандарт-
ную для данного вещества фармакокине-
тику. Тот факт, что по истечении 12 часов 
кофеин не определялся, свидетельствует 
о его естественной метаболизации и от-
сутствии функциональных способностей 
печени. 

При использовании дозировок в 100 и 
150 мг/кг нами отмечалась нелинейная 
биотрансформация исследуемого веще-
ства, а именно, пиковые значения концен-
трации спустя 4 часа после введения, что 
также является стандартным фармакоки-
нетическим показателем для дозировок, 
проходящих по верхней границе терапев-
тической широты препарата и связано с 
тем, что при подобных дозировках фер-
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ментная система цитохрома Р-450 не от-
личается реактивностью по сравнению со 
временем всасывания вещества.     

По сравнению с начальными и пико-
выми уровнями, количество кофеина в 

сыворотке спустя 12 часов после введе-
ния можно считать «следовым», что так-
же может свидетельствовать об отсут-
ствии метаболических изменений (рис.1). 

Таблица 1 
Уровень кофеина в плазме крови (в мкг) после введения  

экзогенного кофеина 

Вводимая дозиров-
ка препарата  

(в пересчете на 
чистый кофеин 

50 мг/кг 100 мг/кг 150 мг/кг 

T после введения / 
пол животных 

♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ 

30 мин 18,1±0,3 19,4±1,2 53,0±5,2 51,2±5,8 94,3±9,7 92,8±9,4 

1 час 16,5±0,2 16,9±0,9 48,3±3,1 49,7±3,3 89,1±7,3 90,3±7,1 

2 часа 13,2±0,3 13,3±0,4 51,1±2,5 50,8±3,4 92,5±4,3 91,4±4,7 

4 часа 8,4±0,1 7,8±0,3 62,7±2,3 63,1±3,1 97,4±5,4 95,3±5,2 

8 часов 4,1±0,2 3,5±0,1 52,2±2,6 51,4±2,2 81,2±5,2 84,7±5,6 

12 часов - - 4,6±0,1 5,0±0,2 35,6±3,5 39,1±3,3 

Анализируя полученные данные, нами 
было отмечено отсутствие корреляции 
между характером биотрансформации 
кофеина у самцов и самок. Это согласует-
ся с авторами других источников [2,3], 
что дает нам основание не использовать 
для дальнейших расчетов данный показа-
тель. В связи с особенностью фармакоки-
нетики кофеина нами фиксировалась его 
максимальная концентрация при введе-
нии дозировок нижней границы терапев-
тической широты (50 мг/кг) спустя 30 
минут после введения с характерным ли-
нейным снижением, в то время как при 
введении максимально допустимых дози-
ровок (верхняя граница терапевтической 
широты, 100 и 150 мг/кг) максимальная 
концентрация наблюдалась спустя 4 часа 
после введения, что связано с задержкой 
индукции звеньев ферментной системы 
цитохрома Р-450 для дальнейшей био-
трансформации кофеина, после чего 

наблюдалось линейное уменьшение его 
уровня. 

 
ВЫВОДЫ / CONCLUSION  
В результате эксперимента, нами бы-

ли установлены начальные и пиковые 
уровни кофеина для дальнейшего изуче-
ния его изменений при искусственном 
индуцировании гепатопатий различного 
генеза в конкретной экспериментальной 
группе лабораторных животных. Полу-
ченные данные позволят изучить измене-
ния уровня кофеина у данной группы 
животных, только уже при эксперимен-
тальных гепатотоксичных состояниях.  

Так как нами отмечена нелинейность 
выведения кофеина при дозировках 100 
мг/кг и 150 мг/кг, необходимо при после-
дующей постановке эксперимента, ис-
пользовать все 3 дозировки 
(минимальную, оптимальную и макси-
мальную терапевтическую), а диагности-
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Рисунок 1 – Уровень кофеина в плазме крови (в мкг) у самцов (♂) и самок (♀), после 
подкожного введения 20% раствора кофеин-натрия бензоата в дозе 50,100 и 150мг/кг 

ческим критерием будет является измене-
ние динамики биотрансформации кофеи-
на.  

В продолжении исследований плани-
руется создание так называемых 
«кофеиновых» кривых (графиков, отра-
жающих динамику элиминации экзоген-
ного кофеина в зависимости от времени и 
дозировки), которые позволят выявить 
наиболее релевантную нагрузочную дози-
ровку, позволяющую по вектору графика 
элиминации делать выводы о функцио-
нальном состоянии печени, что в перспек-
тиве позволит углубить знание о прогно-
стических функциях изменений клиренса 
различных фармацевтических субстан-
ций. 
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ABSTRACT  
To date, the assessment of the functional 

state of the hepatobiliary system by analyz-
ing changes in the clearance of exogenous 
caffeine is one of the most promising hepatic 
stress tests. The purpose of the study was to 
establish the pharmacokinetic change in the 
levels of exogenous caffeine in the blood 
plasma of laboratory animals in order to fur-
ther induce various liver pathologies and 
subsequently assess the change in its clear-
ance. 

For the study, non-linear laboratory rats 
were used (18 males, 18 females, average 
live weight 180 g ± 4%, age 3 months), 

Of the experimental animals, 3 groups 
were formed (6 females and 6 males each), 
each of which was injected subcutaneously 
with a 20% solution of caffeine sodium ben-
zoate (Mosagrogen LLC, Russia) in incre-
ments of 50 mg/kg (50, 100, 150) in terms of 
pure caffeine. 

When using dosages of 100 and 150 mg/
kg, we noted a non-linear biotransformation 
of the test substance, namely, peak concen-
trations 4 hours after administration, which 
is also a standard pharmacokinetic indicator 
for dosages passing along the upper limit of 
the therapeutic latitude of the drug and is due 
to the fact that that at such dosages, the cyto-
chrome P-450 enzyme system does not differ 
in reactivity compared to the absorption time 
of the substance. 

As a result of the experiment, we estab-
lished the initial and peak levels of caffeine 
for further study of its changes during the 
artificial induction of hepatopathy of various 
origins in a specific experimental group of 
laboratory animals. We also noted the ab-
sence of dependence on the sex of the listed 
levels, and such results are consistent with 
the data obtained by other researchers. 
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