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Ñóëüôîíàìèäû ÿâëÿþòñÿ êëàññîì ñèíòåòè÷åñêèõ

ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ, îáëàäàþùèõ áàêòåðèîñòà-

òè÷åñêèì ýôôåêòîì â îòíîøåíèè áàêòåðèé, âèðóñîâ,

ãðèáîâ, ïðîñòåéøèõ. Íåñìîòðÿ íà âûðàáîòàííóþ ðå-

çèñòåíòíîñòü íåêîòîðûõ øòàììîâ áàêòåðèé ê ñóëüôî-

íàìèäàì [1], ìíîãèå ñóëüôîíàìèäíûå ïðåïàðàòû ïðè-

ìåíÿþòñÿ â êëèíè÷åñêîé ïðàêòèêå è â íàñòîÿùåå âðå-

ìÿ, îáëàäàÿ òåì ïðåèìóùåñòâîì ïåðåä àíòèáèîòèêà-

ìè, ÷òî îíè íå âûçûâàþò äèñáàêòåðèîçîâ — ãëàâíîãî

îñëîæíåíèÿ àíòèáèîòèêîòåðàïèè. Ïîèñê íîâûõ ìåòî-

äîâ îïðåäåëåíèÿ ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ äëÿ îöåí-

êè èõ êà÷åñòâà è îïðåäåëåíèÿ èõ ñîäåðæàíèÿ â îðãà-

íèçìå ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ — àêòóàëüíàÿ çàäà÷à â

ñâÿçè ñ òðåáîâàíèÿìè óëó÷øåíèÿ êà÷åñòâà æèçíè è

óâåëè÷åíèÿ ïîñòóïëåíèé ôàëüñèôèöèðîâàííîé ïðî-

äóêöèè íà ôàðìàöåâòè÷åñêèé ðûíîê â ïîñëåäíåå

âðåìÿ. Â ñâÿçè ñ ýòèì íåîáõîäèìû ïðîñòûå, äîñòóï-

íûå è òî÷íûå ìåòîäû äëÿ àíàëèçà ñóëüôîíàìèäîâ â

öåëÿõ êîíòðîëÿ èõ ñîäåðæàíèÿ â ðàçëè÷íûõ èñòî÷íè-

êàõ, â òîì ÷èñëå, â ïðîäóêòàõ ñåëüñêîãî õîçÿéñòâà, ëå-

êàðñòâåííûõ ôîðìàõ è îêðóæàþùåé ñðåäå, íàïðèìåð,

â ñòî÷íûõ âîäàõ ôàðìàöåâòè÷åñêèõ çàâîäîâ.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ øèðîêîãî êðóãà ñóëüôîíàìèäîâ â

ðàçëè÷íûõ îáðàçöàõ ðàçðàáîòàíû ìåòîäû êàïèëëÿðíî-

ãî ýëåêòðîôîðåçà [2, 3], ñïåêòðîôîòîìåòðèè [4, 5] è

õðîìàòîãðàôèè ñ ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêèì, ñïåêòðî-

ôîòîìåòðè÷åñêèì èëè ôëóîðåñöåíòíûì äåòåêòèðîâà-

íèåì [6, 7]. Ýòè ìåòîäû äîñòàòî÷íî äîðîãîñòîÿùèå è

òðåáóþò ñïåöèàëüíîãî êîìïëåêñíîãî îáîðóäîâàíèÿ,

âñëåäñòâèå ÷åãî çàòðóäíèòåëüíî ïðèìåíÿòü èõ äëÿ

ìàññîâûõ îïðåäåëåíèé. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ â ïðàêòè-

÷åñêèõ öåëÿõ äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñóëüôîíàìèäîâ â

áèîëîãè÷åñêèõ îáðàçöàõ ïðèìåíÿþòñÿ ìèêðîáèîëîãè-

÷åñêèå òåñò-ñèñòåìû, îñíîâàííûå íà èíãèáèðîâàíèè

ðîñòà áàêòåðèé Bacillus subtilis èëè Micrococcus luteus

ïðè äåéñòâèè àíòèáèîòèêîâ èç ïðèëîæåííîãî îáðàçöà

[8]. Íåñìîòðÿ íà âîçìîæíî íèçêóþ ñòîèìîñòü ýòè ìå-

òîäû äîñòàòî÷íî òðóäîåìêèå è äëèòåëüíûå. Ïîìèìî

ýòîãî ñóùåñòâóåò ðèñê ëîëæíîïîëîæèòåëüíûõ è ëîæ-

íîîòðèöàòåëüíûõ ðåçóëüòàòîâ [9].

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ êà÷åñòâà ñóëüôîíàìèäíûõ ïðåïà-

ðàòîâ óòâåðæäåíû ìåòîäû ãîñóäàðñòâåííîé ôàðìàêî-

ïåè. Ýòè ìåòîäû âêëþ÷àþò òèòðîâàíèå, ÓÔ-, ÈÊ-,

ÏÌÐ- ñïåêòðîñêîïèþ, ïîòåíöèîìåòðèþ. Èäåíòèôèêà-

öèÿ ñóëüôîíàìèäîâ ïî ôîðìå ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ

[10] èíîãäà çàòðóäíèòåëüíà â ïðèñóòñòâèè ïðèìåñåé,

îñîáåííî íåèçâåñòíîãî ñîñòàâà. Ìåòîäû òèòðîâàíèÿ, â

îñíîâíîì, èñïîëüçóþò ðåàêöèè, îáóñëîâëåííûå íàëè-

÷èåì àðîìàòè÷åñêîé àìèíîãðóïïû (îáùåé äëÿ âñåõ ñó-

ëüôîíàìèäîâ), ïîýòîìó íå ìîãóò ïðèìåíÿòüñÿ äëÿ êî-

ëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ èíäèâèäóàëüíûõ ñóëüôî-

íàìèäîâ â ñìåñè. Íåâîçìîæíî ñ äîñòîâåðíîé

òî÷íîñòüþ îïðåäåëèòü ñîäåðæàíèå èñêîìîãî êîìïî-

íåíòà â êîíòðîëèðóåìûõ ñìåñÿõ, â òîì ÷èñëå â ñìåñÿõ

ñ äðóãèìè ëåêàðñòâåííûìè ïðåïàðàòàìè, ïîñêîëüêó

âîçìîæíû ïîáî÷íûå ðåàêöèè.

Ïî ñðàâíåíèþ ñ õèìè÷åñêèìè è ôèçèêî-õèìè÷åñêè-

ìè ìåòîäàìè àíàëèçà, èììóíîàíàëèç èìååò ðÿä ïðåè-

ìóùåñòâ, êîòîðûå âêëþ÷àþò ñòîèìîñòü, òî÷íîñòü è ýê-

ñïðåññíîñòü. Ñî÷åòàíèå âûñîêîé ñåëåêòèâíîñòè âçàè-

ìîäåéñòâèÿ àíòèãåí —

àíòèòåëî è ÷óâñòâèòåëüíî-

ñòè ïîäõîäÿùåãî ìåòîäà

äåòåêòèðîâàíèÿ èììóííî-

ãî êîìïëåêñà ïîçâîëÿåò

îïðåäåëÿòü áèîëîãè÷åñêè

àêòèâíûå ñîåäèíåíèÿ íà

óðîâíå íèæå ïðåäåëüíî äî-

ïóñòèìûõ êîíöåíòðàöèé.

Èììóíîõèìè÷åñêèå ìåòî-

äû ïîçâîëÿþò âàðüèðîâàòü

÷óâñòâèòåëüíîñòü îïðåäå-

ëåíèé ïî îòíîøåíèþ ê

ñòðóêòóðíî-ïîäîáíûì ñîå-

äèíåíèÿì çà ñ÷åò èñïîëü-

çîâàíèÿ àíòèòåë ñ ðàçëè÷-

íîé ñïåöèôè÷íîñòüþ. Òà-

êèì îáðàçîì,

èììóíîàíàëèç ïðåäñòàâëÿ-

åòñÿ ïîäõîäÿùèì ñïîñî-
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Ðèñ. 1. Ðåàêöèÿ îáðàçîâàíèÿ òðåéñåðà SMZ-HG-EDF



áîì îïðåäåëåíèÿ ñóëüôîíàìèäîâ â ðóòèííûõ àíàëèçàõ

ëåêàðñòâåííûõ ôîðì.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðåäëîæåí âàðèàíò èììóíîõè-

ìè÷åñêîãî îïðåäåëåíèÿ ñóëüôàìåòàçèíà â ðå÷íîé âîäå

è òàáëåòêàõ íà îñíîâå ïîëÿðèçàöèîííîãî ôëóîðåñöåí-

òíîãî èììóíîàíàëèçà ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë äëÿ

èììóíîõèìè÷åñêîãî îïðåäåëåíèÿ è äðóãèõ ïðåïàðàòîâ

êëàññà ñóëüôîíàìèäîâ.

Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ÷àñòü

Àïïàðàòóðà, îáúåêòû èññëåäîâàíèÿ, èñïîëüçóåìûå
ðåàêòèâû

Ñóëüôàìåòàçèí (SMZ), ñóëüôàäèàçèí (SDZ) è äðó-

ãèå ñóëüôîíàìèäû, N- ãèäðîêñèñóêñèíèìèä (NHS),

äèöèêëîãåêñèëêàðáîäèèìèä (DCC), àçèä íàòðèÿ áûëè

ïðèîáðåòåíû â ôèðìå “Sigma” (Poole, Dorset, UK).

Èñïîëüçîâàëè äèìåòèëôîðìàìèä (ÄÌÔÀ) ìàðêè ÷,

ìåòàíîë, õëîðîôîðì, àöåòîíèòðèë ìàðêè õ.÷. îòå÷åñò-

âåííîãî ïðîèçâîäñòâà, à òàêæå ðàñòâîð ãèäðîêñèäà êà-

ëèÿ (0,1 Ì), ïðèãîòîâëåííûé ïî òî÷íîé íàâåñêå, è

0,1 Ì HCl (ôèêñàíàë); â êà÷åñòâå ðàáî÷åãî áóôåðà äëÿ

èçìåðåíèé ïîëÿðèçàöèè ôëóîðåñöåíöèè — 25 ìÌ áî-

ðàòíûé áóôåð (ðÍ 8,0), ñîäåðæàùèé 0,1 % àçèäà íà-

òðèÿ.

Ñïåöèôè÷íàÿ ñûâîðîòêà ê ñóëüôîíàìèäàì áûëà ïî-

ëó÷åíà èììóíèçàöèåé îâåö ñìåñüþ ñåìè êîíúþãèðî-

âàííûõ ñ ÁÑÀ ôòàëåâûõ ïðîèçâîäíûõ ñóëüôîíàìèäîâ

(ñóëüôàäèìåòîêñèíà, ñóëüôàòèàçîëà, ñóëüôàäèàçèíà,

ñóëüôàìåòàçèíà, ñóëüôàìåòîêñàçîëà, ñóëüôàìåòèçîëà,

ñóëüôàìåòîêñèïèðèäàçèíà) è ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíà

Dr. Ramadan Abuknesha (King’s College, London, UK)

[11].

Ñòàíäàðòíûå ðàñòâîðû ñóëüôîíàìèäîâ â âîäå è èñ-

êóññòâåííî ïðèãîòîâëåííûå îáðàçöû âîäû ñ äîáàâëå-

íèåì ñóëüôàìåòàçèíà ãîòîâèëè ïîñëåäîâàòåëüíûì

ðàçáàâëåíèåì â äèñòèëëèðîâàííîé èëè ïðèðîäíîé

âîäå èç èñõîäíîãî ðàñòâîðà ñóëüôîíàìèäà â ìåòàíîëå

ñ êîíöåíòðàöèåé 1 ìã�ìë.

Äëÿ òèòðîâàíèÿ òèîëà èñïîëüçîâàëè 0,5 % ðàñòâîð

êðàõìàëà, à òàêæå èñõîäíûå ðàñòâîðû éîäà ñ òî÷íîé

êîíöåíòðàöèåé 0,04911 í. è òèîñóëüôàòà íàòðèÿ ñ òî÷-

íîé êîíöåíòðàöèåé 0,05154 í., èç êîòîðûõ ìåòîäîì ïî-

ñëåäîâàòåëüíîãî ðàçáàâëåíèÿ ïîëó÷àëè ðàñòâîðû ñ

êîíöåíòðàöèåé 9,822 � 10 – 4 í. è 0,5154 � 10 – 4 í., ñî-

îòâåòñòâåííî.

Ôëóîðåñöåèí-òèîêàðáàìèë ýòèëåíäèàìèí (EDF)

áûë ñèíòåçèðîâàí ñ èñïîëüçîâàíèåì èçîìåðà I ôëóî-

ðåñöåèí èçîòèîöèàíàòà ôèðìû Sigma (St Louis, USA)

è ýòèëåíäèàìèíà äèãèäðîõëîðèäà ôèðìû “Ðåàõèì”

(Ðîññèÿ) ïî ìåòîäèêå, îïèñàííîé â ðàáîòå [12].

Ñèëèêîíîâûå ïëàñòèíêè äëÿ òîíêîñëîéíîé õðîìà-

òîãðàôèè (êàòåãîðèÿ ¹ 5554, òîëùèíà ñëîÿ 0,25 ìì)

ïîëó÷åíû èç ôèðìû Merck (Dagenham, Essex, UK).

Ïîëÿðèçàöèþ è èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè èç-

ìåðÿëè íà ïðèáîðå Beacon 2000 (PanVera, USA) â ñòà-

òè÷åñêîì ðåæèìå ïðè 25° C.
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Ò à á ë è ö à 1
Êðîññ-ðåàêòèâíîñòü àíòèòåë ïî îòíîøåíèþ ê ñîåäèíåíèÿì ñó-
ëüôîíàìèäíîãî ðÿäà

Ñîåäèíåíèå
Êðîññ-ðåàê-

òèâíîñòü, %

Ñòðóêòóðà ðàäèêàëà (R)

Ïðèìåíÿëè

äëÿ ïîëó÷åíèÿ

èììóíîãåíà

Ñóëüôàìåòà-
çèí

100 +

Ñóëüôàòèà-
çîë

617 +

Ñóëüôàìåðà-
çèí

337 —

Ñóëüôàäèìå-
òîêñèí

228 +

Ñóëüôàìå-
òîêñèïè-
ðèäàçèí

176 —

Ñóëüôàõëîð-
ïèðèäàçèí

82 +

Ñóëüôàìå-
òîêñàçîë

20 +

Ñóëüôàäèà-
çèí

20 +

Ñóëüôàìåòè-
çîë

15 +

Ñóëüôàíèëà-
ìèä

< 1 –NH2 —
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Ðèñ. 2. Êðèâàÿ ñâÿçûâàíèÿ àíòèòåë ñ òðåéñåðîì SMZ-HG-EDF:
1 – ñïåöèôè÷åñêàÿ àíòèñûâîðîòêà; 2 – íîðìàëüíàÿ ñûâîðîòêà



Ñèíòåç òðåéñåðà ñóëüôàìåòàçèíà ñ ôëóîðåñöå-

èí-òèîêàðáàìèë ýòèëåíäèàìèíîì (SMZ-EDF)

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ òðåéñåðà ñóëüôàìåòàçèíà ñ ôëóîðåñ-

öåèí-òèîêàðáàìèë ýòèëåíäèàìèíîì (SMZ-EDF)

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ òðåéñåðà ïðåæäå âñåãî ïîëó÷àëè

ãëóòàðàò ñóëüôàìåòàçèíà (SMZ-HG). Ñìåñü 2,78 ã

SMZ (100 ììîëü) è 1,6 ã ãëóòàðîâîãî àíãèäðèäà

(140 ììîëü) ðàñòâîðÿëè â 50 ìë áåçâîäíîãî ýòàíîëà è

êèïÿòèëè â òå÷åíèå 2 ÷. Ðåàêöèîííóþ ñìåñü îõëàæäà-

ëè è äîáàâëÿëè 20 ìë ãåêñàíà äëÿ êðèñòàëëèçàöèè ïðî-

äóêòà ðåàêöèè. Ãëóòàðàò ñóëüôàìåòàçèíà ôèëüòðîâàëè,

ïðîìûâàëè ýòàíîëîì è âûñóøèâàëè â âàêóóìå. Ê

7,8 ìã ïîëó÷åííîãî ïðîèçâîäíîãî ñóëüôàìåòàçèíà

(0,02 ììîëü) ïðèáàâëÿëè ðàñòâîð 2,3 ìã NHS

(0,02 ììîëü) è 4,1 ìã DCC (0,02 ììîëü) â 0,5 ìë

ÄÌÔÀ. Ðåàêöèîííóþ ñìåñü ïåðåìåøèâàëè è âûäåð-

æèâàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå ñóòîê.

2 ìã ñèíòåçèðîâàííîãî ðàíåå EDF (4,4 ìêìîëü) äîáàâ-

ëÿëè â ðåàêöèîííóþ ñìåñü, ïåðåìåøèâàëè, âûäåðæè-

âàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 1 ÷. Ïîëó-

÷åííûé òðåéñåð áûë î÷èùåí ñ ïîìîùüþ òîíêîñëîé-

íîé õðîìàòîãðàôèè (ýëþåíò — ñìåñü

õëîðîôîðì�ìåòàíîë (4�1)). Ïîëîñó ñ Rf 0,69 ñíèìàëè ñ

õðîìàòîãðàììû è ýêñòðàãèðîâàëè ìåòàíîëîì. Ïîëó-

÷åííûé ðàñòâîð òðåéñåðà õðàíèëè ïðè 4° Ñ.

Êîíöåíòðàöèþ òðåéñåðà îïðåäåëÿëè ïî çíà÷åíèþ

îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ðàçáàâëåííûõ ðàñòâîðîâ òðåé-

ñåðà â êàðáîíàòíîì áóôåðå ïðè 492 íì. Êîýôôèöèåíò

ýêñòèíêöèè ôëóîðåñöåèíà íàõîäèëè íà îñíîâå ãðàôè-

êà çàâèñèìîñòè îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè îò êîíöåíòðà-

öèè ôëóîðåñöåèíà, îí ðàâåí 8,78 � 104 Ì – 1 ñì – 1.

Ïðîâåäåíèå ïîëÿðèçàöèîííîãî ôëóîðîèììóíîà-

íàëèçà ñóëüôàìåòàçèíà

Äëÿ ïîñòðîåíèÿ çàâèñèìîñòè èíòåíñèâíîñòè ôëóî-

ðåñöåíöèè ìåòêè îò êîíöåíòðàöèè ðàñòâîðîâ òðåéñå-

ðà, â ïðîáèðêó äîáàâëÿëè 300 ìêë ðàñòâîðà òðåéñåðà

(ðàçëè÷íûå êîíöåíòðàöèè) è 200 ìêë áîðàòíîãî áóôå-

ðà, èçìåðÿëè èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ðàñòâîðà.

Äëÿ ïîñòðîåíèÿ êðèâîé ñâÿçûâàíèÿ àíòèòåë

300 ìêë ðàñòâîðà òðåéñåðà (0,57 íÌ) äîáàâëÿëè ê

200 ìêë ðàñòâîðà àíòèòåë â ïîñëåäîâàòåëüíîì ðàçâå-

äåíèè îò 1�200 äî 1�100000. Ïî ðåçóëüòàòàì èçìåðå-

íèé ñòðîèëè ãðàôè÷åñêóþ çàâèñèìîñòü ïîëÿðèçàöèè

ôëóîðåñöåíöèè òðåéñåðà ïðè ñâÿçûâàíèè ñ àíòèòåëà-

ìè îò ðàçâåäåíèÿ àíòèòåë.

Äëÿ ïðîâåäåíèÿ êîíêóðåíòíîãî èììóíîàíàëèçà

50 ìêë ñóëüôàìåòàçèíà, 300 ìêë ðàñòâîðà òðåéñåðà â

áîðàòíîì áóôåðå, 100 ìêë áîðàòíîãî áóôåðà è 50 ìêë

àíòèñûâîðîòêè (ðàçâåäåíèå 1�460) äîáàâëÿëè â ïðî-

áèðêó è èçìåðÿëè ïîëÿðèçàöèþ ôëóîðåñöåíöèè òðåé-

ñåðà ïðè ñâÿçûâàíèè ñ àíòèòåëàìè â ïðèñóòñòâèè àíà-

ëèòà. Êðèâûå ñâÿçûâàíèÿ àíòèòåë è êàëèáðîâî÷íûå

êðèâûå çàâèñèìîñòè ñâÿçûâàíèÿ îò êîíöåíòðàöèè ãàï-

òåíà ñòðîèëè â ïðîãðàììå Origin 6.0 ñîãëàñíî óðàâíå-

íèþ y = (A1 – A2)�(1 + [x�x0]p) + A1, ãäå A1 è A2 — çíà-

÷åíèÿ ìàêñèìàëüíîé è ìèíèìàëüíîé ïîëÿðèçàöèè

ôëóîðåñöåíöèè, ð — íàêëîí êðèâîé, x0 — çíà÷åíèå

IC50.

Êðîññ-êðåàòèâíîñòü ðàññ÷èòûâàëè ñîãëàñíî óðàâíå-

íèþ CR(%) = (IC50, SMZ�IC50, àíàëîã) � 100, ãäå IC50,

SMZ è IC50, àíàëîã — çíà÷åíèå êîíöåíòðàöèé, ñîîò-

âåòñòâóþùèõ 50 % ñâÿçûâàíèÿ, íà êàëèáðîâî÷íûõ

êðèâûõ äëÿ ñóëüôàìåòàçèíà è ñòðóêòóðíî-ïîäîáíîãî

êîìïîíåíòà, ñîîòâåòñòâåííî, îïðåäåëåííûõ â îäíèõ è

òåõ æå óñëîâèÿõ (îäèíàêîâûå êîíöåíòðàöèè òðåéñåðà

è èñïîëüçóåìûõ àíòèòåë).

Ïðîáîïîäãîòîâêà îáðàçöîâ

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ñóëüôîíàìèäîâ â âîäå

èñïîëüçîâàëè ïðîôèëüòðîâàííóþ ðå÷íóþ âîäó (ð. Âî-

ðîíåæ, Ëèïåöê), âçÿòóþ èç äâóõ ìåñò. Äëÿ îïðåäåëå-

íèÿ ñîäåðæàíèÿ ñóëüôàìåòàçèíà â òàáëåòêàõ ñóëüôà-

ìåòàçèíà (ÔÃÓÏ “Ìîñõèìôàðìïðåïàðàòû” èì. Í.

À. Ñåìàøêî, 0,5 ã), ïÿòü òàáëåòîê âçâåøèâàëè, ðàñòè-

ðàëè â ïîðîøîê. 0,25 ã ïîðîøêà ñóñïåíäèðîâàëè â

10 ìë îäíîãî èç ðàñòâîðèòåëåé: ìåòàíîëà, àöåòîíèòðè-

ëà, 0,1 Ì HCl èëè 0,1 KOH. Ïåðåìåøèâàëè 2 ÷, ñóñ-

ïåíçèþ öåíòðèôóãèðîâàëè 15 ìèí ïðè 4000 îá�ìèí.

Àëèêâîòó ðàñòâîðà 0,1 ìë ðàçáàâëÿëè 0,9 ìë âîäû è

ïîëó÷àëè ðàçâåäåíèå 1�10, èç ýòîãî ðàñòâîðà ìåòîäîì

ïîñëåäîâàòåëüíîãî ðàçáàâëåíèÿ â âîäå ïðèãîòàâëèâà-

ëè ðàçâåäåíèÿ îò 1�100 äî 1�106. Ðàçâåäåíèÿ 1�10000,

1�20000 è 1�100000 èñïîëüçîâàëè äëÿ îïðåäåëåíèÿ ïî-

ëÿðèçàöèè ôëóîðåñöåíöèè â óñëîâèÿõ, îïèñàííûõ

âûøå. Ñîäåðæàíèå ñóëüôàìåòàçèíà îïðåäåëÿëè ïî
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Êîíöåíòðàöèÿ ñóëüôàìåòàçèíà, ìêã/ìë

Ðèñ. 3. Ãðàäóèðîâî÷íûé ãðàôèê çàâèñèìîñòü ïîëÿðèçàöèè
ôëóîðåñöåíöèè òðåéñåðà ïðè ñâÿçûâàíèè ñ àíòèòåëàìè â ïðè-
ñóòñòâèå ñòàíäàðòîâ ñóëüôàìåòàçèíà â îáëàñòè êîíöåíòðàöèé
0,001 – 100 ìêã�ìë

Ò à á ë è ö à 2
Ðåçóëüòàòû îïðåäåëåíèÿ ñóëüôàìåòàçèíà â ðå÷íîé âîäå

Êîíöåíòðàöèÿ

SMZ, ìêã�ìë

Çíà÷åíèå ïîëÿðè-

çàöèè ôëóîðåñöåí-

öèè (mP)

Íàéäåíî,

ìêã�ìë
Îòêðûòèå, %

0 104,1 � 3,2 0 101

0,25 77,4 � 4,2 0,26 � 0,11 104

0,5 71,8 � 1,3 0,51 � 0,07 102

1 66,1 � 2,7 0,99 � 0,26 99

10 46,9 � 1,0 10,53 � 1,36 105

20 42,9 � 2,0 19,44 � 5,24 97



ãðàäóèðîâî÷íîé çàâèñèìîñòè ïîëÿðèçàöèè ôëóîðåñ-

öåíöèè îò êîíöåíòðàöèè ñóëüôàìåòàçèíà.

Ðåçóëüòàòû è èõ îáñóæäåíèå

Ïîëÿðèçàöèîííûé ôëóîðåñöåíòíûé èììóíîàíàëèç

îñíîâàí íà óâåëè÷åíèè çíà÷åíèÿ ïîëÿðèçàöèè ôëóî-

ðåñöåíöèè ìåòêè ïðè ñâÿçûâàíèè ñ âûñîêîìîëåêóëÿð-

íûì ñîåäèíåíèåì (àíòèòåëîì). Â ïðèñóòñòâèè àíàëè-

çèðóåìîãî ñîåäèíåíèÿ ïðîèñõîäèò êîíêóðåíöèÿ ñ åãî

àíàëîãîì, ìå÷åíûì ôëóîðåñöåèíîì çà ñâÿçûâàíèå ñ

àíòèòåëàìè. Ïîëÿðèçàöèÿ ôëóîðåñöåíöèè îáðàòíî

ïðîïîðöèîíàëüíà êîëè÷åñòâó àíàëèçèðóåìîãî ñîåäè-

íåíèÿ [13].

Äëÿ ïðîâåäåíèÿ àíàëèçà ñèíòåçèðîâàí òðåéñåð —

ñîåäèíåíèå ãàïòåíà ñ ôëóîðåñöåíòíîé ìåòêîé

SMT-HG-EDF. Ñâÿçûâàíèå ìåòêè ñ ñóëüôîíàìèäîì

ïðîèñõîäèò ÷åðåç êàðáîêñèëüíóþ ãðóïïó ãëóòàðàòà ñó-

ëüôàìåòàçèíà è àìèíîãðóïïó ïðîèçâîäíîãî ôëóîðåñ-

öåèíà (ðèñ. 16). Àíàëèç ïðåäñòàâëåí ñ èñïîëüçîâàíèåì

àíòèñûâîðîòêè, ñïåöèôè÷íîé ê ñóëüôîíàìèäàì.

Îïòèìàëüíóþ êîíöåíòðàöèþ òðåéñåðà îïðåäåëÿëè

ïî êðèâîé çàâèñèìîñòè èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåí-

öèè ìåòêè îò êîíöåíòðàöèè ðàñòâîðîâ òðåéñåðà. Äëÿ

ïîñòðîåíèÿ çàâèñèìîñòè èñïîëüçîâàëè ðàñòâîðû ñ

ðàçíîé êîíöåíòðàöèåé òðåéñåðà, ïî ðåçóëüòàòàì èçìå-

ðåíèé ñòðîèëè ãðàôè÷åñêóþ çàâèñèìîñòü. Óðàâíåíèå

ëèíåéíîãî ó÷àñòêà ýòîé çàâèñèìîñòè èìååò âèä:

IT = (31,5 � 1,9) + (338,9 � 3,1) � Ñt, r = 0,9993, ãäå Ñt

— êîíöåíòðàöèÿ òðåéñåðà, íÌ; IT — èíòåíñèâíîñòü

ôëóîðåñöåíöèè ìåòêè. Íà îñíîâå çàâèñèìîñòè íàõîäè-

ëè ìèíèìàëüíóþ êîíöåíòðàöèþ òðåéñåðà, êîòîðàÿ äî-

ñòîâåðíî äåòåêòèðóåòñÿ íà ïðèáîðå. Òðåéñåð ñ

êîíöåíòðàöèåé 0,57 íÌ (èíòåíñèâíîñòü 222), ÷òî ñî-

îòâåòñòâóåò ðàçâåäåíèþ èñõîäíîãî ðàñòâîðà òðåéñåðà

1�3000, èñïîëüçîâàëè äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñâÿçûâàíèÿ ñ

àíòèòåëàìè. Ê ðàñòâîðó òðåéñåðà äîáàâëÿëè àíòèòåëà

â ðàçâåäåíèè îò 1�400 äî 1�100000 è ôèêñèðîâàëè çíà-

÷åíèå ïîëÿðèçàöèè ôëóîðåñöåíöèè òðåéñåðà ïðè ñâÿ-

çûâàíèè ñ àíòèòåëàìè â ðàçíûõ ðàçâåäåíèÿõ. Íà ðèñ. 2

ïðåäñòàâëåíû çàâèñèìîñòè ïîëÿðèçàöèè ôëóîðåñöåí-

öèè òðåéñåðà ïðè åãî ñâÿçûâàíèè ñî ñïåöèôè÷åñêèìè

àíòèòåëàìè è äëÿ ñðàâíåíèÿ ñ íîðìàëüíîé íåèììóí-

íîé ñûâîðîòêîé. Ôîðìà êðèâîé è âåëè÷èíà ñèãíàëà

ñëóæàò êðèòåðèÿìè ñâÿçûâàíèÿ. Ðàáî÷åå ðàçâåäåíèå

àíòèòåë, ñîîòâåòñòâóþùåå 75 % èíãèáèðîâàíèÿ ïîëÿ-

ðèçàöèè ôëóîðåñöåíöèè íà êðèâîé çàâèñèìîñòè ïîëÿ-

ðèçàöèè ôëóîðåñöåíöèè ñâÿçàííîãî òðåéñåðà îò ðàçâå-

äåíèÿ àíòèòåë, âûáðàëè äëÿ äàëüíåéøèõ èññëåäîâà-

íèé [14]. Ê 50 ìêë ñòàíäàðòà ñóëüôàìåòàçèíà

äîáàâëÿëè ðàñòâîð òðåéñåðà (â ðàçâåäåíèè 1�3000) è

çàòåì — ðàñòâîð àíòèòåë (ðàçâåäåíèå 1�460). Ãàïòåí è

ìå÷åíûé ôëóîðåñöåèíîì åãî àíàëîã êîíêóðèðóþò çà

ñâÿçûâàíèå ñ àíòèòåëàìè, ñèãíàë ôëóîðåñöåèíà âîçðà-

ñòàåò ïðîïîðöèîíàëüíî óìåíüøåíèþ êîíöåíòðàöèè

ñâîáîäíîãî ãàïòåíà â ñèñòåìå. Áûëà ïîñòðîåíà êàëèá-

ðîâî÷íàÿ çàâèñèìîñòü ïîëÿðèçàöèè ôëóîðåñöåíöèè

òðåéñåðà ïðè ñâÿçûâàíèè ñ àíòèòåëàìè â ïðèñóòñòâèå

ñòàíäàðòîâ ñóëüôàìåòàçèíà â îáëàñòè êîíöåíòðàöèé

0,001 – 100 ìêã�ìë (ðèñ. 3). Ïðåäåë îïðåäåëåíèÿ ñóëü-

ôàìåòàçèíà ìåòîäîì ôëóîðîèììóíîàíàëèçà ñ èñïîëü-

çîâàíèåì òðåéñåðà SMTZ-EDF ñîñòàâèë 6 íã�ìë, à ëè-

íåéíûé èíòåðâàë îïðåäåëÿåìûõ êîíöåíòðàöèé

0,05 – 25,7 ìêã�ìë.

Êðîññ-ðåàêòèâíîñòü îöåíèâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì

ñîåäèíåíèé ñóëüôîíàìèäíîãî ðÿäà, â òîì ÷èñëå ñóëü-

ôîíàìèäîâ, êîòîðûå èñïîëüçîâàëèñü äëÿ ïîëó÷åíèÿ

èììóíîãåíà. Çíà÷åíèÿ êðîññ-ðåàêòèâíîñòè ïðåäñòàâ-

ëåíû â òàáë. 1. Êàê âèäíî èç òàáëèöû, íàèáîëüøèå

çíà÷åíèÿ êðîññ-ðåàêòèâíîñòè íàáëþäàþòñÿ äëÿ áîëåå

ðàçâåòâëåííûõ ñîåäèíåíèé èëè ñîåäèíåíèé ñ ãåòåðî-

öèêëè÷åñêèìè ôóíêöèîíàëüíûìè ãðóïïàìè (íàïðè-

ìåð, äëÿ ñóëüôàìåðàçèíà, ñóëüôàòèàçîëà, ñóëüôàäèìå-

òîêñèíà, ñóëüôàìåòîêñèïèðèäàçèíà, ñóëüôàõëîðïèðè-

äàçèíà), òîãäà êàê ñóëüôàíèëàìèä, èìåþùèé â êà÷åñò-

âå ðàäèêàëà òîëüêî àìèíîãðóïïó íå äàåò ñâÿçûâàíèÿ â

äàííûõ óñëîâèÿõ (òàáë. 1). Îñíîâíûå ñîåäèíåíèÿ, èç

èçó÷åííûõ, êîòîðûå ïðèìåíÿëèñü äëÿ ïðîèçâîäñòâà

àíòèòåë â êà÷åñòâå èììóíîãåíà, â áîëüøèíñòâå òàêæå

ïîêàçàëè âûñîêîå çíà÷åíèå êðîññ-ðåàêòèâíîñòè, ÷òî

ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ îñîáåííîñòÿìè ïîëó÷åíèÿ àíòè-

ñûâîðîòêè. Ìîæíî ñäåëàòü çàêëþ÷åíèå, ÷òî èññëåäî-

âàííûå àíòèòåëà îáëàäàþò íåðàâíîìåðíîé ãðóïïîâîé

ñïåöèôè÷íîñòüþ è ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äëÿ ÷óâ-

ñòâèòåëüíîãî îïðåäåëåíèÿ íåêîòîðûõ ñîåäèíåíèé ñó-

ëüôîíàìèäíîãî ðÿäà.

Ïðåäëîæåííûé ìåòîä ïîëÿðèçàöèîííîãî ôëóîðåñ-

öåíòíîãî èììóíîàíàëèçà áûë ïðèìåíåí äëÿ îïðåäåëå-

íèÿ ñîäåðæàíèÿ ñóëüôàìåòàçèíà â ïðèðîäíîé âîäå è â

òàáëåòêàõ ïî ìåòîäèêå, îïèñàííîé â ýêñïåðèìåíòàëü-

íîé ÷àñòè. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ áûëè èñïîëüçîâàíû îá-
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Ò à á ë è ö à 3
Ðåçóëüòàòû îïðåäåëåíèÿ ñóëüôàìåòàçèíà â òàáëåòêàõ

Ðàñòâîðèòåëü

Ðàçâåäåíèå

ïîðîøêà

òàáëåòîê

Çíà÷åíèå

ïîëÿðèçà-

öèè ôëóî-

ðåñöåíöèè,

(mP)

Ðàññ÷èòà-

íî,

ìêã�ìë

Íàéäå-

íî, ìêã�ìë

Îòêðû-

òèå, %

Ìåòàíîë 1�100000 91,4 � 4,5 0,21 0,15 � 0,0
6

71

Àöåòîíèòðèë 86,1 � 4,8 0,20 � 0,0
4

95

HCl (0,1M) 88,3 � 4,0 0,22 � 0,0
8

104

KOH (0,1M) — — —

Ìåòàíîë 1�20000 74,4 � 3,1 1,1 0,84 � 0,2
0

78

Àöåòîíèòðèë 71,8 � 1,3 1,03 � 0,1
1

94

HCl (0,1 M) 70,8 � 3,3 1,14 � 0,3
0

104

KOH (0,1 M) 61,7±2,7 2,67±0,62 243

Ìåòàíîë 1�10000 65,7 � 4,3 2,1 1,81 � 0,5
9

86

Àöåòîíèòðèë 64,0 � 2,6 2,14 � 0,3
8

102

HCl (0,1 M) 64,4 � 3,1 2,05 � 0,5
2

98

KOH (0,1 M) 50,2 � 3,7 10,1 � 3,9 481



ðàçöû ïðèðîäíîé âîäû ñ ñîäåðæàíèåì ñóëüôàìåòàçèíà

0, 0,005, 0,25, 0,5, 1, 10 è 20 ìêã�ìë. Ðåçóëüòàòû îïðå-

äåëåíèé ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 2. Ñîäåðæàíèå ñóëüôà-

ìåòàçèíà â ðå÷íîé âîäå îêàçàëîñü íèæå ïðåäåëà îïðå-

äåëåíèÿ ðàçðàáîòàííîãî èììóíîàíàëèçà, ÷òî áûëî

ïîäòâåðæäåíî ìåòîäîì “ââåäåíî-íàéäåíî”.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñóëüôàìåòàçèíà â òàáëåòêàõ,

5 òàáëåòîê ðàñòèðàëè â ïîðîøîê è ïîðîøîê ñóñïåíäè-

ðîâàëè â ñëåäóþùèõ ðàñòâîðèòåëÿõ: ìåòàíîëå, àöåòî-

íèòðèëå, 0,1 Ì HCl è 0,1 M KOH äëÿ îïòèìèçàöèè

ïðîöåññà ïðîáîïîäãîòîâêè. Ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ

íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü èñïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå èñ-

õîäíîãî ðàñòâîðà äëÿ ïîëó÷åíèÿ ïîñëåäîâàòåëüíî ðàç-

áàâëåííûõ ðàñòâîðîâ â âîäå. Îïðåäåëåíèå ïðîâîäèëè

â ïðåæíèõ óñëîâèÿõ ïðîâåäåíèÿ èììóíîàíàëèçà íà

îñíîâå ñòàíäàðòîâ ñóëüôàìåòàçèíà.

Ëèíåéíûé èíòåðâàë çàâèñèìîñòè ïîëÿðèçàöèè ôëó-

îðåñöåíöèè îò ðàçâåäåíèÿ èñõîäíîãî ðàñòâîðà òàáëå-

òîê â âîäå 1�2000 – 1�2 � 106 (ìåòàíîë),

1�1400 – 1�77400 (àöåòîíèòðèë), 1�11500 – 1�3 � 106

(ðàñòâîð HCl), 1�3000 – 1�16 � 104 (ðàñòâîð ãèäðîêñè-

äà êàëèÿ).

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ èñïîëüçîâàëè ðàçâåäåíèÿ èñõîä-

íîãî ðàñòâîðà òàáëåòîê 1�10000, 1�20000 è 1�100000,

ïîñêîëüêó çíà÷åíèÿ ïîëÿðèçàöèè ôëóîðåñöåíöèè ëå-

æàò â ïðåäåëàõ ëèíåéíîãî ó÷àñòêà êàëèáðîâî÷íîé êðè-

âîé äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñóëüôàìåòàçèíà è çàâèñèìîñòè

ïîëÿðèçàöèè ôëóîðåñöåíöèè îò ðàçâåäåíèÿ èñõîäíîãî

ðàñòâîðà òàáëåòîê â âîäå (êðîìå ðàçâåäåíèÿ 1�100000

äëÿ ãèäðîêñèäà êàëèÿ â êà÷åñòâå ðàñòâîðèòåëÿ). Êîí-

öåíòðàöèþ ñóëüôàìåòàçèíà â îïðåäåëÿåìûõ ðàñòâîðàõ

ðàññ÷èòûâàëè ñîãëàñíî óðàâíåíèþ

y = ((112,5 – 34,613)�(1 + x�0,8827)0,5686) + 34,613. Ðå-

çóëüòàòû îïðåäåëåíèé ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 3. Î÷åâèä-

íî, ÷òî 0,1 Ì ãèäðîêñèä êàëèÿ íå ãîäèòñÿ äëÿ îïèñàí-

íîé ïðîöåäóðû ïðîáîïîäãîòîâêè òàáëåòîê ñóëüôàìå-

òàçèíà. Ðåçóëüòàòû îïðåäåëåíèé, íàèáîëåå áëèçêèå ê

óêàçàííîìó íà óïàêîâêå ñîäåðæàíèþ ñóëüôàìåòàçèíà,

íàáëþäàþòñÿ ïðè èñïîëüçîâàíèè àöåòîíèòðèëà è

0,1 Ì HCl â êà÷åñòâå ýêñòðàãåíòà.

Òî÷íîñòü ðåçóëüòàòîâ ðàçðàáîòàííîãî âàðèàíòà èì-

ìóíîàíàëèçà îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ E- è t-êðèòåðèÿ

[15]. Ïðîâåäåíî ñîïîñòàâëåíèå ðàññ÷èòàííûõ è òàá-

ëè÷íûõ çíà÷åíèé F- êðèòåðèÿ: Fðàñ÷�(18) < Fòàáë.(19).

Ðàñõîæäåíèÿ ìåæäó ñðåäíåèìè ðåçóëüòàòàìè íåçíà÷è-

ìû (tðàñ÷.(3,9) < tòàáë.(4,3)). Ìåòîä ÿâëÿåòñÿ ðàâíîòî÷-

íûì â äèàïàçîíå îïðåäåëÿåìûõ êîíöåíòðàöèé.

Òàêèì îáðàçîì, ïîêàçàíà âîçìîæíîñòü îïðåäåëåíèÿ

ñóëüôàìåòàçèíà â ëåêàðñòâåííûõ ôîðìàõ ñ öåëüþ êîí-

òðîëÿ èõ êà÷åñòâà ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ïîëÿðèçàöèîííî-

ãî ôëóîðåñöåíòíîãî èììóíîàíàëèçà. Ðàçðàáîòàííûé

ìåòîä îõâàòûâàåò øèðîêèé èíòåðâàë îïðåäåëÿåìûõ

êîíöåíòðàöèé, ÿâëÿåòñÿ áûñòðûì è ýôôåêòèâíûì äëÿ

ïðîâåäåíèÿ ñåðèàëüíûõ àíàëèçîâ. Ìåòîä ÿâëÿåòñÿ ãî-

ìîãåííûì è íå òðåáóåò ñòàäèè îòäåëåíèÿ èììóííîãî

êîìïëåêñà îò äðóãèõ êîìïîíåíòîâ ðåàêöèîííîé ñìåñè,

÷òî óïðîùàåò ïðîöåäóðó îïðåäåëåíèé.
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