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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность. Последнее десятилетие характеризуется интенсивным развитием сен­
сорных технологий, ориентированных на создание аналитических устройств, позволяющих 
получать информацию о свойствах и составе различных сред в форме электрического сигна­
ла. Пьезокварцевые химические сенсоры, широко применяющиеся для диагностики газовых 
(реже жидких) сред, характеризуются невысокой селективностью, поскольку аналитический 
сигнал формируется за счет приращения массы покрытия, нанесенного на электродах, вслед­
ствие сорбции определяемого компонента. 

Применение в качестве рецепторных покрьгой высокоспецифичных иммунореаген-
тов позволяет проводить прямое, без введения дополнительных меток (ферментативные, 
флуоресцентные, радиоактивные), определение высоко- и низкомолекулярных соединений в 
жидких средах. Пьезокварцевые иммуносенсоры положительно зарекомендовали себя при 
селективном определении следовых концентраций биологически активных соединений в 
водных растворах, пищевых продуктах и биологических средах, и поэтому исследованию 
таких сенсоров в настоящее время уделяется повьппенное внимание. 

Широкое использование противомикробных препаратов (сульфаниламиды, салицила-
ты) для лечения и профилактики заболеваний людей и животных стимулирует разработку 
новых экспрессных, чувствительных методик их определения в различных объектах в при­
сутствии большого количества сопутствующих соединений. Поэтому весьма перспективным 
является исследование возможностей иммуносенсоров, сочетающих принципы иммуноана-
лиза с пьезокварцевым методом преобразования аналитического сигнала, как детекторов в 
проточно-инжекционном анализе жидких сред при определении сульфаниламидов и сатици-
латов. 

Цель работы. Разработка высокочувствительных и селективньк пьезокварцевых им­
муносенсоров для проточно-инжекционного определения следовых концентраций ряда био­
логически активных соединений в жидких средах. 

Для достижения этой цели решались следующие задачи: 
- исследование закономерностей иммунохимической реакции антиген-антитело, протекаю­

щей на поверхности сенсоров, предназначенных для определения сульфопрепаратов и са-
лицилатов в жидких средах; 

- исследование способов иммобилизации галтен - белковых коньюгатов; 

- кинетическое исследование гетерогенных иммм11иА1Шич1..ских реомщй; 
РОС. НАЦИОНАЛЬНАЯ 

- оценка специфичности применяемых иммунор< агентовиел НОТЕКА CneTefj 
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- изучение влияния режима проточно-инжекционного анализа на величину аналитического 
сигнала сенсора; 

- разработка комплекса способов проточно-инжекционного определения сульфопрепаратов и 
салицилатов с применением пьезокварцевых иммуносенсоров. 

Научная новизна. Показана возможность конкурентного определения сульфопрепа­
ратов и салицилатов в жидких средах с применением пьезокварцевых иммуносенсоров с био-
рецепторными покрытиями на основе гаптен-белковых конъюгатов. Впервые методом пьезо-
кварцевого микровзвепгавания изучены закономерности гетерогенной иммунохимической 
реакции между сульфаметоксазол (4-аминосалициловая кислота)-белковым конъюгатом и 
специфичными антителами. Выявлены условия, способствующие наиболее полному проте­
канию реакции как в прямом, так и в обратном направлениях. Рассчитаны константы образо­
вания (Ксв) гетерогенных иммунокомплексов, полученных при взаимодействии 
4-аминосалициловой кислоты и сульфаметоксазола, конъюгированных с белковыми молеку­
лами, с соответствующими поликлональиыми антителами. Показана взаимосвязь величины 
Ксв с пределом обнаружения сульфаметоксазола с помощью пьезокв^цевого иммуносенсо-
ра. Обоснованы требования к биорецепгорным покр1Лвям (масса, толщина слоя, прочность 
закрепления иммунореагентов на металлической поверхности электродов), обеспечивающим 
многократное применение иммуносенсоров для определения сульфаметоксазола и салицило­
вой кислоты в широком диапазоне концентралдий. Оценена специфичность поликлональных 
антител по отношению к сульфопрепаратами и салицилатами, рассчитаны коэффициенты 
перекрестного взаимодействия. Изучено влияние режима проточно-инжекционного анализа 
на величину аналитического сигнала сенсора и определены оптимальные параметры (ско­
рость потока, природа и рН раствора носителя, природа и концентрация регенерирующего 
раствора), обеспечивающие высокую чувствительность определения биологически активных 
веществ. 

Пра1сгнческая зиачимосгь. Предложены новые эффективные биорецепторные по­
крытия пьезокварцевых иммуносенсоров для определения микроколичеств сульфопреп^ж-
тов и салицилатов в жидких средах. Предложен алгоритм выполнения проточно-
инжекционного анализа жидких сред, включающий регистрацию аналитического сигнала 
сенсора и регенерацию его биорецепторного покрытия. 

Разработаны высокочувствительные и селективные методики проточно-
инжекционного определения остаточных количеств сульфаметоксазола, сульфаметазина, 
сульфаметазина гемисуквдшата, бе.пого стрептоцида и салициловой кислоты в водных рас-



творах; сульфаметоксазола в объектах окружающей среды (почва, природные воды), пище­
вых продуктах (мясо, яйца, молоко), фармацевтических препаратах. 

Методика определения сульфаметоксазола внедрена в лабораторный практикум спец­
курса «Химические и биосенсоры». По материалам разработок подана заявка (№ 
2004122302/28(023824)) на предполагаемое изобретение и получено положительное решение 
на выдачу патента. 

Н« защиту выносятся: 
- результаты сравнительного изучения способов иммобилизации гаптен-белковых конъю-

гатов на поверхности металлических электродов пьезокварцевых резонаторов с учетом 
оптимального сочетания массы и толщины покрытия, стабильности сигнала, чувстви­
тельности определения биологически активных соединений; 

- результаты изучения закономерностей иммунохимических реакций сульфопрепаратов 
или салицилатов со специфичными антителами; 

- константы скорости образования и разрушения иммунокомплексов, величины констант 
связывания иммувореагентов; 

- коэффициенты перекрестного взаимодействия антител к сульфаметоксазолу и 
4-аминосалициловой кислоте с собственными иммуногенами и их структурными анало­
гами; 

- оптимальные значения скорости потока, рН и природы раствора носителя, концентрации 
и природы регенерирующего раствора, обеспечивающие максимальную величину анали­
тического сигнала иммуносенсора; 

- алгоритм вьшолнения проточно-инжекцяонного определения сульфопрепаратов (суль-
фаметоксазол, сульфаметазин, сульфаметазин гемисукцинат, белый стрептоцид) и сали­
циловой кислоты в жидких средах с применением пьезокварцевых иммуносенсоров; 

- методики проточно-инжекционного определения следовых концентраций сульфаметокса­
зола, сульфаметазина, сульфаметазина гемисукцината, белого стрептоцида и салициловой 
кислоты в водных растворах; сульфаметоксазола в объектах окружающей среды, пище­
вых продуктах и ффмацевтических препаратах. 

Апр«^ацня работы. Основные результаты диссертации доложены на конференции 
студентов, аспирантов и молодых ученых «Актуальные проблемы современного естество­
знания» (Р1ванов0, 2003); ХП научно - практической конференции молодых ученых, аспи­
рантов и студентов «Наша общая окружающая среда» (Липецк, 2003); XVII Менделеевском 
съезде по общей и прикладной химии (Казань, 2003); V Всероссийской конференции по ана­
лизу объектов окружающей среды с международным участием «Экоаналитика - 2003» 



(Санкг - Петербург, 2003); I Региональной научной конференции «Химико-экологические 
проблемы Центрального региона России» (Орел, 2003); Всероссийской конференции по ана­
литической химии «Аналитика России» (Москва, 2004), XTV Областной научно-технической 
конффенции (Липецк, 2005), П Меяадународном симпозиуме «Разделение и концентрирова­
ние в аналитической химии и радиохимии» (Краснодар, 2005), III Международной конфе­
ренции «Экстракция органических соединений» (Воронеж, 2005). 

Публнкаиии. Основное содержание диссертации опубликовано в 3 статьях, 10 тези­
сах докладов. 

Структура работы. Диссертационная работа изложена 125 страницах машинописно­
го текста, включает 21 рисунок и 15 таблиц. Состоит из введения, 4 глав, выводов и списка 
использованных библиографических источников, включающего 256 ссылок на отечествен­
ные и зарубежные работы. 

Работа вьшолнялась при финансовой поддержке программ Минобрнауки РФ: «Разви­
тие научного потенциала высшей школы» (тема № 01970006723 «Пьезокварцевые проточ­
ные иммуносенсоры: новые возмоясности для определения физиологически активных ве­
ществ»), темплана (тема «Физико-химические основы формирования и функционирования 
биосенсорных систем для определения физиологически активных веществ») и гранта для 
поддержки научно - исследовательской работы аспирантов вузов (тема A04-2.il-935 «Ис­
следование условий формирования аналитического сигнала проточного пьезокварцевого им-
муносенсора при огределеиии сульфопрепаратов в жидких средах»). 

ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 
ОБЗОР ЛИ!КРАТУРЫ. Систематизированы литературные данные об особенностях 

применения пьезохварцевых иммуносенсоров для определения следовых концентраций био­
логически активных соединений в жидких средах методом проточно-инжекционного анали­
за. Проведен сравнительный анализ детекторов, применяемых в проточно-инжекционном 
анализе. Показана перспективность применения пьезокварцевых иммуносенсоров в качестве 
детекторов. 

ОБЪЕКТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ. ИММУНОРЕАГЕНТЫ И АППАРАТУРА. Объ-
екты исследования - салициловая кислота, ацетилсалициловая кислота ("х.ч.", Россия), 
4-аминоса1гациловая кислота, сульфаметоксазол, сульфаметазнн, сульфаметазив гемисукци-
нат, белый стрептоцид ("Sigma", USA). 

Иммунореагенты: гаптен-белковые конъюгаты - 4-аминосалициловая кислота, конъ-
югировавная с белковыми молекулами (бычий (И ) , яичный (КП) альбумины и соевый 
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трипсиновый ингибитор (КШ)); сульфаметоксазол, конъюгарованный с бычьим сывороточ­
ным альбумином через диазокислоту (KTV), глутаровый альдегид (KV) и гемисуотщнат 
(КМ); поликлональные антитела к 4-аминосалициловой кислоте (R1) и к сульфаметоксазолу 
(R2, R3, R4). Иммунореагенты были предоставлены д.х.н. С.А. Ереминым (Московский го­
сударственный университет им. М.В. Ломоносова) и проф. Ф. Ровелом (F. Rowell) (Школа 
медицины и фармации университета г. Сандерленд, Великобритания). 

Для иммобилизаций гаптен-белковых конъюгатов использовали у-аминопропилтри-
этоксисилан ("Reanal", Hungary), тетраэтоксисилан («х,ч.», Россия), конконавалин А и тиок-
товую кислоту ("Sigma", USA). В качестве бифункциональных реагентов применяли глута­
ровый альдегид ("Reanal", Hungary), 1 - эпш - 3 - (3 - диметиламинопропил)карбодиимид, 
N,N' - дициклогексилкарбодиимид, N - гидроксисукцинимид ("Sigma", USA). 

Буферные растворы - носители (рН 6,0 - 8,5): NaH2P04 - Na2HP04, КН2РО4 -
Na2HP04; CeHjO, - Na2HP04; NaOH - KH2PO4. 

Регенерирующие растворы: (4-10"̂  - 3) М растворы тиоционата калия, 8 М раствор 
тиомочевины; 0,1 М раствор и концентрированная соляная кислота (р =1,198 г/суг). 

В качестве физических преобразователей применялись серийно выпускаемые пьезок-
варцевые резонаторы АТ-среза с золотыми или серебряными электродами (диаметр 8 мм), 
собственной частотой колебаний 10 МГц ± 1 Гц (ОАО "Квант", ЗАО "ЭТНА", Россия). 

Исследования проводили на оригинальной установке для проточно-ияжекционного 
анализа, включаюшей дозатор для ввода пробы, проточную ячейку детектирования (объем 
15-20 мкл), в которой пьезоквгфцевый иммуносенсор контактировал только одной стороной 
с раствором, перистальтический насос, схему возбуждения пьезокварцевого сенсора, часто­
томер и персональный компьютер. 

ИССЛЕДОВАНИЕ ЗАКОНОМЕРНОСТЕЙ ИММУНОХИМИЧЕСКИХ РЕАК­
ЦИЙ НА ПОВЕРХНОСТИ ПЬЕЗОКВЛРЦЕВЫХ ИММУНОСЕНСОРОВ. Работа пьезо-
кв^цевого иммуносенсора базируется на обратимой иммунохимической реакции между ан­
тителами, находящимися в растворе, и кояъюгированными с белковыми молекулами низко­
молекулярными соединениями, иммобилизованными на поверхности электродов: 

ATfAri» Ат - Аг, 
где Ат - антитело; Аг - антиген (гаптен-белковый конъюгат); Аг - Ат - иммунокомплекс. 

Аналитический сигнал сенсора (Af) регистрируется при протекании прямой реакции 
гаптен-белковых конъюгатов с поликлональными антителами. После регистрашга Af осуще­
ствляется разрушение поверхностного иммунокомплекса, что позволяет многократно ис­
пользовать иммуносенсор в проточно-инжекционном анализе. Поэтому при изучении зако-
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номерностей гетерогенных иммунохимических реакций были выявлены условия, способст­
вующие наиболее полному протеканию как примой, так и обратной реакций, а также уста­
новлены параметры, позволяющие проводить проточно-инжекционное определение биоло­
гически активных соединений с высокой чувствительностью и селективностью. Так как ана­
лиз проводился в потоке, то для обеспечения хорошей воспроизводимости результатов важ­
ным являлся выбор способа иммобилизации белковых молекул на поверхности электрода 
физического преобразователя. 

Влияние способа иммобилизации на качество биорепепторяого покрытия и опе­
ративные xapaicrepHcraKH нммуносенсора. К способам иммобилизации гаптен-белковых 
конъюгатов предъявлялись следующие требования: удобство включения в состав биосенсо­
ра, стабилизация трехмерной структуры и активности, вариация специфичности связывания 
лигандов, многократное использование иммунореагентов. 

Изучены следующие способы иммобилизации (табл. 1): 
- непосредственное закрепление гаптен-белковых конъюгатов на металлической поверхно­

сти электрода пьезокв^цевого иммувосевсора (1); 
- сорбция биомолекул на подложке из конконавалина А (2), а также кросс-пришивка к ней 

с помощью 1 - этил - 3 - (3 - диметш1аминопропил)к з̂боднимияа (3), глутарового аль­
дегида (4), N,N' - дициклогексилкарбодиимида (5); 

- ковалентная иммобилизация с помощью глутарового альдегида на подложках, сформиро­
ванных методом самособирающихся монослоев на основе тетраэтоксисилана (6); 
7-аминопропилтриэтоксисилана (7); а также с помощью 1 - этил - 3 - (3 - диметилами-
нопропил)карбодиимида (8) и N - гидроксисукцинимида (9) на монослоях тиоктовой ки­
слоты. 

Качество полученного биорецепторного слоя оценивали по следующим параметрам 
(табл. 1): массе биорецепторного покрытия (ДШпл, мкг), толщине покрытия (ДЬ, нм), прочно­
сти связывания биомолекул с подложкой или металлической поверхностью электродов сен­
сора ( Л т ) ; концентрационной чувствительности (А, Гц-млмкг'') определения антител к 
сульфаметоксазолу R3 (САТ= 0,4 мкг/мл); удельной чувствительности (S, Гц-мл-мкг'̂ ), равной 
А/Дт™; пределу обнаружения (ПрО) и стабильности покрытая (число циклов измерений (N) 
на данном биослое). 

Наиболее перспективны методы иммобилизации, связанные с получением самособи-
раюшихся монослоев с регулируемой микроархитекгурой поверхности (7, 8). Последова­
тельное нанесение слоев на носитель способствует регулярному послойному заполнению по­
верхности за счет электростатических и гидрофобных взаимодействий. Достоинством таких 
наноструктурированных покрытий является снижение уровня неспецифической сорбции, по-



вышенив чувствительности определения различных аналитов, а также гидролитической у с ­

тойчивости , что позволяет осуществлять с в ы ш е 20 ( A g - электрод) и л и 35 ( А и - алектрод) 

определений на одной пленке как сульфопрепаратов, так и салицилатов. 

Таблица 1. Хярактериспгики покрытий пьезокварцевых нммуиосенсоров (п = 3; Р=0^5) 

Номер 
способа 

1 
2 
3 
4 
5 

6 

7 

8 

9 

Электрод 

Аи 
Аи 
Аи 
Аи 
Ag 
Au 
Ag 
Ag 
Au 
Ag 
Au 
Ag 
Au 

Лт,и;мкг 

11,4 
11,8 
3,4 
8,6 

22,7 
12,4 
30,4 
20,2 
11,9 
6,5 

31,9 
4,7 
15,9 
7,5 

Ahtun HM 

0,40 
0,41 
0,12 
0,30 
0,79 
0,43 
1,06 
0,71 
0,42 
0^3 
1,12 
0,17 
0,56 
0,26 

Дш ,мкг 

0,5 
5.9 
2,5 
4,0 
6,9 
3,5 
10,3 
10,5 
6,0 
0,5 
19,9 
3,9 
12,2 
4,3 

ДГ,Гц 

9±3 
6±1 
10±2 
13±1 

44±15 
36±13 
62±5 
87±4 
65±3 
110±5 

110±13 
19t4 
12±2 

-

A, 
Гц-мл-мкг'' 

22,5 
15,0 
25,0 
31,0 
110 
90,0 
160 
220 
160 
275 
280 
48,0 
30,0 

-

s, 
Гц-мл-мкг'^ 1,98 

1,27 
7,44 
3,65 
4,85 
7^5 
5,09 
10,77 
13,62 
42,24 
8,62 
10,06 
1,88 

-

N 
3 
5 
3 
6 
10 
16 
12 
21 
18 
36 
12 
9 
3 
-

H a покрытиях , полученных на основе Y-aMHHonponHfltpliwoKCncHnaHa (7 ) и тиоктовой 

кислоты (8 ) с последующее закрепление сульфаметоксазол(4-аминосалициловая кислота)-

белковых конъюгатов с помощью глутарового альдегида или f - этил - 3 - (3 - диметилами-

нопропил)кар6одивмида, наблюдается оптимальное сочетание чувствительности, стабильно­

с ти , воспроизводимости сигнала сенсора (рис, 1). 

способ/ 

^Si-CA 

^^'^f•^швмoofвшltt' ^'РЩТЩЛШЫй 
•падвэд 

<S K A А У ' " ^ ' ' 

s i«^, _♦ в " ^ 
уЦ-СЛ и / ^ " ^ ^ 

(tS>C*.C,HrH.CH(CHJkCHO ^ f<>-Si^»<M,*CHl!CH,V;H*-«« 
SSi^CJi, \ * ^Sl-CA 

* ejBi^iMnoscaoK 
-бмковкв кскъюпг 

способе 

+гчсаяа»ш 
хмаоп 

+ Ьэшп-З-СЗ-дмилш 
АВОШШфишпфирбо 

t^Hih о о 
C H . ) | 0 N C * N < C ; H ; ^ ( ! C H K 4 > « 

* чуа^тшпакстся 
-бедхоаый хошсхгаг 

Рис . 1. С х е м ы иммобилизации гаптен-белкового конъюгата на поверхности металлических 

электродов сенсоров. 
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Такой механизм иммобшшзации позволяет сформировать на поверхности электрода 
биосеисора пространственно доступные активные центры, обеспечивающие высокую проч­
ность связывания определяемого соединения с антителами без срывов частоты колебаний 
пьезокварцевого нммуносевсора. Качество биорецепторного покрытия также зависиг от 
концентрации иммобилизуемого конъюгата. Наибольпшй аналитический сигнал сенсора от­
мечается при применении конъюгатов с концентрацией 0,5 мкг/мл, обеспечивающей высо­
кую концентрацию стерически доступных активных центров на поверхности биослоя. 

В последующих исследованиях применяли иммуносенсоры с биорецепторными по­
крытиями, полученными по методике (7) массой не более 20 - 25 мкп увеличение массы 
слоя свьлие 35 - 45 мкг приводит к срыву частоты колебаний сенсора, а уменьшение до 
10-15 мкг существенно сужает диапазон определяемых концентраций и сокращает число 
возможных циклов измерений. Иммуносенсоры могут сохраняться во влажной камере при 
+ 4''С без снижения чувствительности свыше 3 месяцев. 

Кинетические исследования. Величина аналитического сигнала сенсора во многом 
определяется степенью связывания антител с определяемым соединением. Аффинность 
взаимодействия иммунореагентов оценена по величинам констант связывания (IQ,), установ­
ленных на основе кинетических измерений. 

Уравнение скорости обратимой иммунохимической реакции, выраженное через час­
тотные характеристики с учетом уравнения Зауэрбрея (Af=k-Am, где к - коэффициент про­
порциональности), имеет следующий вид: - dWt = (koC+-kp)f - kgcfm, где с - концентрация 
антител в анализируемом растворе, а tn и f - частоты колебаний сенсора до начала измере­
ний и при образовании поверхностного иммунокомплекса соответственно. 

Скорость взаимодействия иммобилизованных гаптен-белковых конъюгатов со специ­
фичными антителами устанавливали методом начальных скоростей по тангенсу угла наклона 
на прямолинейном участке кинетической кривой (рис. 2а). 

Графически, с учетом линейного х^мхтера зависимости скорости иммунохимической 
реакции (- df/dt) от частоты колебаний сенсора f, по отрезку, отсекаемому на оси ординат, и 
значению углового кшффшфнла (рис 26) рассчетывали константы скорости образования (ко), 
разрушения (Ц,) иммунокомплекса и консташу связывания Кс как отношение к<, и кр (табл. 2). 

При разработке пьезокв^щевых иммуносенсоров применяли комплемент^ные пары 
с наибольшими значениями констант связывания: для определения сульфопрепаратов - KTV 
и R3 (Кс = 14810' М"'); для определения сапицилатов - К Ш и R1 (К» = 50110' М"'). Уста­
новлена взаимосвязь между пределом обнаружения сульфопрепаратов и величиной К», на-
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пример, для определения 0,2 нг/мл сульфопрепаратов должны применяться комплементу 

ные пары с К » 10* - 1 0 ' М"' и выше. 

■лт 
ГУс 

47 -

3.7-

2,7-

1,7-

m . 

\ 

\ Л 

б 

, 200 Ги 1 
1 1 

\ \ 
t,MHB ^Гц 

Рис. 2. Определение констант связывания конъюгатов 4-аминосалициловой кислоты (КГ) с 

антителахш R 1 , концентрацией, нг/мл: 20 (1), 50 (2), 100 (3). 

Таблица 2. Константы связывания (К „ ) хЮ"̂  М** 
Антитела 

R1 

R2 

Коп>югат 1 Кса 
4-Аминосалициловая кислота 

Ы 1 14,7 
К П 
K i l l 

24,8 
501J» 

Сульфаметоксазол 
K1V 
KV 
KV1 

3,9 
0*4 
0,1 

Лнтвтла 

R3 

R4 

Квнъюгят 1 Кс, 
Сульфаметоксазол 

M V 
KV 
KV I 

148,0 
0,9 
0,6 

Сульфаметоксазол 
KIV 
KV 
KVI 

3,7 
0,1 
0,5 

Исследование специфичности иммуиопеагентов. Поскольку поликлональные анти­

тела обладают сродством не только к детерминантам собственного иммуногена, но и к де­

терминантам его структурных аналогов, проведены перекрестные иммунохимические реак­

ции антител к сульфаметоксазолу (R2, R3 , R4) с родственвьпш соединениями: сульфамеш-

зином, сульфаметазином гемисукцинатом, стрептоцидом; антител к 4-аминосадициловой ки­

слоте (R1) с салшщловой и ацетилсалициловой кислотами. Рассчитаны коэффициенты пере­

крестного взаимодействия сульфопрепаратов и салицилатов CR,% [CR,% = 

ICjo(B)-100/IC5o(A), где ICjo - концентрация, соответствующая 50 % - ому ингибированию 

связывания сульфаметоксазола или 4-аминосалициловой кислоты (А) и его аналога (В ) ] . 

Антитела к сульфаметоксазолу (рис. 3, а) проявляют максимальное сродство к собст-

венн(шу иммуногену (CR ,% = 100%), следовательно, сульфаметоксазол можно определять в 

присутствии структурных аналогов с применение! всех антител, кроме антител R4, прояв-
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дяющвх высокое сродство к сульфаметазину гемясукцинату (CR = 91%). Это объясняется 
использованием гемисукцината в качестве трейсера для получения гаптен-белкового конъю-
гата, на которые затем вырабат1№ались антитела R4. В тоже время, все исследованные анти­
тела могут применяться для определения сульфаметазина гемисукцината, сульфаметазина и 
белого стрептоцида в отсутствии сульфаметоксазола. 

Антитела к 4 - аминосалициловой кислоте (рис. 3, в) проявляют наибольшую актив­
ность не к собственному иммуногену - 4-аминосалициловой кислоте, а с салициловой кисло­
те (CR = 170 % ) , что, вероятно, связано с большей доступностью активных центров у неза­
мещенной салициловой кислоты, 

к» 
171 CR,K 

■> «, 
80 
go 

« ■ 

20 

0 

ШШ1 
^ш. Н-■̂  
^Вг К' 1 ■• ЛШ-

(9 
егЩ^ 
шШШе' 
К" 1 в 

., — 

01 

»f̂  им Ш ■1 № ■ иЛШгЗ 

67 

Шш 1 ■ '-r-Bi 

«в CR,K 

П "* ^ 
1 

v ■ 

■ 

_ 

МО-
■ R2 
■ R3 
□ R4 

1» 
1Ю 
м 
м 
«> 
М-
0' 

1 2 3 4 
Рис. 3. Коэффициенты перекрестных взаимодействий а): антител R2, R3, R4 с сульфаметок-
сазолом (1), «ульфаметазином (2), сульфаметазином гемисукцинатом (3), стрептоцидом (4); 
в): антител R1 с салициловой кислотой (1), 4-аминосалицш10вой кислотой (2), ацетилсалици-
дож̂ ^ кислотой (3). 

Изучение влияний условий проточно-иижясдионного анализа на величину ана­
литического сигнала сеясора. Поскольку лимитирующей стадией гетерогенной иммунохи-
мической реакции является массоперенос реагирующих веществ в реакционную зону, изуче­
но влияние скорости потока, природы и рН раствора носителя на величину аналитического 
сигнала, а также оптимизирован режим регенерации, позволяющий проводить многократные 
измерения на одном биорецепторном слое. 

Максимальное и стабильное значение аналитического сигнала иммуносенсора наблю-
дало<% при пропускании через ячейку детектирования со скоростью 60 мкл/мин (рис. 4) бу­
ферного раствора на основе NaH2P04 - Na2HP04 (рН 6,1). Увеличение или снижение скоро­
сти потока раствора носителя сопровождалось сужением диапазона определяемых концен­
траций или удлинением времени анализа. 

При использовании других изученных буферных систем [КН2РО4 - Na2HP04, CeHjO? 
- Na2HP04, NaOH - KH2PO4 с рН 6,0 - 8,5] наблюдается или меньшее значение А £, или непо­
стоянное значение базового сигнала, что снижает воспроизводимость результатов определе­
ния в точность измерения аналитического сигнала. 
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А£Гц 
Рис. 4. Зависимость аналитического 
сигнала сенсора от скорости потока 
раствора-носителя (г) при взаимодей­
ствии сульфаметоксазол-белкового 
конъюгата со специфичными антите­
лами (с = 40 нг/мл). 

20 40 60 80 120 150 
г, ИНН 

Для возобновления числа активных центров покрытия после регистрации аналитиче­
ского сигнала осуществляли разрушение поверхностного иммунокомплекса с помощью ре­
генерирующего раствора. Экспериментально установлено, что применение в качестве реге­
нерирующего 0,4 • 10"* М раствора KSCN обеспечивает достаточно быстрое разрушение им­
мунокомплекса и восстановление исходной частоты сенсора, не вызывая дополнительной 
деструкции подложки, что позволяет использовать одно и тоже покрытие свыше 30 раз. 

Проведенные исследования позволили разработать алгоритм выполнения проточно-
инжекционного анализа: 

- пропускание через ячейку детектирования буферного раствора носителя для стабшшзация 
частоты колебания сенсора (f^); 

- ввод анализируемой пробы в поток буферного раствора-носителя, сопровождающийся рез­
ким снижением частоты колебаний сенсора вследствие образования гетерогенного иммуно­
комплекса антиген-антитело; 

- пропускание буферного раствора для стабилизации сигнала сенсора и регистрирование f; 
- пропускание регенерирующего раствора для разрушения гетерогенного иммунокомплекса и 
восстановления первоначальной активности биорецепторного слоя; 

- пропускание через ячейку детектирования буферного раствора до возвращения частоты ко­
лебаний сенсора к исходному значению. 

ПРИМЕНЕНИЕ ПЬЕЗОКВАРЦЕВЫХ ИММУНОСЕНСОРОВ ДЛЯ 
ОПРЕДЕЛЕНИЯ БИОЛОГИЧЕСКИ АКТИВНЫХ СОЕДИНЕНИЙ. Для определения 
сульфопрепаратов и салицилатов в жидких средах с помощью пъезокварцевых иммуносен-
соров применяли конкурентный вид анализа. Фиксированную концентрацию специфичных 
антител вводили в пробу, которую затем пропускали через проточную ячейку детектирова­
ния, включающую пьезокв^цевый иммуносбнсор. Предварительно установленная концен­
трация специфичных антител к салициловой кислоте или к сульфаметоксазолу, необходимая 
для их 50%-ного связывания иммобилизованным аналитом (50 мкг/мл и 20 нг/мл соответст-



14 

веяно), обеспечивала стехиометрическое соотношение между числом поверхностных актив­
ных центров биослоя и количеством несвязавпшхся в гомогенный иммунокомплекс антител. 
В момент образования гетерогенного иммунокомплекса регистрировали аналитический сиг­
нал, обратно пропорциональный концентрации определяемого компонента в пробе. 

Пьезокварцевые иммуносенсоры апробированы при анализе модельных растворов, 
содержащих сульфаметоксазол, стрептоцид, сульфаметазин, сульфаметазин гемисукцинат и 
салициловую кислоту (табл.З). 

Таблица 3. Метрологические характеристики способов определения сульфопрепаратов 
и салициловой кислоты 

Аналит 

SA 

SMX 

SMZ 

SMZ-HS 

SA* 

Гаптен-
белковый 
конъюгат 

К Ш 

КГУ 

Диапазон 
определяемых 

содержаний 

5,0-25,0 мкг/мл 

1,0-220,0 нг/мл 

5,0-100,0 нг/мл 

20,0-200,0 нг/мл 

5,0-130,0 нг/мл 

Про 

0,4 
мкг/мл 

0,2 
нг/мл 

1,4 
нг/мл 
3,2 

нг/мл 
3,0 

нг/мл 

Параметры 
уравнения 

градуировочной 
функции 

у = -0,8х + 49,3 
R̂  = 0,98 

у = -1,7х + 504 
R M , 9 9 

у = -1,4х+180 
R̂  =0,99 

у = -0,7х+186 
R̂  =0,97 

у = -0,6х + 210 
R̂  =0,97 

Правильность способов определения салициловой кислоты и сульфаметоксазола оце­
нивали еопостав-чением результатов, полученных разработанными способами, с содержани­
ем салициловой кислоты в фармацевтическом препарате «Салициловый спирт» или с дан­
ными определения сульфаметоксазола методом высокоэффективной жидкостной хромато­
графии (табл. 4). Проверка результатов по критерию Стьюдента показала отсутствие систе­
матической погрешности. Преимуществом предлагаемого способа анализа является возмож­
ность определения более низких (в 200 раз меньше по сравнению с методом ВЭЖХ) концен­
траций сульфопрепарата. 

Разработаны методики проточно-инжекционного определения с помощью пьезокварце-
вого иммуносеясора остаточных концентраций сульфаметоксазола в объектах окружающей 
среды (табл. 5), пищевых продуктах (табл. б), лекарственных формах (Бисептол, Ко-
тримоксазол ICTN). Концентрацию сульфаметоксазола в образцах определяли методами гра-
дуировочного графика или стандартных добавок. Установленное в лекарственных формах 
содержание сульфаметоксазола в пересчете на одну таблетку («Бисептол» -378±1 мг и «Ко-
тримоксазол ICN» - 374±2 мг) соответствовало паспортным данным. 
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Таблица 4. Проверка правильности определения сульфаметоксазола в водных 
растворах (п = 3, Р = 0,95) 
\ метод 

№ пробы \ 
1 
2 
3 

вэжх 

введено, 
нг/мл 

200 
500 
1000 

найдено, 
нг/мл 

250 ±38 

470 ±23 

970 ±19 

S, 

0,15 

0,05 

0,02 

Проточно-инжекционный 
способ 

введено, 
нг/мл 

200* 

500* 

1000" 

найдено, 
нг/мл 

170 ±23 

570 ±63 

980 ±19 

Sr 

0,14 

0,11 

0,02 

Примечание: для анализа с применением пьезокварцевого иммуносенсора - разбавление 
в 10 раз,*- в 50 раз,' - в 25 раз. 
Таблица 5 Определение сульфаметоксазола в образцах почв и природных водах 

Номер пробы 

1 
2 
3 
4 

5 
6 
7 

8 
9 

СДОБ, нг/мл СХ+ЛОБ, НГ/МЛ 
Почва (птицефабрика «Липецкая») 

10,0 
10,0 
10,0 
10,0 

24,4±2,8 
22,3±2,9 
17,2±0,3 
16,2±U 

Сх, нг/мл 

14,4±2,8 
12,3±2,9 
7,2t0,3 
6Д±1,3 

Природная вода г. Сандерленд (Англия) 
5,0 

250,0 
500,0 

7,3±0,5 
329,0±15 
644,0tl4 

р. Воронеж г. Липецк (Россия) 
10,0 
25,0 

13,6±0,6 
28,5iO,7 

2,3±0,5 
79,0±15 
144,0*14 

3,6±0,6 
3,5±0,7 

Sr 

0,18 
0,22 
0,02 
0,15 

ОДО 
0,20 
0,10 

0,20 
0,20 

Таблица б. Результаты определения сульфаметоксазола в пищевых продуктах Q N ) ^ BFS) 

Номер 
пробы 

1 
2 
3 

4 
5 

6 

Введено 
сульфаметоксазола, 

нг/мл 

10,0 
10,0 
10.0 

10,0 
10,0 

10,0 

Найдено 
сульфаметоксазола, 

нг/мл 
Молоко 

10,6±0,2 
11,5±0,4 
14,8±0,9 

Яйца 
11,6±0,9 
12,3±0,9 

Мясо птицы 
13,9tl,5 

Рассчитано 

0,6±0,2 нг/мл 
1,5±0,4 нг/мл 
4,8±0,9 нг/мл 

0,8±0,4 нг/г 
1,2±0,5нг/г 

1,6±0,6нг/г 

Sr 

0,02 
0,04 
0,06 

0,10 
0,06 

0,13 
Образцы: молоко -1 - «Детское», 2 - коровье (некоммерческое), 3 - женское; яйца - 4 - не­
коммерческое, 5 - птицефабрика «Золотой петушок» (г. Липецк); мясо - 6 - птицефабрика 
«Золотой петушок» (г. Липецк). 
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Все разработанные методики проточно-инжекционного определения сульфаметоксазо-

ла характеризуются простотой выполнения, высокой чувствительностью (ПрО = 0,15 нг/мл) 

и селективностью, не требуют сложного оборудования, поэтому могут быть рекомендованы 

для мониторинга объектов окружающей среды, контроля качества пищевых продуктов, суль­

фаниламидных лекарственных преп^атов и выявления их фальсификаций. 

Автор благодарит к. х. н., доцента Е.Н. Калмыкову за большую помощь при проведе­

нии эксперимента, к. т. н., доцента В.Ю. Ширяева и к. т. н. М.В. Милонова за техническое 

содействие в создании лабораторного комплекса для проточно-инжекционного анализа, 

д.х.н. С. А. Еремина за предоставленные иммунореагенты и обсуждение результатов, проф. 

Ф. Ровела за предоставленные иммунореагенты. 

ВЫВОДЫ 
1. Экспериментально изучены и теоретически обоснованы условия протекания обратимой 

иммунохимической реакции на поверхности электродов пьезокварцевых сенсоров на 

примере взаимодействия конъюгатов сульфаметоксазола и 4-аминосалициловой кислоты 

с соответствующими антителами. Установлены значения IQ,, позволяющие количествен­

но оценить степень связывания сульфаниламидов и салицилатов со специфичными анти­

телами. Показано, что при применении комплементарных пар иммунореагентов с кон­

стантой связывания 10* - 10̂  М ' и выше возможно обнаружение сульфопрепаратов на 

уровне ОД нГ/мл. 

2. Обоснованы способы формирования биорецепторных покрытий пьезокварцевых иммуно-

сенсоров на основе сульфаметоксазол (4-аминосалициловая кислота)-белковых конъюга­

тов. Показано, что наилучшие оперативные характеристики сенсоров достигаются при 

иммобилизации иммунореагентов на предв^нтельно полученной методом самособи-

рзющихся монослоев силоксавовой или тиоктовой подложке с помощью глутарового 

альдегида или 1-этил-3-(3-диметиламинопропил)карбодиимида. Такие покрытия позво­

ляют регистрировать максимально возможные значения аналитического сигнала пьезок-

варцевого иммуносенсора и выполнять свыше 30 измерений на одном биослое. 

3. Установлены коэффициенты перекрестных взаимодействий ряда поликлональных антител 

с определяемыми соединениями, конъюгированными с белковыми молекулами и иммо­

билизованными на поверхности электрода сенсора. Осуществлен выбор комплементар­

ных пар для селективного определения биологически активных соединений в присутст­

вии их структурных аналогов: сульфаметоксазола в присутствии сульфаметазина, суль-



17 

фаметазина гемисукцината, белого стрептоцида; салициловой кислоты в присутствии 
4-аминосалициловой кислоты, ацетилсалициловой кислоты. 

4. Обоснованы режимы проточно-инжекционного определения сульфопрепаратов и салици-
латов в жидких средах с применением пьезокварцевых иммуносенсоров. Установлено, 
что проведение иммунохимических реакций сульфаметоксазол (4-аминосашщиловая ки­
слота) - антитело в потоке (60 мкл/мин) буферного раствора носителя на основе NaH2P04 
- Na2HP04 (рН 6,1) повышает чувствительность и стабильность работы сенсора, а ис­
пользование в качестве регенерирующего реагента 0,4 • 10"* М раствора тиоционата калия 
обеспечивает высокую воспроизводимость сигнала при многократном использовании 
пьезокварцевых иммуносенсоров. 

5. Разработаны методики проточно-инжекционного определения сульфопрепаратов и сали­
циловой кислоты в водных средах, сульфаметоксазола в образцах пищевых продуктов 
(мясо, яйца, молоко), объектах окружающей среды (почва, природные воды) и фармацев­
тических препаратах (Бисептол, Ко-тримоксазол), характеризующиеся достаточно широ­
ким диапазоном определяемых содержаний, высокой селективностью и низким пределом 
обнаружения. 
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