
НЕЙРОХИМИЯ
т. И, № 2, 1992

Методы исследования
УДК 577.175.522.523УПРОЩЕННЫЙ МЕТОД ФЛУОРОМЕТРИЧЕСКОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ КАТЕХОЛАМИНОВ И ДОФА„ В БИОЛОГИЧЕСКОЙ ПРОБЕ

МАНУХИН Б. Н„ СЕЛИВАНОВА Г. П.

Институт биологии развития им. Н. К. Кольцова, Москва

Описан способ определения концентрации адреналина, норадреналина, дофами- 
:иа и их предшественника ДОФА в одной биологической пробе, включающей по­
лучение флуорофоров аминов. Метод отличается простотой выполнения, обеспе­
чиваемой осаждением белков гомогената 3 М раствором НС1О4. что исключает 
дополнительную очистку и связанную с пей неизбежную потерю исследуемых ве­
ществ; получением флуорофоров всех четырех веществ одновременно в одной про­
бирке; проведением их количественного определения в одной флуорометрической кювете 
путем последовательного измерения флуоресценции при оптимальных для каждого 

.вещества длинах волн возбуждения и флуоресценции.В литературе описано много вариантов метода спектрофлуоро­метрического определения биогенных моноаминов [1, 2]. Различные варианты основного метода дают хорошо воспроизводимые резуль­таты и широко используются в экспериментальных-; и клинических исследованиях [3—6].При изучении адренергической медиаторной системы часто воз­никает необходимость одновременного исследования всех медиаторов, а иногда и их предшественника 3,4-диокснфенилаланина (ДОФА), что возможно при использовании спектрофлуорометрических мето­дов. Существенным недостатком последних является трудоемкость 'исполнения, ограничивающая возможность их применения для се­рийных рутинных исследований. Затруднения обусловлены необхо­димостью предварительной очистки биологических проб на адсорбен­тах или с помощью органических растворителей, а также раздель­ного получения I! измерения флуорофоров норадреналина (НА), ад­реналина (А), дофамина (ДА) и ДОФА, что чревато неизбежными потерями исследуемых веществ.В процессе работы с различными вариантами спектрофлуоро­метрического триоксииндолыюго метода определения биогенных мо- ноамииов было замечено, что в надпочечниках и семявыносящем протоке катехоламины могут быть определены сразу после осажде- тшя белков, без дополнительной очистки их на адсорбентах. В связи •с этим возникло предположение о возможности измерения концепт- 239



рации катехоламинов и в некоторых других тканях за счет улуч­шения предварительной очистки и дифферениировкц_ флуоресценции исследуемых веществ. Настоящее исследование является эксперимен­тальным доказательством высказанного предположения.
Результаты экспериментевНа рис. 1 и 2 представлены спектры флуоресценции Л и НА, где ник возбуждения норадреналина л 395 нм, флуоресценции—Л 485 нм, а адреналина—Л 420 и 500 нм соответственно. Различия в максимумах возбуждения 25 нм и флуоресценции 15 нм достаточны

Рис. 1. Спектры воли возбуждения (а) и флуоресценции (б) катехо­
ламинов и ДОФА, а—спектр волны возбуждения при постоянной длине 
волны флуоресценции 485 нм; б-—спектр волны флуоресценции при по­
стоянной длине волны возбуждения 395 нм. 1—норадреналин, 2—адре­
налин, 3—дофамин, 4—ДОФА (по 100 иг). Здесь и на рис. 2—4, по 
осн абсцисс—длина волны возбуждения (а) и флуоресценции (б) в им, 

по осп ординат—интенсивность флуоресценциидля их дифференцировки при использовании длин воли возбужде­ния и флуоресценции, характерных для НА или А. В этих условиях пики флуоресценций ДОФА и ДА практически не отличаются от контроля.Достоверно различаются также длины волн максимумов воз­буждения и флуоресценции ДОФА и ДА (рис. 3, 4). Для ДОФА длина волны возбуждающего света К 335 нм и флуоресценции 375 нм, ДА—323 и 358 нм соответственно. Различия между макси­240



мумом возбуждения ДОФА и ДА—1.3 нм и флуоресценции—7 нм. В этих условиях флуоресценция Л и НА незначительна.Как видно из рис. 1—4, максимумы возбуждения и флуоресцен­ции у НА и А и ДОФА и дофамина близки, что позволяет прове­дение дифференцировки между нарами этих веществ.

Рис. 2. Спектры волн возбуждения (а) и флуоресценции (б) катехола­
минов и ДОФА. а—спектр волны возбуждения при постоянной длине 
волны флуоресценции 500 км; б—спектр волны флуоресценции при по­
стоянной длине волны возбуждения 420 нм. /—адреналин, 2—норадре­

налин, 3—дофамин. 4—ДОФА (по 100 >։г)Для определения концентрации катехоламинов и ДОФА ткань гомогенизировали в 4 мл 3 М НС1О.| (на этом этане гомогенат можно хранить в замороженном состоянии длительное время). Гомогенат центрифугировали, к супернатанту добавляли 1,0 мл эта­нола, смесь нейтрализовали Na2CO3 до pH 6,5 (по внешнему инди­катору), разливали в пробирки по 1 мл, добавляли 'по 0,5 мл 25 мМ трис-буфера pH 6,5, затем 1 мл 20 мМ раствора 12 в 0,3 М KCI, через 3 мин 0,5 мл щелочного сульфита (раствор 500 мг Na2SO3 в 5 М NaOII с 1% ЭДТЛ, готовится ex tempore), а через 5 миН 0,5 мл 8 М уксусной 'кислоты (до pH 4,5). Пробирки инкубировали в кипящей водяной бане в течение 20 мин, после охлаждения из­меряли интенсивность флуоресценции их содержимого при длинах волн возбуждения и флуоресценции, характерных для исследуемых веществ.При 'малых количествах ткани и низкой концентрации аминов содержание реагентов и соответственно обтаем пробы могут быть уменьшены с измерением флуоресценции в микрокюветах.Количество ՝НЛ и А в биологической пробе определяли в иг с помощью уравнений:
НА = F, • а,֊ 1\ • а3 А = ^а1~р|'а

• 8-1— 32 • 83
где 24 L3 j•81 82*83
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F|—величина флуоресценции пробы при /. возбуждения 395 нм и 
Ъ флуоресценции 485 им, F2—при X возбуждения 420 нм и X флуо­ресценции 500 им, а —интенсивность флуоресценции__1 иг стандарта НА при флуоресценции (возбуждение 485) 395 им, а2—то же для адреналина при 485/395 нм, а3—для норадреналина при 500/420 им,—для адреналина 'при 500/420 им.

Рис. 3. Спектры воли возбуждения (а) и флуоресценции (б) катехола­
минов и ДОФА: «—спектр волны возбуждения при постоянной длине 
волны флуоресценции 368 нм; б—спектр волны флуоресценции при по­
стоянной длине волны возбуждения 323 им. 1—дофамин, 2—ДОФА. 

3—норадреналин, 4—адреналин (по 100 иг)
Рис. 4. Спектры воли возбуждения (а) и флуоресценции (б) катехола­
минов и ДОФА, а—спектр волны возбуждения при постоянной длине 
волны флуоресценции 375 нм; б—спектр волны флуоресценции при по­
стоянной длине волны возбуждения335 им. 1—ДОФА, 2—дофамин. 3— 

норадреналин, 4—адреналин (по 100 нг)Количество ДА и ДОФА (в нг) в биологической пробе опреде- . ляется с помощью следующих уравнений:ДА F;: ■ Ь, —F, ■ Ь._, Ь| • b j — by - b;, ДОФА = F4-b,-F3-b;< b|b|—by-b. , гдеР3—интенсивность флуоресценции пробы при К возбуждения 323 нм и % флуоресценции 368 им, Р4—при X возбуждения 335 нм и X флуоресценции 375 нм, Ь]—интенсивность флуоресценции 1 нг стан- 242



ла рта ДА при л флуоресценции возбуждения 368/323 нм, Ь2—то же: для ДОФА при 368/323 нм, Ь3—для ДА при 375/335 нм, Ь4—для ДОФА при 375/335 нм. При отсутствии в исследуемых тканях А и ДОФА расчет концентрации аминов в пробе значительно упро­щается: HA=F|/a։, ДА=Е3/Ь|.В статье описан 'способ определения концентрации биогенных мономеров: А, НА, ДА и их предшественника ДОФА в одной био­логической пробе, а также 'получение флуорофоров аминов. В от­личие от известных методов разработанный нами способ позволяет с целью упрощения и ускорения процедуры проводить: а) осаждение белков гомогената 3 М раствором НОЮ.։, чем исключается необхо­димость дополнительной очистки аминов и устраняются потери ка­техоламинов па этом этапе; б) одновременное получение флуорофоров всех четырех веществ в одной пробирке; в) количественное опре­деление исследуемых веществ в одной флуорометрической кювете путем последовательного измерения интенсивности флуоресценции при оптимальных для каждого вещества длинах волн возбуждения и флуореснеици.Л RAPID, SIMPLE FLUOROMETRIC METHOD FOR SIMULTANEOUS.ASSAY OF CATECHOLAMINES AND DOPA IN THE SAME BIOLOGICAL SAMPLE
MANUKHIN B. N., SELIVANOVA 0. i>.

N. K. Kollzov institute of the Developmental Biology. MoscowA method for the epinephrine, norepinephrine, dopamine and their precursor 3,4-dioxyphenylalanlne (DOPA) concentration measurement in the same biological sample that Includes the obtaining՛ of amine fluorop- hores is described. This method differs from the other by:-!) a precipi­tation of homogenate proteins .with 3 M HCLO( excludes the additional purification procedure and the loss of the substances examined; 2) a si­multaneous obtaining of fluorophors of all four substances In the same test-tube; 3) a quantitative determination of these substances In the same fluorimetric cuvette by a consecutive fluorescence measurement at the wave lengths of excitation and fluorescence measurement at the wave lengths of excitation and fluorescence optimal for each substance Inves­tigated.
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